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Prólogo

La investigación y el desarrollo de formas farmacéuticas de liberación
modificada están experimentando en los últimos años un gran interés
por parte de la comunidad científica. Este interés se ha intensificado
en la última década debido a que los recortes en los gastos de la
sanidad pública exigen costes más bajos y una mayor eficacia de los
medicamentos. Para cubrir esta demanda e intentar optimizar su
actividad, algunos de los principios activos más empleados se están
reformulando en forma de sistemas de liberación modificada. Aparte
del sector farmacéutico, este campo también ha despertado interés en
el sector de la cosmética, agricultura, alimentación y químico, donde
la gran competencia del mercado exige la aparición de nuevas
técnicas de recubrimiento que permitan aumentar, la efectividad de
principios activos al menor coste posible.
Es un hecho conocido que la administración de un fármaco puede
producir efectos indeseados en otras zonas del organismo. En
cambio, el transporte a un lugar específico permite lograr que una
concentración adecuada de principio activo se mantenga por
periodos prolongados de tiempo en el lugar diana y esto conlleva la
disminución de efectos adversos asociados a los bajos niveles
plasmáticos en sangre periférica. Por este motivo, el principal objetivo
del transporte de substancias activas es el de reducir la cantidad total
de principio activo administrado, así como el de optimizar su
actividad.

Estas aproximaciones implican la modificación del perfil
farmacocinético de los principios activos a través de su incorporación
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en sistemas coloidales microparticulares (microcápsulas y
microesferas) y nanoparticulares, tales como los liposomas, las
nanocápsulas y las nanoesferas (Edman 1985, Suñé-Negre 2004).
Actualmente, las técnicas de microencapsulación y
nanoencapsulación son las más empleadas en el desarrollo y

producción de principios activos de liberación modificada. Sin
embargo, estos métodos poseen unas limitaciones, que es lo que ha
frenado su aplicación a nivel industrial. Uno de los principales
problemas es que la mayoría de estas técnicas precisan de disolventes
orgánicos para disolver los polímeros formadores de cubierta. Estos
disolventes, una vez ha finalizado la encapsulación del activo, deben
eliminarse mediante un proceso de evaporación. Esto supone que los
disolventes de elección sean los que presentan un punto de ebullición
más bajo, es decir, la familia de los organoclorados.
La idoneidad de esta familia de disolventes por su eficiencia en
cuanto a su capacidad de solubilizar principios activos y polímeros y
su facilidad de evaporación contrasta con su peligrosidad para el
medio ambiente y la salud humana. El descubrimiento de estas
propiedades indeseables, intrínsecas a la mayoría de los disolventes
pertenecientes a la familia de los organoclorados, han resultado en la
elaboración de numerosas recomendaciones, normas y proyectos de
directivas (p. ej. ICH Q3C) para limitar su uso o sustituirlos por otros
disolventes alternativos. En el sector farmacéutico, en el que el
registro de nuevos medicamentos pasa por el cumplimiento de todas
las regulaciones internacionales en materia de seguridad de fármacos,
medio ambiente, calidad, etc., se hace absolutamente necesario

adoptar estrategias que eviten el uso de disolventes organoclorados.
El diseño de procesos químicos que eliminan o reducen el uso o la
generación de sustancias peligrosas (Química Verde) se ha venido
aplicando con excelentes resultados en síntesis de principios activos
desde 1990 (Anastas y Warner 1998).
En el presente trabajo se han introducido los principios de la química
verde para el desarrollo de un método de formulación de nanoesferas
que evita el uso de disolventes organoclorados.
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Objetivos

El objetivo del presente trabajo se basa en el desarrollo de una
formulación con un principio activo muy potente, pero de limitado
uso en la praxis clínica habitual debido a sus graves efectos
secundarios.

Se ha escogido como fármaco la indometacina con indicación en las
afecciones reumáticas y artrosis, con la finalidad de intentar
modificar las características de biodisponibilidad y conseguir una
acción modificada tras la administración de un inyectable
intraarticular. Esta mejora se pretende abordar a través de la
administración de un inyectable de liberación modificada que
contenga la indometacina en forma de nanoesferas biodegradables.
Para ello se han fijado 5 objetivos concretos:

1- Investigación y puesta a punto de dos métodos de
nanoencapsulación de indometacina.

2- Nanoencapsulación de la indometacina.
3- Optimización del método de nanoencapsulación: aplicación

de un proceso de fabricación verde.
4- Caracterización de las nanoesferas, incluyendo la aplicación

de técnicas instrumentales de alta resolución ampliamente
difundidas en el campo de la caracterización de materiales y
de novedosa aplicación en tecnología farmacéutica.

5- Formulación de un inyectable liofilizado.
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Para el cumplimiento de los objetivos preestablecidos, el trabajo
experimental se ha realizado en distintas etapas.
En primer lugar, se han puesto a punto dos métodos de
nanoencapsulación: emulsificación espontánea-difusión de disolvente
y el método de salificación. A continuación se realiza un diseño
factorial con cada uno de los métodos y con la información obtenida
se realiza un último tercer diseño factorial para comparar ambos
métodos entre sí. Con las mejores referencias de cada diseño (que
corresponden a las que proporcionan tamaños de partícula más
pequeños y homogéneos, cinéticas de liberación más lentas, con poco
efecto estallido y eficacias de encapsulación más altas) se fabrican
nuevamente, pero sustituyendo los disolventes originales por acetato
de etilo, disolvente más respetuoso con el medio ambiente y con
menor impacto en la salud humana.
Las nanoesferas se caracterizan mediante el empleo de las técnicas
más habituales, así como con técnicas más novedosas y de reciente
aplicación en el campo de la tecnología farmacéutica, como son el
AFM (microscopía de fuerza atómica) y XPS (espectroscopia
fotoelectrónica de rayos X).
Finalmente, se elige la mejor de las referencias elaboradas con acetato
de etilo y se elabora la formulación final, que consiste en un
inyectable liofilizado de nanoesferas de indometacina.
En cada capítulo se exponen y discuten los resultados experimentales
y finalmente se realiza una discusión general que valora todos los
resultados en su globalidad.
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1.1. Sistemas nanoparticulares

Se denominan sistemas microparticulares de administración de
fármacos los que incluyen los microgránulos (pellets), microcápsulas,
microesferas, lipoesferas, emulsiones y las emulsiones múltiples
(Kondo 1979, Thies 1983, Arshary 1989). Los sistemas de liberación
nanoparticulares incluyen las nanopartículas lipídicas o poliméricas
(nanocápsulas o nanoesferas), microemulsiones, liposomas y los
niosomas. De todos ellos, los vehículos que más se han estudiado han
sido los liposomas. Sin embargo, los liposomas presentan algunas
desventajas como es su poca estabilidad, reproducibilidad y

problemas de transposición de escala (Beck y Pope 1984, Alonso y
cois. 1985, Benoit y cois. 1986).
Las nanopartículas son unos sistemas sólidos coloidales, cuyo
tamaño de partícula varía entre los 10 y 1000 nm. El principio activo
se puede encontrar disuelto, atrapado, encapsulado o adsorbido en la
matriz polimérica de las nanopartículas. Dependiendo del método de
fabricación se pueden obtener nanoesferas o nanocápsulas (Arshady
1989, De Jaeghere y cois. 1999).

■ Las nanocápsulas son sistemas vesiculares en cuyo interior se
encuentra disuelto el principio activo, confinado en el interior
de la cavidad, rodeado por una membrana polimérica.

■ Las nanoesferas son sistemas matriciales en los que el
principio activo se encuentra física y uniformemente disuelto.

Los sistemas de liberación modificada a base de nanopartículas son
unos vehículos coloidales que han atraído mucho interés en las
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últimas décadas, puesto que se ha visto que son capaces de
incrementar la eficacia y disminuir la toxicidad de muchos fármacos.
La reducción en el tamaño de las nanopartículas es un tema que
centra muchos estudios, ya que será uno de los factores
determinantes en la idoneidad de administración de la formulación in

vivo. No sólo en la vía intravenosa, donde los capilares más pequeños
miden 4 pm de diámetro, sino también en la vía sistémica el tamaño
de las nanopartículas condicionará que puedan llegar a su órgano
diana. Es bien conocido que los sistemas más pequeños, por debajo
de 1 pm de tamaño, son rápidamente fagocitados en las células del
sistema retículoendotelial, principalmente en las células de Kupffer
del hígado, lo que supone una barrera efectiva a la hora de llegar a
otros órganos diana (Illum y cois. 1982, Poste 1983). Una de las
estrategias para evitar el secuestro de las nanopartículas en el hígado
es la modificación de las propiedades de superficie de los coloides,
como se ha comprobado con las nanopartículas de poliestireno
modificado con copolímeros (Muir y cois. 1981) o con liposomas que
contienen gangliósidos (Alien y cois. 1985) y polietilenglicol (Sénior y
cois. 1981), con tamaños entre 250-300 nm.
Para facilitar la lectura del presente trabajo, se denominan a todas las
partículas "nanoesferas" a pesar de que en algunos casos sus tamaños
puedan superar los 1000 nm.

1.1.1. Aplicaciones
Los primeros trabajos de investigación en el campo de la
microencapsulación fueron iniciados por Burgenberg de Jong en
1929, si bien las primeras nanopartículas no fueron desarrolladas
hasta a finales de los años 70 (Birrenbach y Speiser 1976, Couvreur y
cois. 1979). Desde entonces han aparecido muchos procesos de micro
y nanoencapsulación, así como muchas patentes, lo que demuestra la
amplia aceptación de este tipo de sistemas, que encuentra aplicación
en muchos campos:

■ En el campo farmacéutico, el primer producto
microencapsulado fue el ácido acetilsalicílico, que se utilizó en
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pacientes con tratamientos prolongados con el fin de reducir
el número de dosis así como los daños gastrointestinales.

■ En la industria de perfumes y esencias se encapsulan aceites
esenciales que pueden aplicarse sobre un papel que actúa de
soporte.

■ En cosmética se incorporan a las formas farmacéuticas
tradicionales microcápsulas con vitaminas, aceites esenciales,
etc. (Magill 1990).

■ En la industria alimentaria la microencapsulación consigue
distintos beneficios como son la reducción de la sensibilidad
de las vitaminas a los factores externos, evitar la evaporación
de los aromas, mejora de la textura de los productos cárnicos,
etc. (Guerrero y cois. 1999).

■ En la agricultura se han microencapsulado distintos
pesticidas, así como feromonas, con el fin de reducir las
plagas ocasionadas por determinados insectos (Bakan 1980).

■ En veterinaria hay microencapsulados gran variedad de
analgésicos, antihelmínticos y antimicrobianos (Bakan 1980).

Las nanopartículas debido a su pequeño tamaño presentan unas

aplicaciones adicionales, además de las anteriormente referenciadas:
■ Vehículos de agentes anticancerígenos: por motivos

desconocidos, las nanopartículas presentan una tendencia a
acumularse en ciertos tumores (Kreuter 1994, Leroux 1994).

■ Vehículos de antibióticos, agentes antiparasitarios o
antivirales (Kreuter 1994, Lóbénberg y cois. 1996).

■ Aumentan la absorción de péptidos o proteinas con baja
biodisponibilidad. Este hecho se explica porque las
nanopartículas pueden proteger los principios activos de la
gran degradación enzimática del tracto gastrointestinal, así
como aumentar su absorción por transporte directo a través
de la mucosa intestinal a la circulación sistémica (Lenaerts y
cois. 1990, Florence 1997).
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■ Vehiculización de vacunas (Florence 1997).
■ Administración oftálmica de fármacos: debido a la capacidad

de adhesión de algunos polímeros empleados en la obtención
de nanopartículas, el tiempo de adhesión a la superficie del
epitelio ocular aumenta considerablemente. Este constituye
una ventaja en tratamiento de enfermedades crónicas como el
glaucoma (Le Bourlais y cois. 1995, Alonso y Sánchez 2003).

1.1.2. Ventajas e inconvenientes
El creciente interés despertado por la nanoencapsulación y las
nanotecnologías en el campo farmacéutico se explica al considerar
sus múltiples posibilidades y aplicaciones (Calanchi 1980, Sjovall y
cois. 1984, Tice y cois. 1986, Rivera y cois. 1987, Ike y cois. 1991).

■ Fácil penetración a zonas corporales de difícil acceso como
son las barreras tisulares y neoplasias. Esto implica que para

conseguir el efecto farmacológico deseado se administra
menor dosis de fármaco, lo que conlleva una disminución de
los efectos secundarios (Benoit y cois. 1986).

■ Gran especificidad para dirigir el fármaco al órgano diana.
■ Gran capacidad de penetración intracelular y paso de barreras

biológicas como el epitelio intestinal o la barrera
hematoencefálica (Couvreur y cois. 1978).

También presentan algunas desventajas, que pueden ser originadas
por:

■ Que el recubrimiento sea incompleto.
■ Que exista incompatibilidad entre la cubierta y el núcleo.
■ Que las características de liberación no sean reproducibles.
■ Bajos rendimientos de nanoencapsulación.
■ Imposibilidad de retirar el medicamento

administrado.
■ Debido a su pequeño tamaño presentan una gran superficie

por unidad de volumen. Esto provoca bajos porcentajes de
carga y una rápida degradación del polímero. Además, las

una vez
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partículas más pequeñas son difíciles de recuperar y tienden a

agregarse.
■ Limitaciones económicas.

Además de estos inconvenientes, hay que tener presente que no todas
las sustancias son susceptibles de ser nanoencapsuladas, por ejemplo,
no se podrán encapsular principios activos con niveles terapéuticos
muy estrechos, debido al peligro de sobredosificación si el
mecanismo de liberación fallara.

1.1.3. Métodos de elaboración de nanopartículas
Los métodos de elaboración de las nanopartículas se dividen en dos
categorías en función de si la formación de la nanopartícula requiere
una reacción de polimerización o si se obtienen directamente de una
macromolécula o polímero preformado (Couvreur y cois. 1995,
Quintanar-Guerrero 1998, De Jaeguere y cois. 1999).

■ Por polimerización de monómeros “in situ"
En este método se emplean monómeros que polimerizan en el propio
medio de reacción, gracias a una irradiación energética y a la
presencia de catalizadores.
Con este método se obtienen las nanopartículas de
polialquilcianoacrilatos, polimetilmetaacrilatos y poliacrilamidas
(Kreuter y cois. 1976, Couvreur y cois. 1982, Al Khouri-Fallouh y cois.
1986, Krause y cois. 1986).
■ A partir de polímeros preformados
Las distintas técnicas de este grupo tienen en común que hay una
solución orgánica (formada por los componentes de las
nanopartículas que constituyen la fase interna) y una solución acuosa
(que contiene los estabilizantes que constituyen la fase dispersa).
Con todos los métodos es posible conseguir la formación de
nanoesferas, si bien sólo con la evaporación de disolvente y con la
emulsificación-difusión se pueden conseguir nanocápsulas (Fessi y
cois. 1987, Quintanar-Guerrero y cois. 1997).
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SEmulsificación-evaporación: hay una emulsificación de la
fase orgánica con la acuosa, seguida de una evaporación del
disolvente orgánico (Gurny y cois. 1981, Krause y cois. 1985,
Tice y cois. 1985).

^Desplazamiento del disolvente: se basa en la precipitación
del polímero en solución tras la adición de un no-solvente del
polímero. Este método permite la obtención de nanoesferas
sin pasar previamente por la emulsificación (Fessy y cois.
1986).

SSalificación: este método consiste en la preparación de una
emulsión de fase externa acuosa donde hay acetona en la fase
orgánica y una solución saturada de sal constituye la fase
acuosa. Tras la emulsificación, se añade suficiente cantidad de
agua para permitir la difusión de la acetona a la fase acuosa,
induciendo la formación de las nanoesferas (Allémann y cois.
1992, Ibrahim y cois. 1992).

SEmulsificación-difusión: es una modificación del método de
salificación en el que no intervienen sales. Se emplean
disolventes orgánicos parcialmente solubles en agua, que
previamente se saturan en agua para asegurar el equilibrio
termodinámico inicial entre los dos líquidos (Quintanar-
Guerrero y cois. 1997).

^Emulsificación espontánea- difusión de disolvente:
modificación del método de evaporación de disolvente, que
incorpora como cosolvente acetona (Niwa y cois. 1993).

A continuación se detallan los métodos de emulsificación

espontánea -difusión de disolvente y el de salificación, por ser los que
son objeto de estudio en el presente trabajo.

Emulsificación espontánea- difusión de disolvente
Con el método convencional de evaporación de disolvente es muy
difícil obtener partículas de tamaño inferior a 1,2-1,5 pm de promedio
(Bodmeier y Chen 1990). Sin embargo, en algunos trabajos se han
podido elaborar partículas de PLA con un tamaño medio de 100 a

1.1.31.
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200 nm (Fessi y cois. 1988). Otros autores han conseguido con la
técnica de evaporación de disolvente tamaños de 500 nm o incluso
inferior, pero en todos los casos hay una gran polidispersión de
tamaños y resultan ser métodos de difícil transposición de escala
(Krause y cois. 1985, Acholes y cois. 1993).
La emulsificación espontánea-difusión de disolvente (conocida como
SESDM de "spontaneous emulsification solvent diffusion method")
es una versión modificada del método de evaporación de disolvente
cuya principal ventaja es la obtención de nanoesferas de tamaño
inferior a lpm, es decir, obtención de nanoesferas de forma sencilla,
reproducible y fácilmente escalable (Kawashima y cois. 1989, Niwa y
cois. 1993, Wehrle y cois. 1995).
Para la obtención de las nanoesferas (proceso esquematizado en

figura 1.1) se utiliza un disolvente soluble en agua como la acetona o
el metanol, y como disolvente insoluble en agua se utiliza el
diclorometano o el cloroformo, que actúan de fase oleosa. Debido a la
difusión espontánea del disolvente soluble en agua (acetona o
metanol) se crea una turbulencia interfacial entre las dos fases que
conlleva a la formación de partículas de tamaño muy pequeño. Al
añadir acetona en la fase orgánica se produce una reducción de la
tensión interfacial entre el disolvente orgánico y la fase acuosa. Si las
dos fases no están en equilibrio, existe un gradiente de concentración
de acetona en la interfase, incluso a bajas concentraciones de acetona
en la fase orgánica. Dependiendo de la concentración de acetona se
pueden producir variaciones longitudinales en la tensión interfacial
en la interfase. Estas variaciones inducen turbulencias interfaciales o

agitación espontánea de la interfase entre las dos fases líquidas que
no están en equilibrio, que serán gobernadas por el llamado efecto
Marangoni o turbulencias interfaciales (Sternling y Scriven 1959).
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Fig. 1.1. Representación esquemática del mecanismo de formación de las
nanoesferas. (1) Composición de las dos fases. (2) Aparición de las
turbulencias en la interfase y formación de las microgotitas. (3) Precipitación
del polímero que ha pasado junto con la acetona a la fase acuosa. (4)
Evaporación de la acetona y del disolvente orgánico y consiguiente
formación de las nanoesferas.



INTRODUCCIÓN 13

La intensidad del efecto variará dependiendo de la composición de
cada sistema. Normalmente, el efecto es mayor para transferencias de
soluto de la fase orgánica a la acuosa que no para la transferencia en
sentido inverso. También depende del tipo de disolvente, de soluto y
de su concentración. La máxima intensidad del efecto se observa
cuando hay una reacción rápida y exotérmica entre dos solutos cerca
de la interfase, especialmente en sistemas con baja tensión Ínterfacial.
En la preparación de nanoesferas el soluto es la acetona presente en el
sistema y las turbulencias son provocadas al estar en contacto las dos
fases, por la rápida difusión de la acetona de la fase orgánica a la
acuosa. Espontáneamente se forma un área interfacial mucho mayor
que conduce a la formación de pequeñas gotitas y de aquí el nombre
de la técnica, ya que hay una emulsificación espontánea como
consecuencia de la difusión del disolvente.

El polímero es arrastrado junto con la acetona hacia la fase acuosa,
donde precipita debido a su insolubilidad en agua, formándose unas
gotitas de tamaño nanométrico. Una parte del polímero continúa
disuelta en el disolvente orgánico. La difusión y posterior
evaporación de los disolventes orgánicos de las nanogotas y la
difusión del agua en las nanogotas reduce la solubilidad del polímero
y provoca su precipitación, lo que da lugar a la formación de la
matriz de las nanoesferas, en el interior de las cuales se encuentra el
principio activo retenido.
La deposición de la delgada capa inicial de polímero sobre las
nanogotas de fase orgánica emulsionada previene la difusión del
principio activo hacia la fase acuosa. Por este motivo, cantidades
mayores de polímero o de acetona conllevan una más rápida
precipitación del polímero y mayor eficiencia de encapsulación.



14 Introducción

Como resumen, se puede concluir:
■ Tamaño de las nanoesferas: depende de la cantidad de

acetona. A más cantidad de acetona, menor tamaño. La mayor
cantidad de acetona aumenta el gradiente de concentración de
la acetona y acelera su migración hacia la fase acuosa durante
la fase inicial de la formación de las nanogotas y por lo tanto
la precipitación del polímero sucede antes, produciendo un
menor tamaño de nanopartículas.

■ Eficiencia de encapsulación: depende de la cantidad de
acetona y de polímero. La precipitación del polímero
promueve la formación de nanopartículas embrionarias. Esta
precipitación depende de la cantidad de acetona y de
polímero.

■ Todo este sistema también se verá afectado por el tipo y
concentración de estabilizante empleado, que funciona como
un coloide protector de la formación de las gotitas durante su
preparación. Las moléculas de estabilizante se adsorben sobre
la superficie de las gotitas y previenen su coalescencia.

Si se lleva acabo el mismo ensayo, pero sin la presencia de acetona, se
obtienen partículas el doble de grandes y la recuperación de las
nanoesferas disminuye drásticamente.
La cantidad de acetona en la solución orgánica de polímero
dependerá del tipo de disolvente orgánico empleado y puede afectar
la velocidad de migración durante el proceso inicial de formación de
las nanogotas y por consiguiente, a la cinética de la precipitación del
polímero.
Otra de las ventajas de esta técnica es que emplea un sistema de
disolventes de una sola fase ("single-phase solvent system)" en el que
tanto el activo como el polímero son solubles y esto evita el tener que
utilizar gran energía para mezclar, ya que las partículas se forman
espontáneamente.
Otra ventaja es que al ser el activo soluble en la misma fase que el
polímero, hay una distribución homogénea del activo en la
nanopartícula. Esto se traduce en un menor efecto estallido en la
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liberación, puesto que este efecto está ligado a la degradación del
polímero.
Sin embargo, en la transposición de escala puede haber dificultades
debido a que el proceso va regido por factores termodinámicos (Niwa
y cois. 1994).

Salificación o Salting out
La técnica de salificación fue desarrollada a principios de la década
de los 90 por el grupo de Eric Doelker (Doelker y cois. 1990,
Bindschaedler y cois. 1990). La principal ventaja de este método
radica en que se evita el empleo de disolventes orgánicos volátiles
como los disolventes organoclorados. En el método de salificación se
emplea un disolvente orgánico soluble en agua, como es la acetona, y
se emulsiona con una fase acuosa casi saturada con sal. Aunque la
acetona es un disolvente miscible en agua, la alta concentración de sal
de la fase acuosa previene que se mezcle con la acetona. El polímero
se disuelve en el disolvente orgánico correspondiente (además de
acetona, puede ser acetato de etilo, tetrahidrofurano, etc.), junto con
el principio activo. A continuación se añade la disolución acuosa del
coadyuvante junto con la sal. Se forma la emulsión mediante la
agitación con el turboagitador, dando una emulsión de fase externa
oleosa A/O. A continuación se añade una última fracción de agua
que causa la inversión de fases, dando una emulsión final de fase
externa acuosa O/A. El agua añadida en la última etapa induce la
difusión del disolvente orgánico hacia la solución acuosa resultando
en una dispersión de nanoesferas.
En este proceso también la formación, de la emulsión es un paso clave
en la obtención de las nanoesferas ya que el tamaño de gota está
directamente relacionado con el tamaño final de la nanopartícula. Al
mezclar las fases con el turboagitador se inducen altas fuerzas de
cizalladura, provocando la formación de pequeñas gotas de tamaño
inferior a 0,5 pm, que constituyen las futuras nanoesferas del mismo
tamaño (Quintanar-Guerrero y cois. 1998).

I.I.3.2.
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1.2. Polímeros Biodegradables

Se consideran polímeros biodegradables aquellos de origen natural o
sintético que son degradados in vivo química o enzimáticamente y
que dan lugar a productos no tóxicos que posteriormente son
metabolizados o excretados mediante un mecanismo fisiológico
normal (Jalil y Nixon 1990). A estos polímeros también se les ha
denominado reabsorbibles o bioerosionables, ya que el proceso de
degradación del polímero conlleva la erosión del sistema.
Otra característica que se les exige a estos polímeros es que sean
biocompatibles, es decir, que sean: no tóxicos, no cancerígenos, no
mutágenos, no alergénicos, que estén libres de contaminantes
(disolventes, aditivos y residuos de síntesis), que generen productos
de degradación biocompatibles, biorreabsorbibles y que no
provoquen respuestas inmunológicas adversas.
Actualmente, en la FDA hay unas directrices para evaluar la
biocompatibilidad de estos compuestos (Anderson y Langone 1999).
Son numerosos los polímeros que se han estudiado con vistas a la
elaboración de sistemas de liberación modificada, tanto de origen
natural como sintético.

Entre los polímeros de origen natural destacan el colágeno, la
albúmina y la gelatina. A pesar del interés generado al principio con
estos polímeros citados, cada vez están más en desuso debido,
principalmente, a las reacciones antigénicas a que han dado lugar. A
este problema también se le debe añadir la dificultad para conseguir
una encapsulación eficaz y una liberación modificada de principios
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activos (Bogdansky 1990). Actualmente se está trabajando mucho con
otro polímero de origen natural, el quitosano, ya que presenta
muchas aplicaciones y numerosas ventajas (Lorenzo-Lamosa y cois.
1998, Rege y cois. 1999).
De entre los polímeros sintéticos destacan los poliésteres alifáticos
como el ácido poliláctico poliglicólico o PLGA, los polianhídridos,
policianoacrilatos de alquilo, policaprolactonas, poliaminoácidos y

poliortoésteres. De entre todos ellos destacan los copolímeros del
ácido láctico y glicólico, por existir ya en el mercado formas de
administración parenteral elaboradas a base de estos polímeros. Un
ejemplo es el Lupron Depot®, que consiste en un inyectable de acción
mensual a base de microesferas de PLGA que contienen acetato de
leuprorelina (antagonista LH-RH) y que se emplea con éxito en el
tratamiento de endometriosis y cáncer de próstata (Wood 1980,
Heller 1984, Langer y Peppas 1984, Heller 1985, Okada y cois. 1987,
Pitt 1990, Heya y cois. 1991, Shah y cois. 1992, Tice y Tabibi 1992,
Radomsky y cois. 1993, DeLuca y cois. 1994, Okada y cois. 1994).

1.2.1. Copolímeros de ácido láctico y glicólico (PLGA)

Estructura

H-[(-0-CH-(CH3)-C0)n(-0-CH2-C0-)m]p-0H
Esta estructura también se esquematiza como:

HOOC-PLGA-OH

Síntesis

Se sintetizan mediante un proceso de polimerización a alta
temperatura y en presencia de catalizadores, después de una etapa
previa de síntesis de los dímeros cíclicos de los respectivos ácidos.
También es posible sintetizar polímeros de pequeño peso molecular
directamente a partir de los respectivos monómeros e incluso en
ausencia de catalizadores (Tanaka y cois. 1987, Fiachionen y Fischer
1994). En la figura 1.2 se esquematiza el método de síntesis.
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? catalizador

calor

GlicólicoLáctico PLGA

Figura 1.2. Síntesis de los copolímeros de ácido láctico y glicólico.

Biodegradación
La degradación del polímero tiene lugar mediante unos mecanismos
de hidrólisis de tipo no enzimática de las uniones éster (Pitt y cois.
1981). La hidrólisis da lugar a una progresiva disminución del peso
molecular de las cadenas poliméricas y, como consecuencia, a un

progresivo incremento de la hidrofilia de los fragmentos resultantes,
que conducen finalmente a su solubilización. La hidrólisis depende
del tamaño, cristalinidad e hidrofilia del polímero, así como del pH y
temperatura del medio de disolución. Como productos finales se
obtiene ácido láctico y glicólico, que se eliminan fácilmente del
organismo en forma de anhídrido carbónico y agua, vía ciclo de
Krebs (Autian 1978).
La velocidad de degradación de los copolímeros es dependiente de la
proporción de ambos monómeros. El tiempo de degradación es
menor en polímeros de bajo peso molecular, más hidrofílicos,
amorfos y con más proporción de ácido glicólico (Visscher 1985). De
este modo, mediante una adecuada selección de dicha composición es
posible modificar la degradación del polímero, que puede oscilar
entre pocos días a varios meses (Lewis 1990).
En resumen, las especiales características de los copolímeros del ácido
láctico y glicólico hacen de ellos excipientes de elección para la
elaboración de sistemas de liberación modificada destinados a la
administración parenteral (Hutchison y Furr 1990). Además, la
amplia documentación relativa a los mismos junto con el hecho de
que hayan sido comercializadas diversas formulaciones, facilita
considerablemente la aprobación por parte de las autoridades
sanitarias de nuevas formulaciones, lo que hace menos costosa su
puesta en el mercado.
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1.3. Caracterización de las Nanoparticulas

Existen numerosas técnicas que se pueden emplear en la
caracterización de las nanopartículas y que servirán para aportar
valiosa información para entender los mecanismos de formación o
como afectan los parámetros de proceso a las características de las
mismas. En la tabla 1.1 se citan las técnicas más empleadas en la
caracterización de las nanopartículas y a continuación se describen
brevemente algunas de las técnicas empleadas en el presente trabajo.

ReferenciasParámetro Técnica
Tamaño partícula
y morfología

SEM, TEM, PCS,
Difracción láser

Kreuter y cois. 1994,
Magenheim y Benita 1991

Benita y cois. 1984
Barichello y cois. 1999

Contenido en p.a. UV, HPLC

Aparatos de la F.Eur. n° 1,
2 ó 4; viales., etc.

HPLC, UV

Ammoury y cois. 1990
Guiziou y cois. 1996
Castelli y cois. 1998

Liberación in vi tro

Carga superficial Potencial zeta Lourenco y cois. 1996
Análisis químico

superficial
Oliva y cois. 2002 y 2003

Scholes y cois. 1999
XPS, AFM, RMN

Análisis químico
global

Watts y cois. 1991
Peracchia y cois. 1997

IR, RMN

Dubernet y cois. 1991
Reich 1997

Pamujula y cois. 2004
Cristalinidad RX, DSC

Cromatografía de
permeación en gel
Angulo de contacto.
Cromatografía de

interacciones hidrofóbicas

Peso molecular Magenheim y Benita 1991

Hidrofobicidad

superficial
Lukowski y cois. 1992
Kreuter y cois. 1994

Tabla 1.1. Técnicas de caracterización aplicadas en la nanoencapsulación.
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A continuación se describen brevemente las técnicas empleadas en la
medición del tamaño y forma de las nanopartículas.
1.3.1.1. Microscopía óptica
Es una técnica que se sirve de la luz visible para crear una imagen
aumentada del objeto. El microscopio óptico más simple es la lente
convexa doble con una distancia focal corta. Estas lentes pueden
aumentar un objeto hasta 15 veces. Por lo general se utilizan
microscopios compuestos, que disponen de varias lentes con las que
se consiguen aumentos mayores. Algunos microscopios ópticos
pueden aumentar un objeto por encima de las 2.000 veces, pero la
potencia amplificadora está limitada por la longitud de onda de la luz
visible.

1.3.1.2. Microscopía electrónica
El microscopio electrónico utiliza electrones para iluminar un objeto.
Dado que los electrones tienen una longitud de onda mucho menor
que la de la luz pueden mostrar estructuras mucho más pequeñas.
Todos los microscopios electrónicos cuentan con varios elementos
básicos. Disponen de un cañón de electrones que emite los electrones
que chocan contra el espécimen, creando una imagen aumentada. Se
utilizan lentes magnéticas para crear campos que dirigen y enfocan el
haz de electrones, ya que las lentes convencionales utilizadas en los
microscopios ópticos no funcionan con los electrones. El sistema de
vacío es una parte relevante del microscopio electrónico. Los
electrones pueden ser desviados por las moléculas del aire, de forma
que tiene que hacerse un vacío casi total en el interior de un
microscopio de estas características. Por último, todos los
microscopios electrónicos cuentan con un sistema que registra o
muestra la imagen que producen los electrones.
Hay dos tipos básicos de microscopios electrónicos: el microscopio
electrónico de transmisión (Transmission Electron Microscope, TEM)
y el microscopio electrónico de barrido (Scanning Electron
Microscope, SEM). Un TEM dirige el haz de electrones hacia el objeto
que se desea aumentar. Una parte de los electrones rebotan o son
absorbidos por el objeto y otros lo atraviesan formando una imagen
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aumentada del espécimen. Para utilizar un TEM debe cortarse la
muestra en capas finas, no mayores de un par de miles de ángstrom.
Se coloca una placa fotográfica o una pantalla fluorescente detrás del
objeto para registrar la imagen aumentada. Los microscopios
electrónicos de transmisión pueden aumentar un objeto hasta un
millón de veces.

Un microscopio electrónico de barrido crea una imagen ampliada de
la superficie de un objeto. No es necesario cortar el objeto en capas
para observarlo con un SEM, sino que puede colocarse en el
microscopio con muy pocos preparativos. El SEM explora la
superficie de la imagen punto por punto, al contrario que el TEM, que
examina una gran parte de la muestra cada vez. Su funcionamiento se
basa en recorrer la muestra con un haz muy concentrado de
electrones, de forma parecida al barrido de un haz de electrones por
la pantalla de una televisión. Los electrones del haz pueden
dispersarse de la muestra o provocar la aparición de electrones
secundarios. Los electrones perdidos y los secundarios son recogidos
y contados por un dispositivo electrónico situado a los lados del
espécimen. Cada punto leído de la muestra corresponde a un píxel en
un monitor de televisión. Cuanto mayor sea el número de electrones
contados por el dispositivo, mayor será el brillo del píxel en la
pantalla. A medida que el haz de electrones barre la muestra, se
presenta toda la imagen de la misma en el monitor. Los microscopios
electrónicos de barrido pueden ampliar los objetos 100.000 veces o
más. Este tipo de microscopio es muy útil porque, al contrario que los
TEM o los microscopios ópticos, produce imágenes tridimensionales
realistas de la superficie del objeto.
I.3.I.3. Difracción láser
En esta técnica se dispone de un generador de luz láser que emite un
haz de luz paralelo, que incide sobre una cámara de análisis en la que
se encuentra la muestra en suspensión. Las partículas de la muestra
dispersan y/o difractan el haz en diferentes ángulos dependiendo de
su tamaño. La luz dispersada es recogida por un detector
multielemento de estado sólido, que transmite los datos a un
ordenador. La distribución del tamaño se calcula a partir del patrón
de dispersión que se ha medido al aplicar la teoría Fraunhofer para
dispersión láser y el algoritmo de corrección para dispersión
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múltiple. Las partículas pequeñas difractan el haz de láser más que
las partículas gruesas. El patrón de difracción se mide con un sistema
de sensores y las señales de resultado se usan para calcular la
distribución del tamaño de partículas. Un detector de haz mide el haz
de láser no difractado para controlar la dilución de la muestra.
I.3.I.4. Espectroscopia de correlación fotónica (PCS)
En esta técnica (también llamada de dispersión dinámica de la luz) se
determina el tamaño de partícula midiendo la rapidez de fluctuación
de la intensidad de la luz láser difractada por las partículas cuando se
difunden a través del fluido.

1.3.2. Liberación in vitro

La metodología a aplicar en los ensayos de liberación in vitro de las
micropartículas y nanopartículas es un tema en el que aún no hay
consenso. Los métodos habituales emplean los aparatos de disolución
número 1 y 2 de la USP, agitación en viales, métodos de diálisis o
métodos de flujo continuo (aparato número 4 de la USP). En el último
congreso de la AAPS (noviembre 2004) se propuso como método de
elección el empleo del método de flujo continuo, si bien con algunas
adaptaciones (Zolnik y cois. 2004). El problema radica en que debido
a las limitaciones intrínsecas del equipo, sólo es apto para ensayos de
liberación de micropartículas y no para las nanopartículas. En el
presente trabajo se elige el método de diálisis directa y el
procedimiento se explica en el capítulo de métodos.
Existen varios factores que influyen en la liberación del principio
activo de las nanopartículas, entre los que se encuentran la
composición y peso molecular del polímero, el contenido en principio
activo, así como el tamaño y porosidad de la nanopartícula.
El modelo de liberación de principios activos es una combinación de
difusión y degradación. En primer lugar, las nanopartículas toman
agua antes de empezar la degradación de la matriz y su disolución.
Después de la hidratación de la matriz del polímero, el principio
activo nanoencapsulado empieza a disolverse en el medio acuoso y
difunde hacia el exterior de la nanopartícula.
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Los procesos que intervienen en la liberación de un principio activo
de una nanopartícula pueden incluir los siguientes pasos, que
gráficamente también se representan en la figura 1.3 (Kondo, 1979,
Spenlehaver y cois. 1988, Delgado y cois. 1995):
1- Erosión del polímero y consiguiente liberación del principio

activo embebido en la región superficial de la nanopartícula. Se
considera que nanopartículas formadas por polímeros con grupos
funcionales muy reactivos tienden a degradarse de forma más
rápida y sobretodo a nivel superficial, considerándose sistemas de
"erosión superficial". Por el contrario, las nanopartículas de
PLGA se consideran sistemas de "erosión matricial", puesto que
el polímero se degrada de forma gradual y no sólo en las capas
más superficiales, sino también en las inmediatamente inferiores.
Esto es debido a que la penetración del solvente en la matriz de la
nanopartícula es más rápida que la propia erosión del polímero
(Tice y Lewis 1983). Se considera que nanopartículas formadas
por otros tipos de polímeros con grupos funcionales más
reactivos tienden a degradarse de forma más rápida y sobretodo a
nivel superficial, considerándose sistemas de erosión superficial.

2- Difusión del principio activo a través de la matriz polimérica y de
los poros generados durante la degradación de la misma. Los
productos de degradación del polímero también pueden alterar
significativamente las condiciones del microambiente del medio
de disolución, por ejemplo, con la disminución del pH del
solvente. La degradación del PLGA está catalizada por el medio
ácido, por lo que un descenso en el pH del microambiente
(causada por la liberación de ácido láctico y glicólico) puede
provocar un efecto autocatalítico, acelerando la degradación del
polímero (Jalil y Nixon 1990, Arshady 1991, Mathiowitz y cois.
1990). Dependiendo de la solubilidad del polímero y del activo en
el medio de disolución, así como de las condiciones del
microambiente, estos productos de degradación disolverán más o
menos rápido, favoreciendo la difusión del principio activo.3-Disolución del principio activo en el medio o solvente que le
rodea. Hay una degradación de la matriz del polímero, con la
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consiguiente liberación del principio activo. Los enlaces éster de
las cadenas de polímero se degradan por hidrólisis a un tamaño
lo suficientemente pequeñas como para ser solubilizadas.

Figura 1.3. Representación esquemática del mecanismo de liberación del
principio activo desde una nanoesfera.

La importancia relativa de estos pasos en el total de la velocidad de
liberación del principio activo varía mucho, dependiendo de la
hidrofilia del polímero, su peso molecular, cristalinidad, tamaño,
forma y porosidad (Guz y cois. 1992).
El perfil de liberación de un principio activo también dependerá de
sus características físico-químicas, así como de su distribución en la
matriz de polímero. Si el principio activo está homogéneamente
distribuido en la matriz del polímero, la curva de liberación suele
poseer un modelo bifásico, es decir, la primera fase no ocurre porque
no hay principio activo en la superficie de la nanopartícula. En el caso
de principios activos insolubles en el polímero (como proteínas y
péptidos) no hay difusión del principio activo a través de la matriz,
sino que tan sólo difunden a través de los poros generados durante la
degradación de la cubierta de la nanopartícula.
Se han propuesto muchos modelos para explicar cinéticamente el
perfil de liberación del principio activo a través de estos sistemas
matriciales (Ike y cois. 1992, Conti y cois. 1995). Según la teoría de
Higuchi (Higuchi 1963), la tasa de liberación de fármaco disminuirá
con el tiempo debido a que el gradiente de concentración está
continuamente decreciendo (Sturesson y cois. 1993). Sin embargo, la
situación que se busca es la cinética de orden cero, donde se mantiene
una liberación constante de principio activo durante todo el proceso
(Julienne y cois. 1992). El verdadero orden cero es casi inalcanzable,
aunque se ha postulado que un sistema matricial verdadero formado
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por un polímero que sufra erosión de la superficie podría
proporcionar una cinética de orden cero (Sukara y cois. 1992).
Con la técnica de evaporación de disolvente, y en función de los
parámetros de proceso, se han conseguido identificar 5 tipos distintos
de estructuras que presentan diferentes patrones de libración in vitro.
(Spenlehauer y cois. 1988). El trabajo de estos autores describe
estructuras de microesferas, pero se considera extrapolable a
nanoesferas (figura 1.4).

Tipo VTipo II Tipo III Tipo IVTipo I

Figura 1.4. Distintos tipos de carga de principio activo en microesferas.

■ Tipo I: los cristales de principio activo se encuentran dispersados
en la matriz polimérica y no hay contacto entre ellos. El
disolvente y/o las moléculas de principio activo deben difundir a
través de la matriz polimérica para permitir la liberación del
principio activo.

■ Tipo II: hay un gran número de cristales presentes en las
microesferas. Algunos de estos cristales están en contacto con los
otros y forman una trama que conecta la parte interior con los
cristales de la superficie exterior de las microesferas. Esta
estructura permite la penetración del medio de disolución y la
disolución y difusión del principio activo desde un cristal a otro,
sin ninguna limitación de barrera polimérica. Al igual que en las
estructuras de tipo I, estos cristales pueden liberarse por difusión
del medio de disolución y a través de la matriz polimérica.

■ Tipo III: todo el principio activo del interior de las microesferas
forma una densa trama de cristales. La mayoría de cristales están
en contacto entre ellos y el principio activo se libera por
disolución y difusión. A diferencia del tipo II, aquí no hay
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cristales solos aislados y por lo tanto no hay ninguna contribución
de la difusión controlada por la degradación de la matriz
polimérica.

■ Tipo IV: los cristales están en contacto entre ellos, pero tienden a
agruparse en la parte exterior de las microesferas por efecto de la
centrifugación. Al centrarse todos los cristales en la superficie
externa de las microesferas, provoca una mayor facilidad de
penetración del medio de disolución. De esta forma, el principio
activo se libera a partir de su propia disolución en el medio.

■ Tipo V: presencia de una trama en el interior de las microesferas,
pero no hay presencia de cristales en la superficie externa y por lo
tanto, no hay conexión directa entre el exterior y el interior por
culpa de la capa externa de polímero. La liberación del principio
activo al medio de disolución se produce por difusión a través de
la matriz polimérica y a una velocidad inferior que en el tipo IV.

Los perfiles de liberación in vitro se analizan con el programa
WinNonlin 4.1. y el parámetro que se calcula y evalúa es el tiempo
medio de disolución o MDT (Riegelman 1980, Emea:
CPMP/QWP/604/96,1999).
Los perfiles también se analizan con el mismo programa, con la
finalidad de intentar ajustarlos a tres posibles modelos matemáticos
que describan el patrón de liberación. Teniendo en cuenta la
morfología de las nanoesferas, así como el hecho de que son sistemas
matriciales que no se disgregan, se eligen tres posibles modelos:
ecuación de primer orden, Higuchi o de raíz cuadrada y la ecuación
de Hixson y Crowell o de raíz cúbica (Hixson y Crowell 1931,
Higuchi 1963, Karasulu y cois. 2003).
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Ecuación de primer orden: la cantidad de principio activo liberado
depende de la difusión y/o disolución

Q = 100 (l-e-kt)
Ecuación de Hixson Crowell o de la raíz cúbica: modelo cinético

empleado para describir la liberación desde matrices isométricas
erodibles, como por ejemplo esferas.

Q = 100 - (1001/3-K2t)3
Ecuación de Higuchi o de la raíz cuadrada: modelo de liberación
controlada por difusión desde matrices homogéneas y matrices
granulares.

Q = Ks*t o-3

Q: % de principio activo liberado
Ki, K2 y K3: constantes de liberación
t: tiempo

La idoneidad del ajustado se analiza evaluando los valores del
criterio de información de Akaike (AIC) y del criterio bayesiano de
Schwarz (SBC). Para estos dos análisis, los resultados más bajos
significan mejor ajustado del modelo teórico a los valores
experimentales (Schwarz 1978, Koehler y Murphree 1988).

1.3.3. Calorimetría Diferencial de Barrido

La calorimetría diferencial de barrido (DSC) es una técnica que se
emplea para estudiar el comportamiento de una muestra al ser
sometida a un programa de temperatura controlado. Mediante esta
técnica es posible determinar las temperaturas de fusión (transición
que se manifiesta en sustancias cristalinas) y las temperaturas de
transición vitrea (transición térmica que se manifiesta en sustancias y
polímeros amorfos y es aquella a la que una sustancia o polímero
cambia de un estado rígido y quebradizo a otro blando y maleable).
La principal diferencia estriba en que al calentar una sustancia
cristalina, los átomos abandonan su estructura para transformarse en
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un líquido desordenado. La transición vitrea en cambio, es una
transición que se manifiesta en sustancias y polímeros amorfos, es
decir, polímeros cuyas cadenas no están dispuestas según un
ordenamiento cristalino, sino que están esparcidas en cualquier
ordenamiento, aún en estado sólido. Ciertos polímeros cristalinos
también poseen una porción amorfa, que generalmente constituye el
40-70% de la muestra polimérica. Esto explica el por qué una misma
muestra de un polímero puede tener tanto una temperatura de
transición vitrea como una temperatura de fusión. La porción amorfa
sólo experimentará la transición vitrea, y la porción cristalina sólo la
fusión.

Con la técnica de DSC se registran las diferencias de temperatura y
también de energías. Mediante el análisis de los termogramas se
pueden identificar efectos endo o exotérmicos debidos a estos
cambios de estado de las sustancias.

Ésta técnica se utiliza a nivel de preformulación para detectar
posibles incompatibilidades entre sustancias, así como detectar
cambios morfológicos o polimórficos en las mismas (Westesen y
Siekmann 1996, Craig y cois. 2002).

1.3.4. Espectroscopia de Infrarrojos

El espectro de infrarrojo (IR) se divide en infrarrojo cercano, que
comprende el intervalo entre 0,75 y 0,25 pm (13330-4000 cm-1), el
infrarrojo medio de 2,5 a 25 pm (4000-400 cm-1) y el infrarrojo lejano
de 25 a 1000 pm (400-10 cm-1). La espectroscopia de infrarrojo (IR)
utiliza la radiación del espectro electromagnético cuya longitud de
onda (X) es superior a los 800 nm. El efecto de esta radiación produce
deformaciones de los enlaces de las sustancias, en forma de
vibraciones. Solamente las moléculas polares pueden experimentar
las vibraciones y rotaciones que le permiten absorber energías en el
infrarrojo. Al vibrar se produce un campo electromagnético oscilante
que hace que posible una interacción con la componente eléctrica.
Debido a consideraciones de tipo histórico, la unidad más usada en la
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espectroscopia infrarroja no es la longitud de onda (X) sino el número
de onda (v= 1/ X cm-1), correspondiendo el IR medio a la zona
comprendida entre 4000 y 625 cm-1. La espectroscopia de infrarrojo se
aplica a la determinación cualitativa de especies moleculares,
fundamentalmente se emplea para la determinación de compuestos
orgánicos. Estos espectros dan gran cantidad de información puesto
que el espectro es único para cada compuesto orgánico excepto para
isómeros ópticos.
Las gráficas de los espectros de IR representan en ordenadas el
porcentaje de transmitancia (T) en función del número de onda. La
transmitancia es una magnitud similar a la absorbancia (A) que
indica la fracción de radiación (de la correspondiente longitud de
onda L) que se transmite a través de la muestra, con respecto al haz
de referencia L,o (Colthup y cois. 1990).

A = log (WL)T = (Ix/L,0) x 100
La relación absorbancia y transmitancia se refleja en la siguiente
ecuación:

A = log 1/T

1.3.5. ^-Resonancia Magnética Nuclear

La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es unas de las técnicas más
potentes para la determinación estructural de compuestos orgánicos.
Los equipos modernos permiten realizar experimentos de correlación
homonuclear y heteronuclear (experimentos 2D), los cuales otorgan
mayor seguridad y facilidad en la interpretación y asignación de las
señales de los espectros.
La mayoría de los núcleos atómicos posen un espín, que es una
propiedad de las partículas que componen los átomos. Al momento
de introducir estos átomos con espín en un campo magnético intenso,
el núcleo se comporta como un pequeño imán. El momento
magnético del núcleo tiende a orientarse preferentemente a favor del
campo magnético aplicado. Si se aplica energía que obligue a los
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núcleos a invertir el sentido de su orientación, se dice que el sistema
está en resonancia. En este momento es cuando se realiza el
fenómeno de resonancia magnética nuclear (figura 1.5).

OO o í

b

Fig. 1.5. Orientación de los núcleos tras entrar en contacto con un campo
magnético Hq.

La energía aplicada corresponde a radiación electromagnética de la
región de las radiofrecuencias. Cada tipo de núcleo, aH, 13C ó 15N,
absorben en una región específica. Sin embargo, no todos los núcleos
de todas las moléculas absorben a la misma energía; existen pequeñas
variaciones que dependen preferentemente de la densidad electrónica
que lo rodea, o entorno químico. El desplazamiento resultante en la
señal de RMN para un núcleo determinado es conocido como

desplazamiento químico y ayuda a identificar cada protón en una
molécula.

Desplazamiento químico (5) = (desplazamiento observado/frecuencia del
oscilador) x 106 =ppm

Para obtener un espectro se debe introducir la muestra en un campo
magnético generado por un imán, que suele ser en realidad unos

superconductores que alcanzan campos muy intensos. A
continuación, y puesto que la absorción de energía en el RMN
corresponde a la longitud de onda de las radiofrecuencias, se precisa
de un emisor de radiofrecuencias con el que irradiar la muestra y con
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el fin de observar si se ha producido absorción se requiere también de
un receptor de las mismas y un detector para comparar dichas
radiaciones. Finalmente se precisa de un ordenador que convierta las
ondas observadas en un espectro de RMN interpretable (Bovey y
cois. 1988).

Hay que destacar que en muchos casos se debe recurrir a técnicas
complementarias para poder completar la caracterización.

1.3.6. Difracción de Rayos X

La difracción de rayos X en muestras de polvo cristalino es una
técnica no destructiva que permite tanto la identificación de las
distintas fases cristalinas existentes en una muestra como la
caracterización estructural de sólidos. Debido a que las longitudes de
onda de los rayos X son del mismo orden que las distancias
interatómicas de los cristales, estos actuarán como redes de
difracción, difractando los rayos X en direcciones determinadas y con
intensidades características en función de su estructura cristalina. Las
direcciones de difracción están determinadas por la ley de Bragg y
por tanto sólo dependen del aspecto (estructura cristalina) y el
tamaño de la celda unidad del cristal (figura 1.6).

Inciden! jar

2d sin 6

Constructive ¡nterference
when

nX = 2d sin 0

Bragg ’s Law

Fig. 1.6. Formación de un cono de difracción.
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La ley de Bragg responde a la ecuación: 2d sin 0 = nA.
Donde n es el orden de reflexión, X la longitud de onda, d la distancia
entre las capas de la sustancia y 6 el ángulo incidente formado entre
el haz de rayos X y el plano de la sustancia.
La difracción de rayos X es una técnica de caracterización muy útil,
que proporciona una información estructural muy detallada. Es una
técnica no destructiva que analiza grandes áreas de la muestra, hasta
una penetración del orden de 10 mm, pero al mismo tiempo
proporciona información a escala atómica. Otra gran aplicación de la
difracción de rayos X es la resolución de estructuras de compuestos
químicos, especialmente compuestos orgánicos (Dash y cois. 2002).

1.3.7. Microscopía de Fuerza Atómica

La técnica de microscopía de fuerza atómica (más conocida como
AFM) es una herramienta muy moderna de caracterización
morfológica de compuestos. Los microscopios de fuerza atómica son
unos microscopios de barrido por sonda y hasta la fecha son la única
familia de instrumentos que permiten obtener imágenes topográficas
de las superficies de las muestras sin restricciones de medio, es decir,
permiten trabajar en vacío, aire o líquidos con una resolución
nanométrica (figura 1.7).
Los microscopios de fuerza atómica permiten trabajar de dos formas
distintas: tomando contacto con la muestra (en el "modo de
contacto") o bien manteniendo una distancia operativa punta-
muestra de pocas decenas de A ("modo contacto intermitente"). En el
modo de contacto, al disminuir la distancia punta-muestra disminuye
también el área de exploración y se obtienen mayores resoluciones.
Sin embargo, en el caso de las sustancias poliméricas, aumenta
considerablemente la probabilidad de dañar la superficie de las
moléculas, por lo que es preferible trabajar en el modo de contacto
intermitente.
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Fig. 1.7. Reprentación esquemática del fundamento de la técnica de AFM.

En su reciente aplicación en el campo de la micro y
nanoencapsulación, esta técnica permite poner de manifiesto la
morfología espacial del complejo de interacción fármaco-polímero a
nivel molecular mediante su descripción molecular. El AFM permite
conocer el tamaño de las nanoesferas de un modo muy preciso,
puesto que a diferencia de las otras técnicas habituales en la medición
de partículas, permite identificar partículas individuales. Esta técnica
nanométrica también presenta otras ventajas adicionales como son la
gran resolución de las imágenes obtenidas, la posibilidad de trabajar
en ambiente controlado a presión atmosférica y que no es necesario
un tratamiento previo de las muestras.
La magnitud de medida del microscopio de fuerza atómica es la
fuerza que afecta a la punta afilada. Para ello, la punta está unida al
extremo de una palanca o cantilever, cuya curvatura es detectada por
una matriz de fotodiodos. En el modo de contacto intermitente se

fuerza la vibración del cantilever cerca de su frecuencia de resonancia

y se mide la amplitud de la vibración (que es del orden de unos nm) y
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disminuye lentamente a medida que la punta se va acercando a la
muestra.

Esta técnica nanométrica obtiene las imágenes por cálculo a partir de
los datos detectados por la sonda durante la exploración de la
muestra. De este modo, la resolución lateral está condicionada por las
dimensiones de la punta (que en este caso son de 10 nm) y la
resolución vertical (que es del orden de 0,1 A) sólo depende del ruido
ambiental.

En el estudio de materiales de baja consistencia, la fuerza ejercida por
la sonda puede deformar las superficies de las moléculas. Pero aparte
de esta posible deformación, a bajos niveles de ruido, la
determinación de las dimensiones verticales es nanométricamente

exacta. En cambio, la determinación de las dimensiones horizontales
de la muestra está sujeta a convolución con la punta, de forma que se
obtienen anchuras aparentes a veces muy superiores a las reales.
Es posible calcular la magnitud de esta distorsión a partir del modelo
descrito para partículas idealmente esféricas y calcular así las
medidas reales, tras aplicar el pertinente factor de corrección.

1.3.8. Espectroscopia fotoelectrónica de rayos X

La técnica de espectroscopia fotoelectrónica de rayos X (conocida
como XPS) consiste en la excitación mediante un haz de rayos X de
los niveles más internos de los átomos, provocando la emisión de
fotoelectrones que proporcionan información sobre la energía de cada
nivel y, por tanto, sobre la naturaleza de cada átomo emisor.
A partir de la energía cinética y de la energía de excitación hv se
determina la energía de enlace del electrón emitido:

Ee= hv Ecin
Siendo:

Ee: energía de enlace
h: constante de Planck

v: frecuencia de vibración

Ecin: energía cinética de los electrones emitidos
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En la figura 1.8 se esquematiza el fundamento de la técnica de XPS.

Overlayer Information

Ti oxide

Ti metal

Fig. 1.8. Representación esquemática del fundamento de la técnica de XPS.

Los electrones de valencia cuya energía de enlace sea inferior a hv
podrán extraerse, lo que permite representar el diagrama de energías
electrónicas de un elemento. El desplazamiento químico de los
electrones de valencia depende del entorno químico del átomo, lo que
proporciona información sobre su estado en el material analizado.
En el caso de un sólido, el pequeño recorrido libre de los electrones
en la materia limita la profundidad analizada a una capa superficial,
cuyo espesor puede variar entre 1 y 10 nm, según las condiciones
experimentales y la naturaleza del material analizado. Es posible
saber la composición superficial de un material e incluso el estado de
oxidación y si contiene un determinado elemento. Se pueden detectar
todos los elementos, exceptuando el hidrógeno. La sensibilidad
depende de cada elemento en particular.
El objetivo principal de esta técnica consiste en el cálculo de la
composición porcentual de una determinada capa así como el estado
de oxidación de los elementos que la forman.
En el presente trabajo se pretende aplicar el análisis de XPS en la
cuantificación de la composición de la cubierta de las nanoesferas,
especialmente para facilitar la valoración del contenido remanente en
alcohol polivinílico, excipiente que actúa como coadyuvante en los
procesos de nanoencapsulación y que habitualmente se cuantifica por
métodos espectrofotométricos que requieren una engorrosa
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preparación de la muestra (Finley 1961, McGee y cois. 1997, Sahoo y
cois. 2002).

1.3.9. Potencial Zeta

El potencial zeta es una medida de la magnitud de repulsión o
atracción entre partículas. Su medida da información detallada del
mecanismo de dispersión y es clave en el control de las dispersiones
electrostáticas.

Podemos diferenciar entre movilidad electroforética y potencial zeta.
La movilidad electroforética refleja el grado de movimiento de las
partículas en suspensión bajo la influencia de un potencial eléctrico
aplicado a través de la suspensión. El potencial zeta expresa la carga
neta efectiva sobre la superficie de las partículas.
El método de medida se basa en la producción de dos haces
coherentes procedentes de una fuente láser de helio-neón de baja
potencia, los cuales se cruzan en la celda de medida donde se coloca
una suspensión de partículas (5 nm-5.000 nm o más), originándose
una serie de franjas de interferencias. Las partículas, cuyos
movimientos a través de las franjas se fuerzan mediante la aplicación
de un campo eléctrico, dispersan la luz con una intensidad que varía
según una frecuencia dependiente de su velocidad. La luz dispersada
se recoge en un fotomultiplicador y se analiza para dar un espectro
de frecuencias, a partir del cual se calcula la distribución de la
movilidad de las partículas. Los resultados se presentan en una
gráfica que muestra el espectro completo del potencial zeta o de la
movilidad electroforética de todas las partículas en la muestra.
Se pretende valorar el potencial zeta de las nanopartículas y poder
correlacionar los valores obtenidos con las cantidades residuales de
alcohol polivinílico hallado en la cubierta.
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1.4. Disolventes Alternativos

Uno de los principales objetivos del presente trabajo consiste en la
obtención de un método de nanoencapsulación que además de ser
eficaz sea fácilmente industrializadle y que cumpla con las
normativas vigentes requeridas para el registro de la especialidad.
Los métodos de micro y nanoencapsulación presentan un problema
importante que limita su empleo a nivel industrial puesto que la
mayoría requieren el empleo de un disolvente orgánico de bajo punto
de ebullición. Los disolventes de elección son los organoclorados,
principalmente diclorometano y cloroformo.
La aparición de la ICH Q 3C ha supuesto una limitación en el empleo
de estos disolventes y si bien a nivel de investigación aún hay
muchos grupos que los siguen utilizando, hoy en día las agencias
regulatorias difícilmente autorizan la comercialización de
medicamentos en cuyo proceso de fabricación intervengan este tipo
de disolventes. Esta situación, junto con una conciencia
medioambiental cada vez más arraigada ha supuesto la aplicación de
los principios de la Green Chemistry o química verde, también en el
campo de la formulación (Anastas yWarner 1998).
Las aproximaciones más novedosas en la obtención de
micropartículas proponen el empleo de disolventes supercríticos, si
bien los costes y la infraestructura requeridos para la implementación
de esta tecnología suponen que sea poco asequible para la mayoría de
centros de investigación y producción (Thies y cois. 2003, Yu-Sung y
cois. 2004). La alternativa más viable consiste en la sustitución de los
disolventes organoclorados por otros de los incluidos en la clase 3 de
la ICH Q3C, es decir, disolventes con potencial baja toxicidad y por lo
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tanto menor riesgo para la salud humana. En este grupo se incluyen
disolventes como son el ácido acético, acetona, butanol, acetato de
etilo, etc.

En la tabla 1.9 se adjuntan los resultados de las propiedades físicas de
algunos disolventes. También se ha incluido el parámetro "impacto
en la salud" puesto que es de crucial importancia en la selección de
disolventes alternativos a utilizar en el proceso de encapsulación.

Punto

ebullición Impacto en
la salud

Viscosidad Densidad

(cps, 25°C) (g/ml)
Disolvente

(°C)
Ácido acético glacial 1,049 118 41,10

0,791 56 6Acetona 0,30

Acetonitrilo 0,786 82 30,34

Ciclohexano 0,90 0,774 81 6

Acetato de etilo 77 70,43 0,900

5n-Heptano 0,40 0,684 98

Metanol 0,791 65 40,54

Diclorometano 0,41 1,327 40 2

2-Propanol 1,90 0,785 82 7

Piridina 0,980 1150,88 1

Tetrahidrofurano 660,46 0,881 4

Agua 0,89 1,000 100 10

Tabla 1.9. Propiedades físicas de distintos disolventes. También se incluyen
valores de impacto en la salud humana, siendo 10= benigno y 0= perjudicial.

De acuerdo con estos datos y teniendo en cuenta las características
necesarias para lograr la encapsulación del principio activo se elige
como disolvente alternativo al acetato de etilo, por ser el que presenta
el menor impacto negativo sobre la salud humana, seguido por la
acetona. Además, ambos disolventes también presentan un punto de
ebullición relativamente bajo, lo que facilita la evaporación del
disolvente del medio de reacción, acortando los tiempos de
nanoencapsulación.
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1.5. Terapia antiinflamatoria

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINE) son un conjunto de
fármacos que poseen acciones analgésica, antipirética y
antiinflamatoria. La eficacia relativa de cada uno puede ser diferente
para cada acción, de ahí que su utilización en una u otra indicación
terapéutica dependerá de su grado de eficacia y de su grado de
toxicidad. Los AINE son fármacos muy prescritos tanto para
tratamiento sintomático de procesos agudos como crónicos. Se estima
que aproximadamente el 20% de las personas mayores de 65 años los
toman y que se prescriben a alrededor del 20% de los pacientes
ingresados en hospitales (Brooks y Day 1991).
Aunque los AINE son fármacos relativamente seguros, cuando se
administran a dosis elevadas pueden presentar efectos adversos e
interacciones potencialmente graves. Se estima que entre el 21% y el
25% de los consumidores de AINE presentan reacciones adversas,
sobretodo gastrointestinales y renales (Hollander 1993).

1.5.1. Mecanismo de acción

Desde 1971 y gracias al trabajo de Sir Jhon Vane se conoce que el
principal mecanismo de acción de los AINE es debido a su acción
inhibitoria sobre la enzima ciclooxigenasa (Vane 1971). Cualquier
clase de estímulo inflamatorio, como un traumatismo físico,
radiaciones, infecciones, irritantes químicos, etc., produce una
agresión sobre las células del huésped, que pone en marcha la
cascada de reacciones que conducen a la respuesta inflamatoria
(figura 1.10).
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Fig. 1.10. Esquema de la respuesta aintiinflamatoria.

Esquemáticamente, la acción de los AINE se puede resumir en los
siguientes puntos:

1. Inhibición de la síntesis de prostaglandinas.
2. Inhibición de la síntesis de leucotrienos.
3. Inhibición de la síntesis de factor activador de las plaquetas.
4. Inhibición de la generación de radicales libres.
5. Inhibición de la producción de citocinas.
6. Inhibición de la liberación de enzimas lisosómicas por

polimorfonucleares.
7. Inhibición de la agregación y adhesión de neutrófilos.
8. Inhibición de procesos asociados a la membrana celular:

■ Actividades enzimáticas: NADPH oxidasa y fosfolipasa C
■ Fosforilación oxidativa
■ Transporte aniónico

9. Inhibición de la función linfocitaria.
10. Disminución de la producción de factor reumatoide.
11. Interferencia con el metabolismo del cartílago.
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1.5.2. Principales grupos de AINE

La familia de los AINE está formada por un numeroso grupo de
fármacos (Prieto-Yerro y Vargas-Castrilion 2000), diferenciados según
su estructura química (tabla 1.2).

Ácido acetil salicílico Salicilato sódico
Difumisal

Salicilatos
Saisalato

p-aminofenoles Paracetamol
Pirazolonas Metamizol

Ác. Tiaprofénico
Butibufeno

Dexketoprofeno
Fenbufeno

Ibuprofeno
Naproxeno
Fenoprofeno
Ketoprofeno
Flurbiprofeno

Ácidos propiónicos

Indometacina
Sulindaco
Acetamicina

Fentiazaco
KetorolacoÁcidos acéticos
Diclofenaco
AceclofenacoProglutacina

Ác. Mefenámico Ac. NiflúmicoÁcidos antranílicos Ác. Meclofenámico
MeloxicamPiroxicam

Tenoxicam
Oxicams

Etodolaco
Nimesulida
Nabumetona

Rofecoxib
Celecoxib
Valdecoxib

Otros

Tabla 1.2. Clasificación de los AINE.

1.5.3. Efectos adversos de los AINE

El principal mecanismo de acción de los AINE es debido a su acción
inhibitoria sobre la enzima ciclooxigenasa. La enzima ciclooxigenasa
convierte el ácido araquidónico en prostaglandina, que es un potente
pro-inflamatorio. El problema está en que también inhiben la
producción de prostaglandinas El, E2, 12, y F2, que a nivel
gastrointestinal incrementan la producción de bicarbonato, preserva
la microvasculatura de la mucosa e incrementa su regeneración. Estas
prostaglandinas, que tienen una función fisiológica de protección
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sobre el tracto gastrointestinal, son inhibidas por los AINE
tradicionales. Recientemente se ha descrito que no existe una sola
ciclooxigenasa sino dos: la COX-1 y la COX-2. (DeWitt y cois. 1993).
La COX-1 está involucrada en la producción de las prostaglandinas
antes descritas, que tienen efecto fisiológico en la mucosa gástrica,
riñón y endotelio, mientras que la COX-2 lo está en las
prostaglandinas encargadas del proceso inflamatorio. El AINE ideal
debería inhibir selectivamente a la COX-2. Los AINE producen
toxicidad gastrointestinal tanto por la acción directa del medicamento
sobre la mucosa como por su efecto sistémico. En la tabla 1.3 se
resumen los efectos secundarios asociados a la terapia con AINE
(Frólich 1995, Sing 1998, Brooks y cois. 1999, Wolfe y cois. 1999).

EFECTOSISTEMA

Úlcera péptica
Esofagitis
Ulceraciones del intestino delgado y grueso
Colitis

Gastrointestinal

Insuficiencia renal aguda reversible
Alteraciones del agua y electrolitos
Insuficiencia renal crónica
Nefritis intersticial
Síndrome nefrótico, cistitis

Renal

Exacerbación de la hipertensión arterial
Exacerbación de la insuficiencia cardiaca

congestiva
Exacerbación de la angina

Cardiovascular

Elevación de las transaminasas
Insuficiencia hepática fulminanteHepático

Cefalea, somnolencia
Alteraciones del comportamiento y confusión

Sistema nervioso central

Hematológico Trombocitopenia
Exacerbación de asma en pacientes con
poliposis nasal

« Rash cutáneo

Tabla 1.3. Principales efectos secundarios asociados a la terapia con AINE.

Otros

De entre todos estos efectos secundarios, el más grave es la
producción de lesiones gastrointestinales (Goodman-Gilman 1996,
Hernández-Díaz y García-Rodríguez 2000).
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Entre el 35% y 50% de los enfermos que reciben las dosis terapéuticas
usuales de indometacina presenta síntomas indeseables y
aproximadamente un 20% debe abandonar su empleo.
Hasta la fecha, sólo unos pocos principios activos se han formulado
en forma de micro o nanocápsulas, focalizándose en la
administración intraarticular, objeto de estudio en el presente trabajo
(Bozdag y cois. 2001, Horisawa y cois. 2002, Liang y cois. 2004).

1.5.4. Indometacina

La indometacina es un antiinflamatorio no esteroideo con

propiedades analgésicas y antipiréticas.
La indometacina se ha utilizado con éxito en el tratamiento de

pacientes con artritis reumatoide, osteoartritis, bursitis, tendinitis,
espondilitis anquilosante, procesos inflamatorios agudos del aparato
locomotor, procesos inflamatorios secundarios a intervenciones
ortopédicas, artritis gotosa aguda y dismenorrea primaria.
La indometacina es un potente inhibidor de la síntesis de
prostaglandinas y de la migración de leucocitos a áreas inflamadas.
Además, inhibe la fosfodiesterasa interfiriendo con la producción de
anticuerpos. Al igual que otros AINE, reduce el dolor a nivel
periférico, al disminuir la sensibilización de los receptores del dolor.
También posee acción antipirética por inhibición de prostaglandinas
hipotalámicas.

I.5.4.I. Caracterización físico-química
A continuación se detallan las propiedades físico-químicas más
relevantes de la indometacina (O'Brien y cois. 1984, Clarke's 1986,
USP 27 2005, European Pharmacopoeia. 5th ed. 2005).
Fórmula Molecular

C19H16CINO4 PM: 357,8
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Estructura Química

CH30 CH2COOH

Definición
La indometacina puede presentar distintas formas cristalinas, pero en
preparados farmacéuticos se usa principalmente la Forma I.
Se describe como un polvo blanco o amarillo pálido, cristalino e
inodoro. Prácticamente insoluble en agua y soluble en alcohol (tabla
1.4).

Solubilidad

Disolvente Temperatura (°C) Solubilidad

0,40 mg/100 mLa
0,52 mg/100 mLb
0,88 mg/100 mLc
Pract. insoluble
3 mg/100 mLa
5 mg/100 mLb
11 mg/100 mLa
16 mg/100 mLb
54 mg/100 mLa
80 mg/100 mLb
1 en 50
1 en 30
1 en 45

32mg/g
4mg/g
19mg/g
27mg/g
soluble

Agua
Agua
Agua
Agua
Tampón Fosfato pH 5,6
Tampón Fosfato pH 5,6
Tampón Fosfato pH 6,2
Tampón Fosfato pH 6,2
Tampón Fosfato pH 7,0
Tampón Fosfato pH 7,0
Etanol 95%
Cloroformo
Éter
Metanol
Benceno
n-butanol
sec-butanol
Acetona

25
25
25

25
25
25
25
25
25

25
25
25
25
25
25
25

25
25

a Forma I b Forma II cForma III

Tabla 1.4. Solubilidades de la indometacina.
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Punto de fusión

Forma Polimórfica Punto de Fusión °C

158-161,5
152-155,5

Forma I (y)
Forma II (a)
Forma III

Forma IV
148
134

158-160,5Tipo p
Tabla 1.5. Formas polimórficas de la indometacina y sus puntos de fusión.

Propiedades cristalinas
La indometacina presenta 3 formas cristalinas, conocidas como a, p y
y, aunque algunos autores relatan hasta 4 polimorfos distintos.
La forma I es la que presenta el punto de fusión más alto (160 °C) y la
solubilidad más baja (tabla 1.4) y es, por lo tanto, la forma cristalina
termodinámicamente más estable de la indometacina. Sin embargo,
desde un punto de vista practico, las dos formas I y II son
equivalentes biológicamente.
Síntesis

La indometacina se preparó originariamente, tal y como se muestra
en el esquema (figura 1.11), por conversión del ácido 5-metoxi-2-
metilindol-3-acético en su anhídrido, usando diciclohexilcarboimida
en tetrahidrofurano (THF). El tratamiento del anhídrido en presencia
de cloruro de zinc y butanol produce el butil éster, que al tratarlo con
ácido p-clorobenzoico da la indometacina butil éster. El éster se
piroliza y purifica para dar la indometacina.
La indometacina etil éster se sintetiza por reacción del N-p-
clorobenzoil-N-p-metoxifenilhidracina con l-hidroxi-2-propanona y
2-bromoetilacetato.
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,COOC(CH3)3,COOH 1. DCHC/THF
2. ZnCI2/BuOH ch3och3o

+
N CH3'N CH3

Cl
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CH30 CH2COOH

Figura 1.11. Esquema de la ruta sintética de la indometacina.

Estabilidad

En general, la indometacina en polvo y en sus distintas
formulaciones, es estable a temperatura ambiente como mínimo
durante 5 años. La exposición prolongada a luz directa induce a un
cambio de color. Sin embargo, aunque la degradación es ligera, se
toma como precaución el guardarla en contenedores opacos, para
minimizar su decoloración.

La indometacina también sufre hidrólisis alcalina, dando 2-metil-5-
metoxi-indol-3-acetato (figura 1.12).

ci

H
20 H I

n^,ch3
+

ch3o ch2cooh ch30' CH2COO' Cl

Figura 1.12. Hidrólisis alcalina de la indometacina.
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Acción farmacológica
La indometacina presenta una potente actividad antiinflamatoria,
antitérmica y analgésica ya que es un potente inhibidor de la síntesis
de prostaglandinas y de la migración de leucocitos a áreas
inflamadas. Concretamente, la indometacina produce una inhibición
reversible de la ciclooxigenasa al competir con su sustrato, el ácido
araquidónico, por el centro activo de la enzima. Además, inhibe la
fosfodiesterasa interfiriendo con la producción de anticuerpos. Al
igual que otros AINE, reduce el dolor a nivel periférico al disminuir
la sensibilización de los receptores del dolor. Posee acción antipirética
por inhibición de prostaglandinas hipotalámicas. No es uricosúrica,
pero es muy eficaz en el tratamiento agudo de la gota por su
actividad antiinflamatoria.

Características farmacocinéticas y metabolismo

I.5.4.2.

La absorción por vía oral es rápida y completa. La concentración
máxima en plasma se alcanza en término de dos horas. Las
concentraciones en equilibrio dinámico en plasma después de
administración durante largo tiempo son de 0,5 pg/mL de promedio.
La indometacina se liga un 90% a las proteínas plasmáticas y también
lo hace de forma extensa a los tejidos. La absorción de los
supositorios es más rápida que la forma oral, pero la cantidad
absorbida parece ser menor. Atraviesa la placenta y es secretada en la
leche.

La indometacina es convertida primordialmente en metabolitos
inactivos, incluidos aquellos que se forman por O-desmetilación
(50%), conjugación con ácido glucurónico (10%) y N-desacilación.
Algunos de estos metabolitos son detectables en plasma y los
metabolitos libres y conjugados se eliminan por orina, bilis y heces.
Hay recirculación enterohepática de los conjugados y de la propia
indometacina. Se elimina por la vía renal en un 60% y el resto por vía
biliar (Goodman-Gilman 1996).
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Reacciones adversas

Los efectos adversos de la indometacina afectan principalmente al
sistema nervioso central y al sistema gastro-intestinal. Entre el 30 y
60% de los pacientes experimenta algún tipo de efcto adverso. Las
reacciones adversas más comunes son: cefaleas (10-50%), mareo (3-
9%) y alteraciones digestivas (20%).
La indometacina presenta en ancianos un incremento del 50% en la
incidencia de efectos neurotóxicos (confusión, dolor de cabeza, etc).
Además, los ancianos muestran mayor sensibilidad a los efectos
tóxicos hematológicos, digestivos, renales y hepáticos de los AINEs.
También pueden causar retención de líquidos, pudiendo producir
complicaciones cardiovasculares y reducción de la eficacia de los
tratamientos antihipertensivos. No se recomiendan tratamientos
superiores a una semana, utilizando además dosis 50% inferiores a
las de los adultos jóvenes.

1.5.4.3.

Formas farmacéuticas comercializadas

En la tabla 1.6 se resumen las formas farmacéuticas en que se
presenta la indometacina.

I.5.4.4.

Formas Farmacéuticas de Indometacina

Cápsulas de 25 y 50 mg
Cápsulas retard de 75 mg
Grageas de 25 mg
Supositorios de 50 y 100 mg
Liofilizado para solución inyectable de 50 mg

Tabla 1.6. Formas farmacéuticas comercializadas de indometacina

Los inyectables requieren la siguiente posología: Dosis intramuscular:
25-100 mg diarios; excepcionalmente pueden ser necesarios 150 mg.
Dosis intramuscular única máxima 50 mg. Dosis máxima diaria
200 mg.
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2. MATERIALES

2.1. Principio Activo

■ Indometacina: Roig Farma (Barcelona, España).

2.2. Excipientes y materiales auxiliares

■ PLGA 50/50 viscosidad inherente 0,20-0,58 dL/g y PLGA
85/15 viscosidad inherente 0,66 dL/g, Birmingham Polymers
Inc. (Birmingham, E A ).

■ PVA: Mowiol® 4-88, viscosidad inherente 4 ± 0,5 mPaS,

porcentaje de hidrólisis = 87,7 ± 1%, Hoechst Ibérica
(Barcelona, España).

■ PVA: Airvol® 540, viscosidad inherente 50 + 5 mPaS,

porcentaje de hidrólisis = 88 ± 1%, Quimigranel (Barcelona,
España).

■ Poloxámero 188: Lutrol® 68, BASF (Ludwigshahen, Alemania).
■ Hidroxipropilmetilcelulosa: Pharmacoat® 606, Seppic (París,

Francia).
■ PEG-660-12-hidroxi-estearato: Solutol® HS15: BASF

(Ludwigshahen, Alemania).
■ Quitosano: Hydagen® DCMF, Cognis Iberia (Barcelona,

España).
■ Cloruro cálcico hexahidrato: Roig Farma (Barcelona, España).
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■ Cloruro magnésico hexahidrato: Roig Farma (Barcelona,
España).

■ Sacarosa: Roig Farma (Barcelona, España).
■ Lactosa: Roig Farma (Barcelona, España).
■ Manitol: Roig Farma (Barcelona, España).
■ Glicina: Roig Farma (Barcelona, España).
■ Trehalosa: AMCAN (París, Francia).
■ Cloruro de plata: Roig Farma (Barcelona, España).
■ Dihidrógenofosfato sódico: Roig Farma (Barcelona, España).
■ Hidrógenofosfato disódico: Roig Farma (Barcelona, España).
■ Diclorometano para análisis: Merck (Darmstadt, Alemania).
■ Acetato de etilo para análisis: Merck (Darmstadt, Alemania).
■ Acetona: Panreac (Barcelona, España).
■ Ácido clorhídrico 1N: Panreac (Barcelona, España).
■ Ácido glicólico: Roig Farma (Barcelona, España).
■ Ácido cítrico: Roig Farma (Barcelona, España).
■ Hidróxido sódico lentejas: Roig Farma (Barcelona, España).
■ Acetonitrilo para análisis: Merck (Darmstadt, Alemania).
■ Membrana de diálisis Dialysis Tubing de 32 x 20 mm con

retención superior al 99% de partículas de peso molecular
superior a 12400. Sigma- Aldrich (Steinheim, Alemania).

■ Papel de filtro acetato de celulosa Whatman n°ll, Whatman
Inc. (New Jersey, EUA).

■ Filtros PVDF de 25 mm de diámetro y de 0,45 y 0,22 pm de
poro. Acrodisc LC, Pall Filter ( Michigan, EUA).

■ Agua bidestilada purificada por un sistema Milli-Q de
18 mQ x cm -1, Millipore Ibérica (Madrid, España).

2.3. Equipos

■ Reactor de encapsulación RW20 DZM-P4 equipado con
ultratúrrax T25 y bomba de vacío Vaccubrand Diaphragm
vacuum pump, todo de IKA-Labortechnik (Staufen,
Alemania).

■ Baño circulador de agua Colé Palmer Polystat circulator 57-
951-004, de Hanson Research (California, EUA).
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■ Baño termostatizado con agitación nitronic 320 OR, PSelecta
(Barcelona, España).

■ Espectrofotómetro Diode-Array Advantage V /visible
Spectrometer HP8452A, Hewlett Packard (Grenoble, Francia).

■ Cromatógrafo de líquidos de alta resolución Kontron
compuesto por una bomba Kontron Pump System 420,
autoinyector Kontron 465 con detector ultravioleta Kontron
432 provisto de una estación de datos PC Integration Pack.
Kontron Instruments (Milán, Italia).

■ Difractómetro Diferencial de Barrido TA-400 equipado con
célula DSC 25 y termobalanza TG50, Mettler Toledo
(Greifensee, Suiza).

■ Equipo de potencial zeta Zetasizer Nano S, Malvern
Instruments (Worcestershire, R ).

* Analizador de tamaño de partícula por difracción de rayo
láser Coulter LS 230 con el módulo Small Volume Modul Plus,
He-Ne-láser de 633 nm y un módulo PIDS Polarization
Intensity Differential Scattering, Beckman Coulter (California,
E A).

■ Microscopio Eclipse E600 con cámara CCD-Iris SSC-C370P y
objetivos 4 x 0.10 / 10 x 0.25 / 20 x 0.40 / 40 x 0.65/ y 100 x
1,25. Nikon (California, E A ).

■ Microscopio electrónico de barrido Hitachi 2300, Hitachi-High
Technologies (Krefeld, Alemania).

■ Liofilizador Christ Alpha 2-4, B. Braun Biotech Internacional
(Osterode, Alemania).

■ Sistema AFM: Extended Multimode Nanoscope Illa, Digital
Instruments (Santa Bárbara, E A).

* Sistema XPS: PHI-5500 Multitechnique System, Physical
Electronics SA (Chanhassen, E A).

■ Espectrómetro FTIR: Bomem MB-120, Jenk Instrumental
(Buenos Aires, Argentina). Medidas realizadas con pastilla de
cloruro potásico.

■ Difractómetro XRD Bebbye-Scherrer: CPS-120, Inel (Artenay,
Francia).

■ Viscosímetro Broofield RVT (Massachussets, E A).

.^CA Dp

■ ^ A
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■ Viscosímetro Epprecht-Rheomat 15 Contraves AG (Zurich,
Suiza).

■ pHímetro Metrohm 713 (Herisau, Suiza).
■ Agitador MSI Minishaker, IKA-Labortechnik (Staufen,

Alemania).
■ Osmómetro Advanced Micro-Osmometer 3MO, Advanced

Instruments (Massachussets, EUA).
■ Ultracentrífuga Beckman Avanti™ equipada con un rotor GS-

15 (California, EUA).
■ Estufa de vacío Heraeus (Hanau, Alemania) acoplada a

bomba de vacío de aceite Telstar Torricelli (Barcelona,
España).

■ Pipetas automáticas de 0,5 a 5 mL de Finnpipette (Vantaa,
Finlandia).

2.4. Software específico

■ Espectrofotómetro: UV-VIS HP 89532A UV-VIS Software Rev
1.00.00. Hewlett Packard (Grenoble, Francia).

■ DSC: STARe, Mettler Toledo (Grefensee, Suiza).
■ Microscopio óptico: Soft Imafing System, analySIS 3.0

(Münster, Alemania).
■ AFM: Nanoscope v5.12.r3, Digital Instruments (Santa Bárbara,

EUA).
■ XPS: Multipack vó.OA, Physical Electronics USA (Chanhassen,

EUA).
■ XRD: Peakoc, Inel (Artenay, Francia).
* Statgraphics Plus 5.1. (Statistical graphics Corp., EUA).
■ WinNonlin 4.1., Pharsight (California, EUA).
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3. MÉTODOS

En este capítulo se describen los métodos analíticos y matemáticos
aplicados en la caracterización de las nanoesferas.

3.1. Cálculos de evaluación de procesos

A continuación se detallan los cálculos aplicados para la evaluación
de los distintos lotes de nanoesferas fabricados.

3.1.1. Contenido teórico en principio activo (%)

Contenido teórico p.a. (%) = (cantidad teórica p.a.l
(cantidad teórica p.a. + cantidad teórica de polímero)

x 100

3.1.2. Cantidad de principio activo encapsulado

Cantidad p.a. encapsulado* = cantidad teórica p.a. - cantidad p.a. sobrenadante

*
ver detalles en capítulo 4

3.1.3. Contenido en principio activo en las nanoesferas (%)

Contenido en p.a. (%) = cantidad de p.a. encapsulado
(cantidad teórica p.a. + cantidad teórica de polímero)

x 100
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3.1.4. Eficacia de encapsulación (%)

EE (%) = Cantidad de principio activo encapsulado x 100
Contenido teórico en principio activo

3.1.5. Rendimiento total del proceso de encapsulación (%)

Rdt (%) = Peso final de nanoesferas x 100
Peso teórico de nanoesferas

3.2. Características morfométricas

En la caracterización morfométrica de las nanoesferas se utilizan tres

métodos distintos, que se describen a continuación.

3.2.1. Microscopía óptica
Las observaciones y medidas de microscopía óptica se realizan con
un microscopio Eclipse E600 con cámara CCD-Iris SSC-C370P de
Nikon (California, EUA) y empleando luz polarizada cruzada. A no
ser que se indique lo contrario, se toma una alícuota de muestra
pulverulenta a anlizar, se coloca en un tubo eppendorf y se diluye en
1000 pL de dimeticona fluida. La preparación se agita en un agitador
MSI Minishaker, de la marca IKA a 1800 unidades durante 1 minuto.
En los casos en que se mide el tamaño de partícula de las
suspensiones de nanoesferas, se toma una gota de la muestra y se
observa directamente.

3.2.2. Difracción láser

Se emplea un equipo por difracción láser de la marca Coulter LS 230,
USA-Miami; He-Ne-láser de 633 nm. El equipo posee un módulo
PIDS (Polarization Intensity Differential Scattering) capaz de medir
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tamaños de partícula de hasta 40nm. Para el cálculo de los datos con
PIDS se ha estimado el índice de refracción de las partículas como
1,456 para el valor real y 0,001 para el imaginario.
A no ser que se indique lo contrario, se toma una alícuota de la
muestra pulverulenta de nanoesferas y se suspende en agua
purificada. Se va añadiendo muestra hasta que el equipo señala que
tiene cantidad suficiente de muestra para realizar las medidas. En los
casos en que se mide el tamaño de partícula de las suspensiones de
nanoesferas, se adicionan directamente, sin dilución previa. Los
resultados se expresan en número de partículas y todas las medidas
se realizan a 25 °C y por triplicado.

3.2.3. Microscopía electrónica de barrido (SEM)
Las micrografías se realizan con un microscopio electrónico de
barrido Hitachi 2300, Hitachi-High Technologies (Krefeld, Alemania).
Las muestras de nanoesferas sólidas se depositan sobre un soporte al
que previamente se ha fijado un papel adhesivo a doble cara. Las
muestras se recubren con un baño de oro al vacío mediante un SEM

Coating System, durante 2 minutos en un intervalo de 1 a 10 mbar. Las
muestras se observan con un microscopio electrónico Hitachi 2300 a
diferentes aumentos y diferentes potenciales de aceleración.

3.3. Calorimetría diferencial de barrido (DSC)

Para la realización de las medidas de DSC se utiliza un difractómetro
diferencial de barrido TA-400 equipado con célula DSC 25 y
termobalanza TG50, Mettler Toledo (Greifensee, Suiza). Las muestras
(con un peso entre 1 y 10 mg) se sellan en cápsulas de aluminio. Las
muestras se colocan sobre unos crisoles de aluminio y como crisol de
referencia se utiliza uno de zinc, puesto que es inerte en un amplio
intervalo de temperaturas. El intervalo de temperatura estudiado fue
de 30 °C a 250 °C, a una velocidad de calentamiento 10 °C/minuto.
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Las mediciones se realizan bajo atmósfera de nitrógeno de 99,9 % de
pureza a una velocidad de flujo de 45 cm3/min.
3.4. Ensayos de liberación in vitro

Para la realización de los ensayos de liberación in vitro se introduce
una cantidad exactamente pesada de nanoesferas en polvo dentro de
un saco de diálisis, previamente tratado como se describe en el
apartado 3.4.2. Para facilitar la incorporación de la muestra se
deposita junto con 2 mL del medio de disolución. A continuación, con
hilo de nylon se ata el cabo superior del saco de diálisis. El saco
cargado con la muestra se introduce dentro de un vial de cristal
topacio con un volumen conocido de medio de disolución. El medio
de disolución se prepara según se describe en el apartado 3.4.1.
Los viales se cierran con un tapón de cierre hermético y se sumergen
en un baño termostatizado a 37,6 °C con agitación oscilante constante
de 24 oscilaciones/minuto. El motivo de fijar la temperatura del agua
del baño a 37,6 °C es para garantizar que en el interior de los viales el
medio de disolución se encuentra a 37 °C.

Se toman muestras a tiempos prefijados con ayuda de una pipeta
automática y se repone la cantidad extraída con nuevo medio de
disolución. Las muestras se filtran en filtro de membrana Pall® de

0,45 pm y se valoran por lectura directa al espectrofotómetro a X de
318 nm, empleando el medio de disolución como blanco.
Todos los ensayos se realizan con 6 replicados, excepto para las
muestras D6, S5 y F1 fabricadas con el método optimizado de acetato
de etilo, de las que se realizan 12 replicados.

3.4.1. Preparación del medio de disolución
Se emplea como medio de disolución una solución reguladora de
fosfato monopotásico 0,1 M de pH 7,4, preparada según se describe
en la Farmacopea Europea, 5a edición.

3.4.2. Preparación de los sacos de diálisis
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Las membranas se deben tratar siguiendo las instrucciones del
proveedor, que las suministra en estado seco y protegidas con
glicerina. Tras su tratamiento y consiguiente enjuagado en agua
purificada, se cortan en trozos de 5 cm y se atan por un extremo con
hilo de nylon. Los sacos se conservan sumergidos en agua purificada
y en la nevera hasta su empleo.

3.4.3. Cálculos para el ensayo de liberación in vitro
Para el cálculo del porcentaje de principio activo liberado se aplica la
siguiente ecuación:

n-1

Q = [CnV+ZCiS]
i=l

Siendo:

Q = Cantidad cedida acumulada de indometacina (mg)
Cn = Concentración de indometacina en un intervalo de muestreo n

(mg/mL).
V = Volumen individual de medio de disolución contenido en los

viales (mL)
n-1

X C¡ = Suma de concentraciones de indometacina
en el intervalo muestreo 1 a n-1 (mg/mL).

S = Volumen de la alícuota de muestreo.

i=l

3.4.4. Cálculos de MDT y ajustes de los datos de liberación in vitro
Para el cálculo del tiempo medio de disolución (MDT) se emplea el
programa WinNonlin 4.1., Pharsight (California, E A). Para realizar
los cálculos se asume un modelo no compartimental, extravascular.
Para los cálculos de ajustes de los perfiles de liberación in vitro a
modelos matemáticos se emplea el método de Gauss-Newton.
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3.5. Liofilización

Como se describe en los capítulos correspondientes, el paso final en
los tres métodos descritos de nanoencapsulación consta de varios
lavados y ultracentrigugados de las muestras, seguido de la
decantación de los sobrenadantes y finalmente el secado en estufa de
vacío de los residuos secos. Como último paso previo a la obtención
de la formulación final del inyectable de nanoesferas de
indometacina, se aborda la elaboración del liofilizado. Para ello, se

estudia la obtención del liofilizado con nanoesferas placebo y con
nanoesferas cargadas con activo.
También se estudia el efecto de la adición de sustancias

crioprotectoras en la velocidad de reconstitución del liofilizado, así
como en las características morfológicas de las nanoesferas.
Las sustancias crioprotectoras elegidas han sido la sacarosa, lactosa,
glicina, trehalosa y manitol, por ser excipientes en la práctica habitual
de la liofilización, con conocida acción crioprotectora (Konan y cois.
2002, Jeong y cois. 2003, Bozdag y cois. 2004).

3.5.1. Preparación de las muestras
Para liofilizar las muestras, se parte de un peso conocido de residuo
seco (procedente de los lavados y ultracentrifugados), que se
resuspende en 25 mL de agua Milli-Q. Los viales de liofilización se
llenan con 3 mL de dicha suspensión de nanoesferas a los que
también se adicionan 2 mL de la solución con el crioprotector
correspondiente (cuando procede).
Las soluciones se preparan diluyendo el crioprotector al 2% (p/v) en
agua purificada.

3.5.2. Condiciones de liofilización

La liofilización de las suspensiones de nanoesferas se realiza en un
liofilizador de laboratorio B. Braun Biotech Internacional (Christ
Alpha 2-4).
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Los envases elegidos son viales de cristal topacio de 16 mL. Los viales
se llenan con 5 mL totales de las suspensiones de nanoesferas y se
liofilizan por un periodo de 24h. Las condiciones de trabajo son las
siguientes:

Temperatura inicial: -40 °C
Temperatura de pre-congelación: -10 °C
Vacío: 0,120 mbar
Incremento de temperatura: 5 °C

3.6. Difracción de Rayos X

Las medidas de difracción de rayos X han sido realizadas en un
difractómetro de geometría Debye-Scherrer INEL CPS-120 de 250 mm
de radio. El equipo posee un detector sensible a la posición de 120° y
dispone de 4096 canales de medida.
La radiación de Cu Ka¡ (V=l,540598 A) se selecciona con un
monocromador primario de Ge (111). Se utiliza un espejo reflector
OSMIC Gutman optics #13B-413.
La potencia de trabajo es de 40 kV y 30 mA y las dimensiones del haz
son de 5,0 mm de altura y 0,3 mm de ancho.
El detector del difractómetro se calibra empleando Na2Ca2Al2Fi3
(NAC) como patrón externo y función cúbica Spline. Para la
linearización se emplea el software Peakoc, comercializado por INEL®.
Para realizar las medidas, las muestras pulverulentas se disponen en
el interior de capilares de vidrio Lindemann de 0,7 mm de diámetro,
n a vez sellados los tubos, el tiempo de exposición de las muestras es
de 1 hora.
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3.7. Microscopía de Fuerza Atómica (AFM)

Los estudios de AFM se realizan con un microscopio Extended
Multimode Nanoscope Illa (Digital Instruments, Santa Bárbara, EUA)
en modo de tapping o contacto intermitente. Las imágenes han sido
captadas y procesadas mediante el software Nanoscope v5.12.r3 del
mismo proveedor.
Para los análisis se utilizan puntas fabricadas en silicio
monocristalino (NT-MDT, Moscú, Rusia) con un radio nominal de
unos 10 nm (también comprobado por SEM), de forma rectangular,
con una constante de fuerza de aproximadamente 0,3 N/m y una
frecuencia de resonancia de 21 KHz.

3.7.1. Preparación de las muestras
Se toman alícuotas de las suspensiones y se depositan sobre un
sustrato recién exfoliado. La exfoliación del sustrato se realiza
inmediatamente antes de depositar la muestra, con ayuda de una
cinta adhesiva.

Las suspensiones de nanoesferas se preparan a una concentración de
10‘6mg/mL, lo que corresponde aproximadamente a una
concentración superficial de 10 moléculas/pm2, asumiendo que todas
las moléculas de la muestra están adsorbidas en la superficie. Para
conseguir las condiciones descritas, se deposita sobre el sustrato 1 pL
de la muestra, lo que corresponde a una gota de aproximadamente
500 pm de diámetro. Esta concentración ha sido fijada con el objetivo
de obtener y procesar las imágenes en condiciones óptimas, por lo
que es necesario que las moléculas de la muestra no cubran la
totalidad del sustrato, que es la referencia de las medidas de la sonda.
Para evitar la presencia de impurezas que puedan interferir en el
estudio, las suspensiones se preparan con agua Milli-Q y se agitan en
un baño de ultrasonidos.

El sustrato utilizado es una superficie de grafito pirolítico altamente
orientado (HOPG: Highly Oriented Pyrolytic Graphite), cuya elevada
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exfoliabilidad permite la obtención de superficies atómicamente lisas.
En la extensión de la muestra se ha tomado la precaución de no

superar los 500 nm de espesor, porque si el retroceso de la punta es
mayor, las determinaciones del sistema dejan de ser lineales.
n a vez depositada la muestra en el sustrato, se seca en una cámara
de flujo de nitrógeno (HR< 0,1%, 20-30 minutos) hasta la completa
evaporación del líquido. Con estas condiciones de trabajo se obtienen
zonas con pocos agregados, máximo de 5x5 pm, por lo que no se

requiere tratamientos de muestra adicionales.
Las suspensiones de nanoesferas se preparan a una concentración de
0,1 mg/mL y se van diluyendo hasta 10 8 mg/mL con un factor de
dilución de 1:10. Las muestras se preparan justo antes de realizar las
medidas.

3.7.2. Medidas de tamaño de partícula
Las medidas en el plano XY son convoluciones del diámetro de la
topografía real de las partículas y la forma de la punta, por lo que las
medidas deben ser deconvolucionadas.

En este trabajo el diámetro de las partículas se ha estimado aplicando
un "modelo simplificado de deconvolución" que se describe según la
siguiente ecuación (Vesenka y cois. 1992, Gómez y cois. 1995, Van
Noort y cois. 1997, Oliva y cois. 2003):

w = 2 -(2 -Rt -h)*
siendo:

w: anchura aparente de la partícula en la imagen de AFM
Rt: radio de la punta
h: diámetro real de la partícula

A todos los valores correspondientes a medidas en el plano XY que se
presentan se les ha corregido el efecto de la convolución. El radio de
las puntas utilizadas es de 10 nm, lo que conduce a la expresión
h = w2/ 80, y por lo tanto solamente es necesario aplicar la corrección a
distancias XY inferiores a 80 nm.
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3.8. Espectroscopia de fotoelectrones X (XPS)

Los análisis de XPS se realizan con un equipo PHI-5500
MultiTechnique System (Physical Electronics), provisto de rayos X
no-mocromáticos de Mg-Al que opera a 300 W. Este equipo está
provisto de un software MultiPak vó.OA.
Los espectros se adquieren con UHV (Ultra High Vacuum) a 5x10-9
Torr, empleando rayos en cámara de vacío de Al Ka con un ángulo
de emisión de electrones de 45° relativos a la superficie de la muestra,
lo que conduce a una profundidad efectiva de emisión de unos 5 nm.
El espectrómetro se calibra con el pico de Ag 3ds/2 en la posición de
calibración de 367,8 eV, BE.

Las muestras se analizan en forma de polvo. Se adquieren tanto los
espectros generales como los espectros de carbono Cls de alta
resolución. Un espectro general es un análisis rápido sobre un
intervalo continuo de energía para examinar los elementos presentes
en una muestra. Un espectro de alta resolución de carbono Cls es un
análisis de varios intervalos estrechos de energía para obtener un
espectro de mejor resolución y detalle. Todas las especificaciones de
energía se detallan en la tabla 3.1.

Incremento Energía de
paso. (eV)

Transición Inicio (eV) Fin (eV) (eV)

Espectro
general
Cls

1100,00 0,00 -0,80 187,85

296,00 276,00 -0,10 11,75

Tabla 3.1. Especificaciones de energía en la adquisición de los espectros de
XPS.

Con estas condiciones de trabajo se consigue una resolución de
energía de aproximadamente 1,1 eV, que se considera apropiada para
la finalidad analítica requerida. En la tabla 3.2 se resumen las
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condiciones experimentales específicas aplicadas en los análisis de
XPS.

Al Ka

5x10'9 Torr

Ag 3d5/2 (367,8 eV)

RX

Condiciones de vacío
Pico de calibración (BE)
Ángulo de emisión de
electrones
Profundidad de análisis

Resolución

45°

3,5-7 nm
1,1 eV

Tabla 3.2. Condiciones experimentales en la adquisición de los espectros de
XPS.

La asignación de las energías de enlace se realiza aplicando una
corrección de cada espectro, referenciándolo respecto al carbono
metílico adventicio de referencia a una energía de enlace de 284,8 eV
(Swift 1982).
Deben aplicarse criterios químicos en la definición de los dominios de
los parámetros y utilizar las relaciones porcentuales de átomos
impuestas por la estequiometría para ajustar los parámetros de
intensidad. El número de componentes también está condicionado
por la posibilidad de situaciones químicas distintas. Para ello, se
procede a un ajuste manual de la curva, definiendo el número de
componentes o contribuciones y acotando el dominio de sus
parámetros. A continuación se aplica una rutina de minimización que
básicamente es el equivalente al ajuste por mínimos cuadrados
extendido al espacio multidimensional. Este espacio está definido por
el producto de los parámetros que caracterizan a cada componente,
por el número de componentes o contribuciones. En este espacio se
puede definir una función que es la expresión de las diferencias
punto a punto entre el espectro medido y el espectro ajustado por la
suma de componentes. A esta función se le aplica la rutina de
minimización.

La metodología aplicada para la caracterización de la composición
química de la superficie de las nanoesferas ha consistido en la
separación de los espectros en función de su complejidad. Las
asignaciones propuestas para cada espectro se utilizan para el análisis
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de los siguientes, con el fin de construir una matriz de asignaciones.
Las espectros se han dividido en dos grupos: patrones (PLGA,
indometacina y PVA) y muestras (con activo y con placebo).

3.9. Potencial Zeta

Los análisis de potencial zeta se realizan con un equipo Zetasizer
Nano S, Malvern Instruments (Worcestershire, RU).
Para realizar las medidas, se toma una alícuota de la muestra

pulverulenta y se suspende en agua purificada. Las suspensiones de
nanoesferas se preparan a una concentración de 0,1 mg/mL. Esta
concentración ha sido fijada con el objetivo de obtener y procesar las
muestras en condiciones óptimas.
Para evitar la presencia de impurezas que puedan interferir en el
estudio, las suspensiones se preparan con agua Milli-Q y se someten
a un baño de ultrasonidos hasta conseguir una suspensión
homogénea de la muestra.
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4. PUESTAA PUNTO DE LOSMÉTODOS
DE ELABORACIÓNDE NANOESFERAS

Los métodos de elaboración de nanoesferas comprenden distintas
etapas, que se deben adaptar y ajustar para cada tipo de principio
activo, excipientes y de instrumental disponible.
En este capítulo de describen los ensayos de puesta a punto de los
métodos que se van a emplear para la obtención de las nanoesferas:
emulsificación espontánea-difusión de disolvente (método descrito en
el capítulo 1.1.3.1) y el de salificación (capítulo 1.1.3.2), el estudio de
coadyuvantes alternativos al PVA, así como la puesta a punto del
método de liofilización de las nanoesferas.

4.1. Estudio del efecto de la concentración de fármaco sobre
el tamaño de partícula

La óptima concentración de fármaco a encapsular ha sido escogida
tras valorar el efecto de la incorporación de concentraciones
crecientes de indometacina en las nanoesferas. Para su evaluación se

analizan distintos lotes preparados con la técnica de SESDM y
escogiendo como formulación modelo la referencia D7 (ver detalles
en el capítulo 6). Se estudian los valores de viscosidad de las
emulsiones (es decir, la mezcla obtenida tras juntar las dos fases y
aplicar el turboagitador), así como su influencia sobre el tamaño de
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partícula. A continuación se detalla la composición de las muestras
analizadas y los resultados obtenidos (tabla 4.1). Los valores de
tamaño medio de partícula han sido analizados por microscopía
óptica y corresponden al promedio de 10 campos, con un número
aproximado de 5000 partículas totales medidas.

Concentración de
indometacina en la

fase orgánica
Tamaño medio

(rm ± DS
Relación

indometacina/polímero
Viscosidad

cps
%

Placebo 0 5,1781 4,64 ± 1,44
5,83691:7,5 71,11 2,67 i 1,40

53,33 5,69081:10 2,19 ± 1,05
1:20 26,66 5,7871 2,52 ± 1,10
1:40 13,33 6,0223 2,53 ± 1,27

Tabla 4.1. Resumen de los valores de viscosidad y tamaño promedio de las
partículas de PLGA obtenidas con diferentes concentraciones iniciales de
indometacina.

Se observa que se obtienen tamaños de partícula micrométricos,
hecho atribuible a que la técnica de encapsulación se está poniendo a
punto y aún no ha sido optimizada para la obtención de nanoesferas
(figura 4.1).

Efecto de la concentración de fármaco sobre el tamaño
de partícula

/ 75A
O

o £
te a>

¡2 E „ 3E ‘O

■=.« ■

4

E 1

0-

placebo 1a 7,5 1 a 10 1 a 20 1 a 40

Relación indometacina: polímero

Figura 4.1. Variación del tamaño medio de las nanoesferas preparadas con
cantidades variables de indometacina.
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Tal y como se observa en la figura 4.1, la adición de principio activo
supone una disminución de alrededor del 46% en el tamaño de
partícula, pasando de 4,64 pm de las nanoesferas placebo a un
promedio de 2,50 pm en las muestras con distintas cantidades de
principio activo.
Entre las muestras con principio activo, no se observan diferencias
significativas en reducción de tamaño a las distintas concentraciones
estudiadas, obteniéndose tamaños entre 2,19 y 2,67 pm. Este
resultado es explicable al observar los valores de viscosidad de las
muestras, ya que al aumentar la cantidad de indometacina no se
modifica suficientemente la viscosidad de la emulsión (tabla 4.2)
como para afectar el tamaño de las gotitas de la emulsión (futuras
nanoesferas).

Análisis de varianza de un factor para el análisis de la
viscosidad

RESUMEN

ANÁLISIS DE VARIANZA

Promedio
cuadrados

Proba-

bilidad
Valor

crítico F
Origen de
variaciones

Suma de
cuadrados

Grados libertad F

0,23029 4,066180,17449 3 0,05817 1,77089Entre grupos
Dentro de los

grupos

Total

0,032850,26276 8

0,43726 11

Tabla 4.2. Análisis de la varianza sobre la viscosidad.

Se elige como concentración de trabajo la relación 1 a 10
(indometacina:polímero) porque es la proporción con la que se
obtienen tamaños de partícula más pequeños.

4.2. Estudio del efecto de la concentración de polímero
sobre el tamaño de partícula

Se estudia el efecto de la concentración de polímero en base a la
influencia en el tamaño de partícula y viscosidad de las partículas
resultantes, empleando la técnica de SESDM (ver detalles en el
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capítulo 1.1.3.1). Para ello se estudian distintas concentraciones de
polímero y se evalúan las respuestas obtenidas en los lotes
resultantes, en cuanto a tamaño de partícula y viscosidad se refiere.
La influencia del efecto de la concentración de polímero sobre los
parámetros tamaño de partícula y viscosidad es conocida, si bien hay
discrepancias en la valoración e interpretación de los efectos
obtenidos (Allémann y cois. 1992, Señóles y cois. 1993, Quintanar-
Guerrero y cois. 1998, Zweers y cois. 2003). Los valores de tamaño
medio de partícula se han analizado por microscopía óptica y
corresponden al promedio de 10 campos, con un número aproximado
de 5000 partículas totales medidas (tabla 4.3 y figura 4.2).

Tamaño medio

pin ±DS
Concentración polímero

m^mL
Viscosidad

cps
2,66 2,3411 2,06 ± 0,09
5,33 2,3938 2,36 ± 0,07
8,00 2,4573 2,41 ± 0,25

Tabla 4.3. Efecto de la variación en la cantidad de polímero sobre los
parámetros viscosidad y tamaño medio de partícula.

Influencia de la concentración de polímero sobre la viscosidad y el tamaño de partícula

2,48 2.5

2,46 -

2,4
2,44 -

I 2.42- 1t -« I
1? I
3 2’40' 1
8 ■

2.2 |« 2,38 -

1
2,36 - i

2.1 *-

2,34 -

2,32 2,0
2 3 4 5 6 7 8 9

Concentración de polímero (mg/mL)

-A— Concentración de polímero vs Viscosidad
—Concentración de polímero vs Tamaño

Fig. 4.2. Representación gráfica de la influencia del porcentaje de polímero
en la viscosidad de la fase orgánica y en el tamaño medio de partícula.
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Como puede observarse en la figura 4.2, un incremento en la
concentración de polímero en el medio afecta al valor de la
viscosidad y del tamaño de partícula. Al aumentar la concentración
de polímero se observa un ligero incremento en la viscosidad de la
fase orgánica que conduce a la formación de una emulsión más
viscosa. Este aumento comporta un aumento de la resistencia a las
fuerzas de cizalla en la emulsión y a una agitación menos eficaz, con
un impacto negativo sobre el tamaño de partícula. Este efecto se
encuentra documentado en la bibliografía y hay autores que justifican
estos resultados en base a diferencias en la densidad de las fases
interna y externa de las gotitas (Murakami y cois. 1997). Al analizar
estadísticamente los valores obtenidos del tamaño medio de

partícula, se observa que existen diferencias estadísticamente
significativas (tabla 4.4). Para los siguientes estudios se elige como
condición de trabajo la concentración de 5,33 mg/mL de polímero,
por ser la concentración que habitualmente se emplea en la técnica de
SESDM (Niwa y cois. 1993).

RESUMEN Análisis de varianza de un factor para el análisis del tamaño de partícula
ANÁLISIS DE VARIANZA

Origen de
variaciones

Suma de
cuadrados

Grados
libertad

Promedio
cuadrados

Proba-
bilidad

Valor
crítico F

F

0,39296 2 0,19648 19,72925 2,9058x 10-5 3,55456Entre grupos
Dentro de los

grupos
0,17925 18 0,00996

0,57222 20Total

Tabla 4.4. Análisis de la varianza sobre el tamaño medio de partícula.

4.3. Estudio de la influencia de la concentración de

coadyuvante en el tamaño de partícula

Estudios previos han demostrado que aumentando la concentración
de PVA de la fase acuosa externa se produce un aumento en el
tamaño de partícula, que en algunos casos incluso llega a doblar el
tamaño de la partícula cuando se multiplica por 5 la concentración de
PVA (Murakami y cois. 1997, Flu y cois. 2003). Este aumento de
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tamaño probablemente está causado por una disminución en la
velocidad de difusión del disolvente debido al incremento de
viscosidad del medio acuoso.

Con la finalidad de comprobar el efecto de la concentración de
coadyuvante en el sistema, se estudian concentraciones distintas de
dos tipos de PVA con viscosidades extremas (Mowiol® 4-88 y Airvol®
540), manteniendo constantes el resto de parámetros. Se escogen
como formulaciones tipo las preparadas con el método de SESDM,
escogiendo como polímero el PLGA 85/15 (ver detalles de
composición en el capítulo 6).

Mowiol® 4-88 viscosidad: 4 ± 0,5 mPaS / 87,7± 1 (% hidrólisis)
Airvol® 540 viscosidad: 50 ± 5 mPaS / 88± 1 (% hidrólisis)

Los valores de tamaño de partícula corresponden al promedio de 10
campos, con un número aproximado de 5000 partículas totales
medidas por microscopía óptica (tabla 4.5 y figura 4.3).

Viscosidad (cps)Coadyuvante Tamaño medio |im + DS
Mowiol 1% 1,26 ± 0,284,6434
Mowiol 2% 5,5589 1,29 í 0,09
Mowiol 3% 7,8924 1,26 ± 0,17
Mowiol 4% 18,6194 1,38 ± 0,07
Mowiol 6% 34,5044 1,56 ± 0,38
Airvol 1% 6,7756 1,42 ± 0,32
Airvol 2% 20,0896 1,88 ± 0,09
Airvol 3% 156,4631 1,94 ± 0,91
Airvol 4% 122500,0 1,80 ± 0,16
Airvol 6% 385968,75 2,09 ± 1,34

Tabla 4.5. Efecto de la variación en la concentración de PVA sobre la
viscosidad y el tamaño medio de partícula (n=3).
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Influencia del % de PVA en el tamaño de partícula
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Fig. 4.3. Variación del tamaño de partícula en función del tipo y % de PVA.

Las medidas se han realizado en la emulsión con las nanoesferas
recién formadas, antes de la evaporación del disolvente.
De los resultados obtenidos puede concluirse que el tipo de PVA
afecta en gran medida al tamaño de partícula, obteniéndose los
valores más pequeños en los lotes elaborados con Mowiol® al 1 % y al
3%. En las referencias fabricadas con Airvol®, la variación de
concentración no se traduce en grandes diferencias en los valores de
tamaño de partícula, a pesar de que la viscosidad varía
substancialmente.

Se escoge como concentraciones de trabajo el 2 y 4% (en ambos tipos
de PVA) por ser los valores de porcentajes centrales con los que es
posible observar diferencias entre muestras. Se descarta la
concentración de Airvol® al 6% porque debido a la viscosidad que
proporciona hace difícil su manipulación.
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4.4. Estudio de la influencia de la velocidad de agitación en
el tamaño de partícula

La influencia de la velocidad de agitación en el tamaño de partícula
ha sido estudiado utilizando una muestra formada por una solución
con un 2% de PVA como fase acuosa. Las microesferas (en este caso
tampoco se obtienen nanoesferas puesto que como ya se ha
comentado, el método de elaboración aún no está puesto a punto) se
preparan con el método de SESDM y empleando la referencia D7
como modelo (ver detalles en capítulo 6). Los valores de tamaño de
partícula corresponden al promedio de 10 campos, con un número
aproximado de 5000 partículas totales medidas por microscopía
óptica. Se observa que el tamaño medio de las partículas disminuye
al aumentar la velocidad de agitación de 9000 a 24000 rpm (tabla 4.6 y
figura 4.4).

9000 rpm 13500 rpm 20500 rpm 24000 rpm
Media (nm) 7,13 3,76 2,19 2,38
Mediana (¡im) 4,12 3,38 1,85 1,89
Moda (nm) 3,31 1,652,21 1,65
Máximo (um)
Mínimo (¡xm)

133,05 25,50 8,52 14,68
0,92 0,92 0,92 0,92

DS (pin) 4,62 1,82 1,05 1,30
Dio% 2,18 2,09 1,30 1,30
P25% 2,63 2,75 1,48 1,49
Dso% 3,51 3,13 1,65 1,75
D75% 7,49 4,28 2,53 2,79
Dw/q 14,94 5,88 3,70 4,15

Tabla 4.6. Variación de los parámetros morfométricos en función de la
velocidad de agitación.

A velocidades iguales o superiores a las 20500 rpm se obtienen unos
valores promedios de 2 micrómetros en el tamaño medio de las
partículas. A partir de este valor, incrementos de velocidad de
agitación no suponen una disminución significativa en el tamaño
medio de las partículas.
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Figura 4.4. Influencia de la velocidad de agitación en el tamaño de partícula,
comparando los valores de diámetro máximo y mínimo obtenidos.

En base a estas observaciones se elige como velocidad de agitación a
aplicar en los ensayos 20500 rpm.

Estudio del efecto de la relación de volumen de las4.5.

fases sobre el tamaño de partícula

Se estudia el efecto de la relación de volumen de las fases orgánica y
acuosa en la técnica de emulsificación espontánea-difusión de
disolvente (ver detalles en capítulo 1.1.3.1). La fase orgánica está
compuesta por una mezcla de los disolventes originalmente
propuestos para esta técnica, diclorometano y acetona (tabla 4.7).

ViscosidadAgua/ (acetona + diclorometano)
mL cps

50 / 11 (3,5+7,5) 4,2541
50 / 22 (7+15) 8,5294

Tabla 4.7. Relación entre la composición de la fase orgánica y la viscosidad.



74 Puesta a punto de los métodos de elaboración de nanoesferas

A continuación se detallan los resultados de las diferencias

morfológicas observadas. Los valores de tamaño de partícula
corresponden al promedio de 10 campos, con un número aproximado
de 5000 partículas totales medidas por microscopía óptica.

• Relación de fases 50/11
MedianaMedia Moda Máximo Mínimo DS

Diámetro (nm) 24,13 0,92 1,27 2,212,53 1,89

D750/,, D90% D95%Ü5% Dl0% D25% DíO%
Percentiles

1,83 2,05 2,85 3,83 4,741,31 1,49
Máximo Mínimo MedianaMedia Moda DS

Área (|rm2) 0,50 1,60 2,473,72 2,10 89,14

Dío% Ü75% Dw/o D95%D5% Dio% Ü25%Percentiles
1,55 2,10 4,23 7,25 9,980,67 0,88

• Relación de fases 50/22
Moda Máximo Mínimo MedianaMedia DS

Diámetro (|rm) 2,11 1,89 9,05 0,92 0,75 1,94

Ü5% Dio% D25% D4o% Ü75% Ü90% Ü95%Percentiles
1,65 1,83 2,40 3,04 3,531,25 1,37

MedianaMedia Moda Máximo Mínimo DS.
Área ((im!) 40,50 0,50 1,592,22 1,09 1,84

D25% Ü40% D75% D90% D95%Ds% Dl0%
Percentiles

0,63 0,75 147 1,59 2,77 4,03 5,03

A continuación se muestran gráficamente los resultados obtenidos,
expresados en valores de diámetro máximo de partícula (figura 4.5).
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DIAMETRO MAXIMO SEGUN RELACION DE FASES
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Figura 4.5. Relación de fases y su efecto sobre el tamaño de partícula.

Como conclusión se puede afirmar que en base a los resultados
obtenidos, empleando 50 mL de fase acuosa y 22 mL del global de la
fase orgánica se obtienen tamaños de partícula más pequeños, así
como más homogéneos, con el método de elaboración de SESDM.

Estudio de la influencia del tipo de disolvente en el
tamaño de partícula
4.6.

El efecto combinado del disolvente orgánico, el cosolvente y la
concentración de polímero es conocido que tienen influencia en el
tamaño de partícula (Wehrle y cois. 1995). Se ha estudiado la
influencia en el tamaño de partícula al emplear los disolventes
diclorometano, acetona, acetato de etilo y sus combinaciones con
acetona como cosolvente, manteniendo constantes el resto de
parámetros de la formulación. La fórmula escogida como modelo es
la referencia D7 (ver detalles en el capítulo 6). Los valores de tamaño
de partícula corresponden al promedio de 10 campos, con un número
aproximado de 5000 partículas totales medidas por microscopía
óptica. En la tabla 4.8 se resumen los resultados de la viscosidad y del
tamaño medio de partícula.
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Tamaño medioViscosidad
Disolvente

Hm ± DScps
Acetato de etilo 1,18 ± 0,185,3991

1,51 ± 0,35Acetona 4,0164
2,81 ± 1,72Diclorometano 5,3895
1,36 ± 0,29Acetato de etilo: acetona (2:1) 4,3338
2,19 ± 1,05Diclorometano: acetona (2:1) 5,6908

Diclorometano: acetona (1:1) 2,17 ±0,886,5179
Diclorometano: acetona (1:2) 1,93 ± 0,786,6493

Tabla 4.8. Efecto del disolvente en la viscosidad y tamaño medio de
partícula (n=3).

En la figura 4.6 se representan gráficamente los resultados del tamaño
medio de partícula.

HAcOEt □ CH2CI2

■ CH2CI2: acetona 2:1 □CH2CI2: acetona 1:1 BCH2CI2: acetona 1:2

□ AcOEt:Acetona 2:1■ Acetona

Fig. 4.6. Representación gráfica de la influencia de los disolventes en el
tamaño medio de las nanoesferas.

Por los resultados obtenidos puede concluirse que empleando un
disolvente con ventajas medioambientales como el acetato de etilo, se
pueden conseguir tamaños de partícula incluso inferiores a los
obtenidos con disolventes orgánicos habituales en el método de
evaporación de disolvente (diclorometano) o en el de emulsificación
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espontánea-difusión de disolvente (diclorometano y acetona). En el
sistema diclorometano: acetona el tamaño de las partículas se reduce
en gran medida (con respecto al uso de diclorometano en solitario)
debido a que al aumentar el volumen de cosolvente aumentan las
fuerzas de difusión de la fase orgánica hacia la fase acuosa. En
cambio, en la mezcla de disolventes acetato de etilo: acetona este
efecto no es perceptible, obteniéndose resultados de tamaño medio de
partícula similares a cuando se utiliza acetato de etilo solo.
En base a estos resultados se elige como disolvente alternativo a
emplear en la fabricación verde de nanoesferas -capítulo 9- el acetato
de etilo, como disolvente único.

Se demuestra, por lo tanto, que el uso de un disolvente no habitual en
la elaboración de micropartículas y nanopartículas, como es el acetato
de etilo, proporciona mejores resultados en cuanto al tamaño de
partícula se refiere, que los proporcionados por disolventes
convencionalmente empleados. De esta manera, se propone el uso
innovador de acetato de etilo para la obtención de nanoesferas por la
ventaja que ofrece la reducción de tamaño de partícula, a la que debe
añadirse la ventaja medioambiental de su uso, con respecto al
diclorometano y acetona.

Estudio del efecto de la concentración de sal en la4.7.
viscosidad

Como se comenta en el capítulo 1.1.3.2, en el método de
encapsulación por salificación se requiere la presencia de una sal, que
disuelta en el medio acuoso proporciona unos valores de viscosidad
que están relacionados con el tamaño de partícula de las futuras
nanoesferas. A continuación se procede al estudio de la influencia de
la concentración de sal en la viscosidad del medio acuoso, empleando
cloruro cálcico hexahidrato y cloruro magnésico hexahidrato, por ser
dos sales que presentan la estructura química más parecida, puesto
que sólo difieren en el catión y datos bibliográficos avalan su
idoneidad (Allémann y cois. 1992, Ibrahim y cois. 1992). Los datos
que se presentan corresponden a la viscosidad proporcionada por las
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sales disueltas en agua purificada, no en la formulación. En la tabla
4.9 y figura 4.7 se presentan los resultados obtenidos.

Datos de viscosidad (cps)Porcentaje
de sal CaCl2.6H20 MrC12,6H2Q

4,59740 4,3775
5,731360 4,8499

5,4007 6,273280

Tabla 4.9. Viscosidad proporcionada por las dos sales a distintas
concentraciones.

RELACIÓN CONCENTRACIÓN DE SAL - VISCOSIDAD

6.5

6,0

| »
§
8 s.°
tn

4.5

4.0
30 90

CaCI2.6H20
O MgCI2.6H20

Figura 4.7. Representación gráfica de la concentración de las sales sobre la
viscosidad.

Puede concluirse que el cloruro magnésico hexahidrato proporciona
valores de viscosidad superiores a los que proporciona el cloruro
magnésico hexahidrato, y estos valores van incrementándose a
medida que aumenta la concentración de sal en el medio líquido. Se
elige el 60% como concentración de trabajo en el método de
salificación, por ser la mínima concentración que permite observar
diferencias entre los valores de viscosidad de las dos sales.
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4.8. Lavado de las nanoesferas: método de emulsificación

espontánea-difusión de disolvente

Tras la formación de las nanoesferas (tal y como se explica con detalle
en el capítulo 1.1.3.1) se realiza un lavado de la muestra para eliminar
restos de polímero, así como los coadyuvantes e incluso el excedente
de principio activo que no se ha encapsulado.
A fin de definir las condiciones de trabajo que aseguren la completa
eliminación de estos restos, se procede a realizar un ensayo donde se
valora la cantidad de indometacina presente en el sobrenadante. Una
vez formadas las nanoesferas, se centrifugan durante 20 minutos a
140.000 G. A continuación se separa el sobrenadante y las nanoesferas
se resuspenden en 50 mL de solución reguladora de fosfatos 0,1 M
pH 7,4. Se centrifuga la muestra por segunda vez durante 20 minutos
a la misma velocidad, se separa el sobrenadante y se repite la
operación una tercera vez. Como resultado de la valoración de los
sobrenadantes se puede concluir que tras el tercer lavado de la
muestra, la cantidad de indometacina que se encuentra presente en el
sobrenadante es prácticamente despreciable (< 0,040%) con respecto
al valor teórico inicial (tabla 4.10 y figura 4.8). Este hecho demuestra
que lavando la muestra tres veces consecutivas, según la metódica
propuesta, se consigue eliminar prácticamente en su totalidad todo el
fármaco no encapsulado.

Centrifugación % indometacina en

el sobrenadante
140.000 G 20 minutos 41,07
+ 140,000 G 20 minutos (2° lavado)
+ 140,000 G 20 minutos (3r lavado)

1,28
0,040

Tabla 4.10. Cantidades de indometacina presentes en los sobrenadantes.
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Figura 4.8. Porcentaje de indometacina presente en el sobrenadante tras
ultracentrifugar y lavar la muestra hasta tres veces.

Después de cada centrifugado (veinte minutos a 140.000 G en todos
los casos), se separa el sobrenadante y las nanoesferas se resuspenden
completamente con 50 mL de la solución reguladora. En base a estas
conclusiones, se elige definir como método estándar el lavar las
muestras tres veces con 50 mL de solución reguladora de fosfatos
0,1 M pH 7,4 cada vez.

4.9. Lavado de las nanoesferas: método de salificación

En el lavado de las nanoesferas obtenidas con la técnica de
salificación (técnica que se describe con detalle en el capítulo 1.1.3.2),
además de eliminar los restos de coadyuvante, polímero o principio
activo sobrantes, se debe eliminar también las sales que intervienen
en el proceso. Para ello, se procede a evaluar la cantidad de agua
purificada, así como el número de lavados necesarios para limpiar
completamente la muestra.
En este caso la idoneidad de la técnica de lavado se completa con una
identificación de los cloruros presentes en las aguas de lavado,
mediante la reacción de Mohr (APHA 1992, Skoog y cois. 1995).
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(precipitado blanco)Cl- + AgN03 ► AgCl 1

Se prepara una solución acuosa concentrada de nitrato de plata. Tras
cada centrifugado, se añaden 5 gotas de la solución de nitrato de
plata a las aguas de lavado y se valora la ausencia o presencia del
precipitado blanco.
Tras varios ensayos se establece que para una completa eliminación
de las sales es necesario realizar:

> 2 lavados con agua purificada
> 1 último lavado con solución reguladora de fosfatos 0,1 M

pH 7,4
> Emplear un mínimo de 200 mL por cada lavado

Con la valoración de las aguas del tercer lavado también se confirma
la ausencia de indometacina en el medio (% de indometacina < 0,040
con respecto al valor teórico inicial).

4.10. Separación de las nanoesferas

Como parte final en la fabricación de las nanoesferas (ver detalles del
método de elaboración en capítulo 1.1.3.1 y 1.1.3.2) se procede a su
separación mediante el proceso de ultracentrifugación. Para ello se
emplea una ultracentrífuga Beckman Avanti
rotor GS-15 a distintas velocidades y durante distintos tiempos.
Para el análisis de las mejores condiciones de trabajo, se procede a
realizar una monitorización de los tiempos y velocidades de
centrifugado. Se comprueba la idoneidad de estos parámetros
evaluando la presencia de nanoesferas en los sobrenadantes con el
microscopio óptico a 400 aumentos (figura 4.9).

equipada con unTM
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\

140.000
20 min

i--

Tiempos
de 10 a 60 minutos

Velocidades
de 50.000 a 150.000 G

Figura 4.9. Representación gráfica de las condiciones de ultracentrifugación
ensayadas. La punta de la pirámide representa los valores que proporcionan
mejores resultados en la separación de las nanoesferas.

Se eligen como condiciones óptimas de trabajo 140.000 G y 20
minutos de centrifugado, puesto que a estas condiciones se asegura
que prácticamente todas las nanoesferas están sedimentadas y no se
observan en el líquido sobrenadante.
Esta relación velocidad-tiempo ha demostrado ser eficaz con la
ventaja de ser un tiempo relativamente corto.

4.11. Determinación de la cantidad de principio activo
encapsulado

Existen distintos métodos de valoración de la cantidad de principio
activo encapsulado:

1. Determinación de la cantidad de principio activo en el
sobrenadante de la centrifugación. Durante la limpieza de la muestra
se separa el sobrenadante, arrastrando restos de excipientes así como
principio activo presente en el medio o en la cubierta de las
partículas. Por sustracción de la cantidad de principio activo
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incorporado al sistema de la cantidad presente en el sobrenadante es
posible calcular la cantidad de activo encapsulado.

2. El principio activo se valora tras romper la cubierta de la
partícula: se disuelve una cantidad conocida de muestra en un
disolvente en el que el polímero formador de la cubierta es soluble. El
polímero se separa del principio activo tras centrifugar la muestra o
por filtración. A continuación se disuelve el residuo de activo y se
valora.

El primer método presenta como ventaja que es una técnica no
destructiva y que evita las complejas manipulaciones a que se debe
someter la muestra al tener que romper la cubierta de las nanoesferas.
A fin de comprobar la idoneidad de cada una de las técnicas de
valoración del contenido en principio activo, se procede a la
elaboración de distintos lotes de nanoesferas y a la posterior
valoración de la muestra en paralelo, por los dos métodos descritos.

1. Determinación de la cantidad de principio activo en el
sobrenadante de centrifugación. El proceso se realiza mediante el
lavado de las muestras con solución reguladora fosfatos 0,1 M pH 7,4,
posterior ultracentrifugación y lectura de los sobrenadantes al
ultravioleta. La valoración del sobrenadante se hace en la recta de

regresión establecida en el apartado de la validación de la metódica
analítica que se describe en el capítulo 5.

2. Determinación de la cantidad de principio activo por rotura
previa de la cubierta capsular. El proceso comprende los siguientes
pasos:

■ Se toma una alícuota de 50 mg de muestra de las nanoesferas
sólidas.

■ Se añade a la muestra sólida 5 mL de acetonitrilo y 15 mL de
metanol. Agitar durante 10 minutos. Opcionalmente puede
ser necesario ultrasonicar la muestra por un periodo
aproximado de 1 a 3 minutos.

■ Evaporar los disolventes en un rotavapor durante 15 minutos.
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* Añadir al residuo del rotavapor 10 mL de una solución mezcla
de metanol: ácido clorhídrico 1N en proporción 9:1.

■ Ultrasonicar la muestra durante 1 minuto.
■ Filtrar la muestra con papel de filtro de celulosa.
■ Leer la solución resultante al ultravioleta.

La valoración del principio activo tras romper la cubierta se realiza
sobre el blanco de metanol: ácido clorhídrico 1N en proporción 9:1. A
continuación se muestran los valores de las absorbancias, así como la
ecuación de la recta de calibrado y = bx +a, tomando en abcisas las
concentraciones (mg/mL) y en ordenadas las correspondientes
absorbancias (figura 4.10 y tablas 4.11-4.12).

Concentración
Absorbancia

(mg/mL)
0 0

0,167400,010
0,012 0,20070

0,344310,020
0,030 0,51134
0,040 0,69398
0,050 0,87531
0,080 1,40266

Tabla 4.11. Resultados de las lecturas en Metanol: HC19:1

Fig. 4.10. Recta de calibración empleando como disolvente MeOH:HCl 9:1
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Resumen

Estadísticas de la regresión
Coeficiente de correlación múltiple
Coeficiente de determinación r2

0,999943
0,999885
0,999866
0,005288

r2 ajustado
Error típico
Observaciones 8

Tabla 4.12. Estadística de la regresión en MeOH: HC1

El coeficiente de correlación y de determinación indican una buena
linealidad. El coeficiente de determinación indica el grado de
aproximación de los puntos a la relación lineal. Según los datos de las
tablas 4.13 y 4.14 puede concluirse que esta relación lineal explica el
99,98% de la varianza de la absorbancia.

Coeficientes Error típico Estadístico t Probabilidad

Ordenada en el

origen (a)
Pendiente (b)

-0,00789123 0,002985327 -2,643338709 0,038368746

17,5984704 0,07693988 228,7301503 4,7123xlQ-13

Tabla 4.13. Test de proporcionalidad de la regresión en MeOH: HC1
ANALISIS DE VARIANZA

Grados Promedio de
Suma de
cuadrados

de los F experimental F (tablas)
libertad cuadrados

Regresión 52317,48165 4,7123x10-131 1,462897 1,462897
Residuos 6 0,000167 0,00002796
Total 7 1,463065

Tabla 4.14. Análisis de la varianza de la regresión en MeOH: HC1

Dado que el valor de F experimental > F tablas, queda demostrada la
linealidad entre los resultados obtenidos y que existen diferencias
estadísticamente significativas.
A continuación se muestran los resultados obtenidos para los ensayos
D3 y D4 (ver detalles de composición en capítulo 6) valorados con
ambos métodos (tablas 4.15 y 4.16).
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Eficacia de

Encapsulación (%)
X+ DS

Contenido en activo (%)
X± DSEnsayo

D3
42,08 ± 2,47 3,82 ± 0,18PROMEDIO ± DS

D4
25,21 ± 2,75 2,23 ± 0,26PROMEDIO ± DS

Tabla 4.15. Resultados obtenidos valorando el principio presente en el
sobrenadante (X: media aritmética, DS: desviación estándar, n=3).

Eficacia de

Encapsulación (%)
X± DS

Contenido en activo (%)
X± DSEnsayo

D3
42,56 ± 2,47 3,68 ± 0,12PROMEDIO ± DS

D4
25,17 ±2,75 2,29 ± 0,28PROMEDIO ± DS

Tabla 4.16. Resultados obtenidos valorando el principio activo tras romper
las nanoesferas (X: media aritmética, DS: desviación estándar, n=3).

Como conclusión, se puede afirmar que es equivalente valorar el
principio activo contenido en el interior de las nanoesferas por ambos
métodos.
Por su menor complejidad, así como para el ahorro de muestra, se
elige valorar el principio activo presente en el sobrenadante de las
aguas de centrifugado.

4.12. Estudio del cambio de coadyuvante en la técnica de
emulsificación espontánea-difusión de disolvente

El alcohol polivinílico ha sido y sigue siendo el coadyuvante más
empleado en la mayoría de métodos de encapsulación, además de ser
un polímero muy empleado en la industria farmacéutica. Sin
embargo, los niveles de PVA tras la administración parenteral (e
intraarticular, por extensión) deben controlarse puesto que puede
afectar a la recaptación intracelular de las nanopartículas, además de
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provocar efectos secundarios como la infiltración a órganos y tejidos
(Finley 1961, McGee y cois. 1997, Sahoo y cois. 2002).
Como parte del trabajo experimental se aborda el estudio de
alternativas a este polímero.

4.12.1. Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC)
Como primera aproximación a la sustitución del PVA se ensaya la
HPMC, por ser un polímero muy utilizado en la industria
farmacéutica, de contrastada eficacia como agente emulsificante y
coadyuvante en la encapsulación de sustancias (Gabor y cois. 1999,
Rowe y cois. 2003).
Para evaluar su idoneidad en los sistemas experimentales objeto de
estudio se realizan distintas pruebas, a las condiciones que se
describen a continuación (tabla 4.17).

Coadyuvante %PolímeroEnsayo
PLGA 50/50 HPMC 2%NC-1

PLGA 85/15 HPMC 2%NC-2

PLGA 50/50 HPMC 0,5%NC-3

PLGA 50/50NC-4 HPMC 0,5%
Tabla 4.17. Referencias elaboradas con HPMC en diclorometano/acetona.

Para la obtención de las nanoesferas se utiliza el método original de
emulsificación espontánea-difusión de disolvente, que emplea como
disolventes diclorometano y acetona (2:1). En la figura 4.11 se
esquematiza brevemente el método de elaboración.
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PLGA
Indometacina
Diclorometano

Acetona

HPMC

Agua

Emulsificación -Turboagitación

1
Evaporación en reactor con vacíoI

Ultracentrifugación
i

Lavado de las nanoesferas,
ultracentrifugación,

decantación

I
Secado en estufa de vacío

Fig. 4.11. Esquema del proceso de encapsulación con el método de
emulsificación espontánea-difusión de disolvente empleando HPMC como
coadyuvante.

En la tabla 4.18 se muestran los resultados de la valoración de los 4

lotes fabricados con HPMC. En todos los casos se obtienen eficacias
de encapsulación superiores al 79%, así como rendimientos del
proceso comprendidos entre el 55% y 75%.

Eficacia de

Encapsulación
Contenido teórico

en activo
Contenido en

activo
Rendí-
mientoEnsayo

% % % %
NC-1 79,94 9,09 7,26 69,38
NC-2 89,17 9,13 8,14 75,51
NC-3 83,99 9,09 7,64 55,88
NC-4 87,87 9,13 8,02 68,54

Tabla 4.18. Resultados del análisis de los lotes con HPMC.

Las principales diferencias entre lotes aparecen al analizar las
características morfométricas de las nanoesferas por difracción láser.
Los datos que se presentan corresponden al promedio de 3 lecturas.
En la figura 4.12 se observa que aparecen 2 grupos bien diferenciados,
según el tamaño promedio de partícula.
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Fig. 4.12. Tamaño promedio de los ensayos elaborados con HPMC.

Al analizar los valores en detalle (tabla 4.19) se observa que la
referencia NC-2 es las que presenta un tamaño medio de partícula 3
veces inferior a las referencias NC-1, NC-3 y NC-4. Esta referencia
NC-2 corresponde al lote fabricado con HPMC al 2% y PLGA 85/15.

MEDIA

mn ± DS
MEDIANA MODA

Dio% D25% D50% D75% Dt)0%
¿un |im

NC-l 1,013 ± 0,006 0,957 0,829 0,591 0,721 0,957 1,340 1,875
NC-2 0,380 ± 0,030 0,345 0,297 0,182 0,238 0,345 0,551 0,910
NC-3 0,972 ± 0,017 0,917 0,9170,829 0,552 0,681 1,305 1,854
NC-4 1,095 ± 0,008 1,041 0,910 0,650 0,790 1,041 1,441 1,981

Tabla 4.19. Caracterización morfométrica de los lotes elaborados con HPMC.

Tras los resultados obtenidos con HPMC como coadyuvante se
procede a la fabricación de los mismos lotes sustituyendo los
disolventes originales (diclorometano y acetona) por acetato de etilo y
acetona en la misma proporción 2:1 (tabla 4.20). El objetivo de este
cambio es utilizar el mismo método de elaboración de nanoesferas

(figura 4.11), pero sustituyendo el diclorometano por acetato de etilo,
como una primera aproximación al método de elaboración verde que
se pretende abordar en la última parte del trabajo experimental.
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Coadyuvante %PolímeroEnsayo
PLGA 50/50 HPMC 2%NCA-1

PLGA 85/15 HPMC 2%NCA-2

PLGA 50/50 HPMC 0,5%NCA-3

PLGA 50/50NCA-4 HPMC 0,5%
Tabla 4.20. Referencias elaboradas con HPMC en acetato de etilo/acetona.

En ningún caso es posible la obtención de las nanoesferas.
A fin de mejorar la estabilidad de la emulsión formada al mezclar las
dos fases, se realizan pruebas incorporando como estabilizante del
sistema Solutol® HS15 al 3%. Se observa que al formar la emulsión
aumenta la turbidez de la misma, indicativo de la formación de las
nanoesferas, pero analizadas al microscopio óptico se observa que
hay muy poca cantidad de nanoesferas. A pesar de esta observación,
se continua con el proceso de encapsulación y tras la evaporación y

ultracentrifugación, el residuo seco que es posible separar en los
distintos lotes es prácticamente despreciable, incluso aumentando los
tiempos y velocidades de centrifugación.
Como conclusión, se descarta la utilización de HPMC como potencial
sustituto del PVA porque se pretende encontrar un coadyuvante
suficientemente versátil que permita el empleo de distintos
disolventes y condiciones de trabajo.

4.12.2. Poloxámero 188

Otro de los excipientes elegidos para sustituir al PVA es el
poloxámero 188. Al igual que la HPMC, el poloxámero 188 es un

polímero muy utilizado en la industria farmacéutica, de contrastada
eficacia

encapsulación de sustancias (Duun y cois. 1997, Rowe y cois. 2003).
Se realizan distintas pruebas, a las condiciones que se describen a
continuación (tabla 4.21).

agente emulsificante y coadyuvante en lacomo

Polímero Coadyuvante %Ensayo
PLGA 50/50NC-5 Poloxámero 188 2%

NC-6 PLGA 85/15 Poloxámero 188 2%
NC-7 PLGA 50/50 Poloxámero 188 0,5%

PLGA 85/15NC-8 Poloxámero 188 0,5%
Tabla 4.21. Referencias elaboradas con poloxámero 188 en
diclorometano/acetona.
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Para la obtención de las nanoesferas se utiliza el método de SESDM,
empleando como disolvente el diclorometano y la acetona. En la
figura 4.11 se esquematiza brevemente el método de elaboración
empleado, con la salvedad de que en este caso se sustituye la HPMC
por poloxámero 188.
En la tabla 4.22 se muestran los resultados de la valoración de los 4
lotes. En todos los casos se obtienen eficacias de encapsulación
superiores al 80%, así como rendimientos del proceso entre el 66% y
el 84%.

Contenido
teórico en

activo

Contenido en

activo
Eficacia de

Encapsulación
Rendimiento

Ensayo %
%%

%
7,90 66,91NC-5 86,85 9,09

NC-6 87,77 9,09 7,98 84,27
NC-7 7,49 70,7082,37 9,09
NC-8 80,41 9,13 7,34 74,04
Tabla 4.22. Resultados del análisis de los lotes con poloxámero 188.

Las principales diferencias entre lotes aparecen al analizar las
características morfométricas de las nanoesferas por difracción láser.
Los datos que se presentan corresponden al promedio de 3 lecturas.
Según se observa en la figura 4.13, aparecen 3 grupos bien
diferenciados según el tamaño promedio de partícula.

Diff*r*ntlal r.unacr <Av*rag*>
NC-S pfom**c
NC-6 pión*tito9- NC-7 p(ont*«o
NC-8 promedio6 5

e

7 5

I 5

6

55

i

| 4 5-
Z 4 .

J.6 -

J

2.6-

2

16

1

0 5

0 04 0 06 Z 0.4 o!6 10.2 T 6 . ,0T » <0 K
Partid* Di*m*l*r ipm)

Fig. 4.13. Tamaño promedio de los 4 ensayos con poloxámero 188.
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Al analizar los valores en detalle (tabla 4.23) se observa que las
referencias NC-7 y NC-8 presentan un tamaño medio de partícula
diez veces inferior a la referencia NC-5 y tres veces inferior a la
referencia NC-6. Estos datos coinciden con las referencias que
presentan un porcentaje más bajo de poloxámero,
independientemente del tipo de polímero empleado.

MODAMEDIA

¿un ± DS
MEDIANA

Dio% D25% E>50% D7570 D90%
jun jim

0,705NC-5 1,117 ±0,003 1,121 0,999 0,854 1,121 1,537 2,108
NC-6 0,390 ±0,007 0,348 0,297 0,220 0,266 0,348 0,496 0,805
NC-7 0,080 0,061 0,076 0,104 0,1600,117 ±0,008 0,104 0,267
NC-8 0,101 ±0,001 0,092 0,081 0,058 0,071 0,092 0,131 0,198

Tabla 4.23. Caracterización morfométrica de los lotes con poloxámero 188.

Tras los resultados obtenidos con el poloxámero como coadyuvante
se procede a la fabricación de los mismos lotes sustituyendo los
disolventes originales (diclorometano y acetona) por acetato de etilo y
acetona en la misma proporción. Los lotes se elaboraron según el
método descrito anteriormente de SESDM (tabla 4.24).

Coadyuvante %Ensayo Polímero
NCA-5 PLGA 50/50 Poloxámero 188 2%

PLGA 85/15NCA-6 Poloxámero 188 2%
NCA-7 PLGA 50/50 Poloxámero 188 0,5%
NCA-8 PLGA 85/15 Poloxámero 188 0,5%

Tabla 4.24. Referencias elaboradas con poloxámero 188 en acetato de
etilo/acetona.

Al igual que en el caso de las referencias elaboradas con HPMC, ha
sido necesario añadir un 3% de Solutol® HS15 para aumentar la
turbidez (que es indicativo de que se está produciendo la
encapsulación) de la emulsión resultante tras mezclar las fases acuosa
y orgánica. El análisis en microscopio óptico confirma la formación
de las nanoesferas. Al analizar las muestras se observan diferencias
relevantes entre los distintos lotes (tabla 4.25). Como puede
observarse, las referencias NCA-5 y NCA-6 muestran unas eficacias
de encapsulación superiores al 96%, así como unos rendimientos
superiores al 87%. En cambio, las referencias NCA-7 y NCA-8
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muestran unos resultados muy bajos en las eficacias de encapsulación
y en los rendimientos globales del proceso.

Contenido teórico
en activo

Contenido
en activo

Eficacia de

Encapsulación
Rendimiento

Ensayo %
% %%

NCA-5 96,14 9,08 8,73 89,25
NCA-6 87,3796,20 9,15 8,81
NCA-7 9,08 1,98 2,3821,83
NCA-8 9,15 2,28 2,6524,96

Tabla 4.25. Resultados del análisis de los lotes elaborados con poloxámero
188 en acetato de etilo y acetona.

Estos resultados ponen de manifiesto la necesidad de trabajar con
concentraciones altas de poloxámero para poder obtener
encapsulaciones eficaces de indometacina.
A continuación se estudia el efecto en la encapsulación de
indometacina empleando los mismos coadyuvantes que dieron los
mejores resultados (poloxámero 2% y Solutol® HS15 3%), pero en
presencia de acetato de etilo como único disolvente en la fase
orgánica. A fin de evitar la presencia de otros parámetros que
pudieran afectar al sistema, se fija como polímero el PLGA 50/50.
También se elaboran lotes con los mismos coadyuvantes, pero
doblando su concentración, es decir, poloxámero 4% con Solutol®
HS15 al 6% (tabla 4.26).

Ensayo Polímero Coadyuvante %
NCB-1 PLGA 50/50 , Poloxámero 188 2% Solutol HS15 3%
NCB-2 PLGA 50/50 Poloxámero 188 4% Solutol HS15 6%

Tabla 4.26. Referencias elaboradas con poloxámero 188 en acetato de etilo.

En la tabla 4.27 se presentan los resultados obtenidos tras el análisis
de los lotes NCB-1 y NCB-2.
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Contenido teórico
en activo

Contenido
en activo

Eficacia de

Encapsulación
Rendimiento

Ensayo %
% %%

NCB-1 21,97 9,47 2,08 70,10
NCB-2 9,52 5,82 47,1761,15

Tabla 4.27. Resultados del análisis de los lotes elaborados con poloxámero
188 en acetato de etilo como único disolvente.

Puede observarse por los resultados de la tabla 4.27 que se obtienen
unos resultados globales con eficiencias de encapsulación muy bajas.
Como se comenta en el capítulo 7, es conocido el efecto que produce
el pH en la eficacia de encapsulación, por lo que se decide trabajar
con la fase acuosa ajustada a pH 3,5 (pH inferior al del pKa de la
indometacina, que es de 4,5) para intentar mejorar los resultados
obtenidos. En la tabla 4.28 se resumen los resultados experimentales
hallados tras la valoración de las nuevas referencias.

Eficacia de

Encapsulación
Contenido teórico

en activo
Contenido
en activo

Rendimiento
Ensayo %% % %
NCC-1 21,26 9,30 1,98 70,34
NCC-2 19,21 9,32 1,79 76,81

Tabla 4.28. Resultados del análisis de los lotes elaborados con poloxámero
188 en acetato de etilo como único disolvente y pH fase acuosa 3,5.

A pesar de observarse una mejora en los rendimientos del proceso de
encapsulación, las eficacias de encapsulación continúan presentando
unos valores muy bajos. En este caso se descarta también la
utilización de poloxámero 188, por las mismas razones expuestas
para descartar el uso de HPMC.

4.12.3. Quitosano

Como otra alternativa más al PVA se plantea el uso quitosano. Como
ya se ha comentado, el quitosano es un polímero muy estudiado en el
campo de la encapsulación, si bien su actividad como coadyuvante
por sí solo en la formación de nanoesferas es poco conocida.
Se realiza una primera aproximación de encapsulación de
indometacina aplicando el método de emulsificación espontánea-
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difusión de disolvente (ver figura 4.11) utilizando como coadyuvante
una solución acuosa de quitosano al 0,08%, puesto que habitualmente
se utiliza a concentraciones inferiores al 0,1% (Kulkarni y cois. 2003).
Las soluciones de quitosano se preparan con ácido glicólico al 1%,
proporcionando un pH final de 2,4. Por la experiencia adquirida en el
estudio de los coadyuvantes alternativos se conoce que las
dificultades de encapsulación aparecen al trabajar con acetato de
etilo, por lo que es este caso se aborda directamente el empleo acetato
de etilo como único disolvente.

Coadyuvante %PolímeroEnsayo
PLGA 50/50NCD-1 Quitosano 0,08%

Los análisis por microscopía óptica confirman la formación de
nanoesferas y en la valoración de las muestras se observa un valor de
eficacia de encapsulación del 99,79%. Estos resultados inducen a
pensar que el quitosano puede ser un buen candidato a sustituir el
PVA en su papel de coadyuvante en la formación de las nanoesferas.
En la tabla 4.29 se adjuntan los valores obtenidos tras la valoración
del lote NCD-1.

Eficacia de

Encapsulación
Contenido teórico

en activo
Contenido
en activo

Rendimiento
Ensayo %

% % %
NCC-1 99,79 9,21 9,19 34,27

MEDIA

p.m ± DS
MEDIANA MODA

E>10% Ü25% 1350% E>75% Dso%
jim üjn

NCC-1 0,509 ± 0,024 0,479 0,431 0,317 0,377 0,479 0,640 0,884

Tabla 4.29. Resultados del análisis del lote elaborado con quitosano en
acetato de etilo como único disolvente.

El bajo valor del rendimiento de encapsulación no se considera
significativo, puesto que este ensayo corresponde a una aproximación
para fijar las condiciones experimentales del diseño factorial. En este
caso el bajo rendimiento del proceso se atribuye a que al utilizar
acetato de etilo como disolvente la evaporación es muy lenta. Para
futuros ensayos se plantea el uso de un agitador con vacío, así como
el calentar ligeramente la muestra para logra aumentar el
rendimiento del proceso de encapsulación.
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4.13. Puesta a punto de los parámetros de proceso para el
diseño factorial de la serie "F": comparación de métodos

Se plantean unos experimentos iniciales previos al inicio del diseño
factorial, destinados a confirmar la idoneidad de los parámetros de
proceso. Se pretende comparar el método de SESDM con el de
salificación.

4.13.1. Selección de los parámetros de proceso y condiciones
experimentales
Se estudia la formación de nanoesferas empleando poloxámero 188
como coadyuvante en la fase acuosa y acetato de etilo en la fase
orgánica, como único disolvente. En el método de salificación se elige
el cloruro cálcico hexahidrato como sal, en base a los resultados
obtenidos en el diseño factorial de la serie "S", puesto que es la sal
con la que se consiguen eficacias de encapsulación superiores
(capítulo 7). Como concentración de partida del coadyuvante se elige
poloxámero 188 al 2% porque ensayos previos (descritos en el
capítulo 4.12.2) mostraron la idoneidad de esta concentración. Como
segunda concentración de poloxámero se elige el 4% puesto que tal y
como se describe en el mencionado capítulo, se observa que
concentraciones altas de poloxámero producen más altas eficacias de
encapsulación.
En la tabla 4.30 se resumen las condiciones ensayadas.

% CoadyuvanteMétodo CoadyuvanteEnsayo
Salificación PoloxámeroNCD-1 4

SalificaciónNCD-2 Poloxámero 2
NCD-3 PoloxámeroEvaporación 4

NCD-4 PoloxámeroEvaporación 2

Tabla 4.30. Referencias elaboradas con poloxámero 188 en acetato de etilo
comparando dos métodos distintos de elaboración de nanoesferas.

Los métodos de elaboración se describen en detalle en el capítulo 8
(diseño factorial serie "F"), siendo el método de salificación el
empleado para los ensayos NCD-1 y NCD-2 y el de SESDM el
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método empleado para los ensayos NCD-3 y NCD-4. Las primeras
diferencias entre los ensayos aparecen durante la evaporación del
disolvente, puesto que a temperatura ambiente el proceso de
evaporación se prolonga durante más de 10 horas. También surgen
dificultades durante la centrifugación, puesto que tras decantar el
sobrenadante, en las referencias NCD-1 y NCD-2 el residuo
sedimentado presenta un aspecto de gel, sobretodo en la referencia
NCD-2. En la observación al microscopio óptico de muestras de dicho
gel se constata que está formado por nanoesferas, por lo que se
continúa con el proceso de lavado de la muestra. Tras dos lavados del
lote NCD-1 ya no es posible separar ningún residuo, ni en forma de
gel. En la referencia NCD-2 sí que es posible su separación, pero es
necesario secar en estufa de vacío durante el doble de tiempo que en
el resto de referencias. Los resultados del análisis de las muestras se

describen en la tabla 4.31.

Eficacia de

Encapsulación
Contenido teórico

en activo
Contenido en

activo
Rendí-
mientoEnsayo

% % % %

NCD-1

NCD-2 85,94 9,34 8,03 59,19
NCD-3 96,24 8,72 84,429,06
NCD-4 97,19 9,16 8,90 88,02

Tabla 4.31. Resultados del análisis de los lotes elaborados con poloxámero
188 en acetato de etilo como único disolvente y comparando dos métodos de
elaboración de nanoesferas.

Como puede observarse, se obtienen unos valores de eficacia de
encapsulación superiores al 85% en todos los casos, si bien las
dificultades en la separación de la muestra aparecidas en el ensayo
NCD-2 se ven reflejadas con un valor del rendimiento bastante
inferior al de los otros lotes.
Se repiten las experiencias NCD-1 y NCD-2 incorporando cantidades
variables de Solutol® HS15 (del 3 al 6%) junto con el poloxámero 188,
pero no es posible mejorar los resultados obtenidos trabajando con el
poloxámero 188 solo. A continuación se preparan las mismas
referencias NCD-1 y NCD-2 sustituyendo el disolvente original
(acetato de etilo) por acetona, con el principal objetivo de aumentar la

V
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velocidad de evaporación del disolvente orgánico del sistema y
aumentar el rendimiento del proceso. En paralelo se realizan dos
experiencias más incorporando junto con el poloxámero 188 un 1% de
PVA Mowiol® 4-88, aplicando igualmente la técnica de salificación. El
objetivo de esta combinación es reforzar el papel del coadyuvante en
la formación de las nanoesferas porque los resultados preliminares
inducen a pensar que el poloxámero solo no proporciona la suficiente
estabilidad a las nanoesferas recién formadas. Las nuevas condiciones

ensayadas se resumen en la tabla 4.32.

% CoadyuvanteCoadyuvanteEnsayo Método

Salificación PoloxámeroNCD-5 4

NCD-6 Salificación Poloxámero 2

Salificación Poloxámero: MowiolNCD-7 4:1

NCD-8 Salificación Poloxámero: Mowiol 2:1

Tabla 4.32. Referencias elaboradas con poloxámero 188 (con/sin Mowiol®)
en acetona.

Las reacciones se monitorizan con el microscopio óptico, pudiéndose
observar la formación de nanoesferas en los 4 lotes. La evaporación
del disolvente a temperatura ambiente se efectúa en 6 horas. El
proceso de centrifugación y lavado de las muestras se realiza sin que
se observe la aparición de gel, sino que se forma un residuo sólido de
fácil resuspensión, especialmente en las referencias NCD-7 y NCD-8.
En la tabla 4.33 se muestran los resultados de la valoración de las
muestras.

Contenido
teórico en

activo

Eficacia de

Encapsulación
Contenido en

activo Rendimiento
Ensayo %

% %
%

NCD-5 87,83 9,24 8,12 59,28
NCD-6 98,16 9,33 9,15 63,15
NCD-7 35,43 9,14 3,24 21,68
NCD-8 78,93 9,07 7,16 65,38

Tabla 4.33. Resultados del análisis de los lotes elaborados con poloxámero
188 en acetona como único disolvente y analizando el efecto de la
incorporación de PVA junto con el poloxámero.
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Pese a que los resultados obtenidos que se muestran en la tabla 4.33
inducen a pensar que no es necesaria la presencia del PVA para
obtener unos resultados satisfactorios de EE y rendimientos, durante
el proceso de elaboración se observan más ventajas en las referencias
que contienen PVA: el residuo sólido del centrifugado resuspende
más fácilmente cuando está presente el PVA. Tras el secado de las
nanoesferas en estufa de vacío, también se observa un mejor aspecto
del polvo correspondiente a las referencias que incorporan PVA,
presentando mayor fluidez. Por estos motivos se elige incluir el PVA
en los próximos ensayos a realizar con el objetivo de mejorar los
resultados de eficacias de encapsulación y rendimiento tras el ajuste
de los parámetros de proceso en el diseño factorial.
Siguiendo el mismo razonamiento, se estudia el resultado de la
incorporación de un 1% de PVA (Mowiol® 4-88) en las referencias que
emplean como coadyuvante el quitosano, en el método de
salificación, y en presencia de acetona como disolvente de la fase
orgánica. En la tabla 4.34 se detallan las condiciones de los distintos
lotes. El método de elaboración se describe en detalle en el capítulo 8.

Ensayo Método Coadyuvante % Coadyuvante
NCD-9 Salificación Quitosano 0,08
NCD-10 Salificación Quitosano 0,03
NCD-11 Salificación Quitosano: Mowiol 0,08:1
NCD-12 Salificación Quitosano: Mowiol 0,03:1

Tabla 4.34. Referencias elaboradas con quitosano (con/sin Mowiol®) en
acetona.

Al cabo de aproximadamente 1 hora de haberse iniciado la fase de
evaporación del disolvente orgánico, se observa la aparición de una
coloración amarilla en las emulsiones correspondientes a los lotes
NCD-9 y NCD-10. Al observarse en el microscopio óptico se constata
la presencia de una cierta cantidad de diminutos cristales aciculares y
en cambio apenas hay nanoesferas visibles, por lo que se decide
discontinuar estas 2 referencias. La coloración amarilla, típica de la
indometacina en solución, es indicativo de que aunque inicialmente
hubiera encapsulación del activo, las nanoesferas embrionarias no
tienen la cubierta lo suficientemente consistente para soportar el
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proceso de evaporación de disolvente. Esto indica que el quitosano
por sí solo no es un coadyuvante adecuado en el método de
salificación y en las condiciones experimentales ensayadas. En
cambio, las referencias que incorporan un 1% de Mowiol® pueden
culminar el proceso sin problemas. En la tabla 4.35 se muestran los
resultados de la valoración de los lotes NCD-11 y NCD-12, donde
destaca que además de poder encapsular con éxito el principio activo,
los resultados de la eficacia de encapsulación y el rendimiento del
proceso son superiores al 80%. Se fijan estos parámetros para el
diseño factorial de la serie "F".

Contenido
en activo

Eficacia de

Encapsulación
Contenido teórico

en activo
Rendimiento

Ensayo %
% %%

NCD-9

NCD-10

NCD-11 9,00 7,82 82,6186,91
NCD-12 9,09 8,37 84,6092,04

Tabla 4.35. Resultados del análisis de los lotes elaborados con quitosano en
acetona como único disolvente y analizando el efecto de la incorporación de
PVA junto con el quitosano.

4.13.2. Ajuste de los parámetros de proceso para evitar la formación
de cristales

Al observar los medios de reacción de los 8 ensayos de la serie “F" al
microscopio óptico (ver capítulo 8) se aprecia que en las referencias
que incorporan el quitosano como coadyuvante hay presencia de
cristales aciculares en el medio de encapsulación, sobretodo en las
referencias de quitosano con evaporación de disolvente (figura 4.14).
A continuación se procede a la identificación de la naturaleza de los
cristales.

Se analizan al microscopio óptico las soluciones de PVA y quitosano,
sin observarse cristales. Se elaboran placebos de las nanoesferas
correspondientes a las referencias F2 y F6 (ver detalles de
composición en el capítulo 8) y tras la evaporación del disolvente ya
no se observan cristales en el medio, lo que parece indicar que el
origen de los cristales puede estar en la precipitación de la
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indometacina. Esta precipitación se atribuye a que para conseguir
tener solubilizado el quitosano se acidifica el pH del medio hasta un
valor cercano a 1. A continuación se repiten los ensayos ajustando el
valor de la fase acuosa a pH 3,5. Siguen apareciendo cristales en el
medio, aunque de tamaño inferior y en menor cantidad.
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Fig. 4.14. Imagen de microscopio óptico de la referencia F6 (200 aumentos).

Se analizan el resto de lotes de la serie "F" al microscopio y se
observa presencia de cristales, en menor medida en las referencias F1
y F6, lo que parece indicar que el origen de los cristales radica en la
precipitación de la indometacina en el medio de reacción durante la
evaporación del disolvente en el proceso de nanoencapsulación.
Para comprobar el efecto del pH en los medios de reacción se realizan
4 ensayos:

1. Se mezclan 50 mL de quitosano al 0,08% disuelto en ácido
glicólico al 1% con 12 mg de indometacina previamente
disuelta en 22 mL de acetona. El pH de la fase acuosa se
ajusta a 2,3.

2. Se mezclan 50 mL de quitosano al 0,08% disuelto en ácido
glicólico al 1% con 12 mg de indometacina previamente
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disuelta en 22 mL de acetona. El pH de la fase acuosa se
ajusta a 5,2 con una solución 10 M de hidróxido sódico.

3. Se mezclan 50 mL de quitosano al 0,08% disuelto en ácido
glicólico al 1% con 12 mg de indometacina previamente
disuelta en 22 mL de acetona. El pH de la fase acuosa se

ajusta a 9,3 con una solución 10 M de hidróxido sódico.
4. Se mezclan 50 mL de quitosano al 0,08% con 1% de PVA

Mowiol® disuelto en ácido glicólico al 1% con 12 mg de
indometacina previamente disuelta en 22 mL de acetona. El
pH de la fase acuosa se ajusta a 3,5 con una solución 1 N de
ácido clorhídrico.

Se mezclan las 2 fases 1 minuto con el turboagitador. A continuación
se observan las 4 soluciones al microscopio óptico y no se observa
presencia de cristales en ninguno de los 4 ensayos.
Se procede a la evaporación del disolvente mediante agitación
magnética y calentando las soluciones hasta 25 °C durante una hora y
media. Transcurrido este tiempo se vuelven a observar las 4
soluciones al microscopio y se observan distintos resultados:
Muestra 1: Aparecen gran cantidad de cristales aciculares, de aspecto
flexible.

Muestra 2: No se observa presencia de cristales aciculares, pero en
cambio se observa que la solución empieza a gelificar.
Muestra 3: No se observan cristales aciculares, pero el medio tiene
textura de gel.
Muestra 4: En presencia de Mowiol®, se observan pocos cristales
aciculares, pero de mayor tamaño y de consistencia más rígida.

A continuación se filtran las 4 muestras por separado con un filtro de
celulosa (es una filtración grosera, ya que se pretende que separar las
nanoesferas de los cristales) y se observan las soluciones al
microscopio. Se constata que en la muestra 4 la filtración ha sido muy
eficaz, puesto que sólo se detecta la presencia de las nanoesferas, sin
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que se observen cristales. Se fija por lo tanto el pH del medio a 3,5
para la realización de los ensayos del diseño factorial de la serie "F".

Con la finalidad de verificar la naturaleza de los cristales de forma

precisa, se pone a punto el método de valoración de indometacina
por HPLC descrito en la USP XXVII.

■ La fase móvil es una mezcla de acetonitrilo y una solución
reguladora compuesta por la disolución 0,01 M NaP^PCX y
0,01 M Na2HP04 (1 a 1).

■ Las lecturas se realizan con el HPLC y el detector de UV-Vis a
318 nm.

■ Se emplea una columna 4 mm x 30 cm, 10 pm, packLhip L1
(ODS).

■ Se fija el flujo en lmL/min y el volumen de inyección en 20 pl.

Se prepara una recta patrón con indometacina disuelta en fase móvil.
La fase móvil contiene un 40% de acetonitrilo y un 60% de la solución
de fosfatos, apareciendo el pico a los 4 minutos. En las tablas 4.36 a
4.38 se muestran los datos de la recta de calibración y cálculos
relacionados.

Áreas (mV)Concentración (m^mL)
0,00 0,00

0,04 98,84
0,06 135,75
0,08 181,76
0,1 226,51

0,14 347,46

0,16 392,98

Tabla 4.36. Valores de la recta de calibración de indometacina disuelta en la
fase móvil.

En la figura 4.15 se representa la curva de regresión ajustada de la
recta de calibrado.
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Estadísticas de la regresión

Coeficiente de correlación múltiple
Coeficiente de determinación R2
R2 ajustado

Error típico
Observaciones

0,9978739

0,99575231

0,99490278

9,85588426

7

ANÁLISIS DE VARIANZA

Promedio de
Grados de Suma de
libertad cuadrados

Valor critico
deF

Flos
cuadrados

Regresión
Residuos

113857,084 113857,084 1172,11134 3.9987E-07

485,692273 97,1384546

114342,776

1

5

Total 6

Coeficientes Error típico Estadístico t Probabilidad Inferior 95% Superior 95%

Intercepción -6,6028048 7,03261607 -0,93888317 0,3908954 -24,680690 11,4750807

2649,74726Variable X 1 2464,68902 71,9909157 34,2361116 3.9987E-07 2279,63079

Tabla 4.37. ANOVA de la recta de calibrado.

Análisis de los residuales

Observación Pronóstico para Y Residuos Residuos estándares
1 -6,602804878 6,602804878

91,9847561 6,855243902
141,2785366 -5,528536585
190,5723171 -8,812317073
239,8660976 -13,35609756
338,4536585 9,006341463
387,747439 5,232560976

0,733877362
0,761935027
-0,614476412
-0,979456478
-1,484480888
1,001021572
0,581579816

2

3
4

5
6

7

Tabla 4.38. Análisis de los residuales de la recta de calibrado.

Curva de regresión ajustada

5- 400,00

¡» 200,00 -
£

£ y = 2464,7x- 6,6028< 0,00 + ■ I

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20

Concentración (mg/mL)

Fig. 4.15. Curva de regresión ajustada de la recta de calibrado.
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Para verificar la naturaleza de los cristales, se toma como patrón una
muestra de la referencia F5 liofilizada (ver detalles de composición en
el capítulo 8). Se resuspende la muestra en agua Milli-Q y se efectúan
los ensayos que se detallan a continuación (tabla 4.39). Las lecturas se
realizan previa dilución de la muestra en fase móvil.

Concentración
de principio

activo

Cantidad de
indometacina

Área
promedio

Comentarios

(mg)(mfi/mL)
(1) Filtrar por
0,45 pm. Se
mide la

cantidad de
indometacina

en el filtrado

Quedan los
cristales y las
nanoesferas
retenidas en el

filtro.

0,0560,253 0,0028

Esta cantidad de
indometacina se

atribuye a la que
está presente en
el interior de las

nanoesferas, que
son las únicas

que están en el
filtrado*

(2) Filtrar con
papel de

celulosa. Se
mide la

cantidad de
indometacina

en el filtrado

64,09 0,0287 0,574

(3) Lavado del
filtro de

celulosa con

fase móvil

Cantidad
atribuible a la
indometacina

cristalizada

88,36 0,0385 0,385

(disolución de
los cristales)
(4) Disolución
de la muestra
en fase móvil

Cantidad total
de indometacina193,01 0,0810 0,810

Tabla 4.39. Resumen de las condiciones ensayadas en la identificación de la
naturaleza de los cristales.

* Se han analizado todos los filtrados en el microscopio óptico a 400
aumentos. En este caso se verifica que sólo hay nanoesferas y no se detectan
cristales.
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Tras estos primeros ensayos se decide la inclusión de dos nuevos
parámetros que se aplican por igual a todas las experiencias del
diseño factorial de la serie

—> Ajuste del pH de la fase acuosa a 3,5
—> Filtración de los medios (una vez concluida la evaporación

del disolvente orgánico y antes de ultracentrifugar) por un filtro de
papel de celulosa.

4.14. Puesta a punto del proceso de liofilización

En este capítulo se describe el estudio de la liofilización de las
suspensiones de nanoesferas. Se ha elegido la técnica de liofilización
para estabilizar las nanoesferas porque es un proceso que permite la
rápida resuspensión de las muestras, permite la obtención de
preparados estériles y son procesos fácilmente escalables e
industrializables.

Se estudia la necesidad de añadir algún crioprotector al sistema y en
caso afirmativo, cuál es el más idóneo. Los crioprotectores estudiados
han sido la sacarosa, lactosa, manitol, glicina y trehalosa y se han
añadido en una concentración del 2% (p/v), que es la habitualmente
utilizada en la liofilización farmacéutica.
Tras los 3 centrifugados para limpiar las muestras (ver apartados 4.1
y 4.2), el sólido resultante se resuspende en 25 mL de agua Milli-Q. A
continuación se llenan los viales con 2 mL de la solución con

crioprotector (si procede) y con 3 mL de la suspensión de
nanoesferas. Los viales se dejan en el liofilizador, en las condiciones
descritas en el capítulo 3.5. Se evalúan las muestras antes y después
de liofilizar y los parámetros que se estudian son las características
morfométricas de las nanoesferas, el pH, la resuspensión de las
muestras liofilizadas y la agregación de las muestras reconstituidas.

4.14.1. Caracterización morfométrica
A continuación se describen las características morfométricas de las
muestras antes y después de liofilizar, una vez reconstituidas con

agua Milli-Q. Los estudios de selección del agente crioprotector se
realizan empleando como formulación tipo la referencia F5 (tabla
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4.40). En las dos primeras filas se incluyen los valores para las
nanoesferas F5 y en las dos siguientes los datos para el F5 placebo
(F5P). A continuación se evalúa el efecto de la adición de los distintos
crioprotectores sobre las nanoesferas placebo (F5P) y las nanoesferas
con indometacina (F5) después de liofilizar, en ambos casos. Los
datos corresponden al promedio de 3 muestras analizadas. Los
valores de tamaño de partícula corresponden al promedio de 10
campos (de cada muestra), con un número aproximado de 5000
partículas totales medidas por microscopía óptica.

DSMODAMEDIA MEDIANA
Dio% D25% Dso% D75"/» D90%

JimJim Jim Jim
F5

antes de
liofilizar

0,888 0,702 0,520 0,77 0,440 0,524 0,702 1,027 1,464

F5
1,756 1,476 1,15 1,004 1,178 1,476 1,953 2,6721,321liofilizado

F5P

antes de
liofilizar

1,941 1,752 1,592 0,97 1,280 1,464 1,752 2,164 2,733

F5P
liofilizado 1,960 1,698 1,451 1,06 1,223 1,402 1,698 2,166 2,880

F5P
1,990 1,547 1,321 1,77 1,018 1,208 1,547 2,140 3,187glicina

F5 glicina 1,691 1,1151,418 1,204 1,06 0,942 1,418 1,908 2,644

F5P
lactosa 1,956 1,681 1,451 1,11 1,168 1,355 1,681 2,203 2,983

F5 lactosa 1,697 1,416 0,9371,204 1,12 1,111 1,416 1,909 2,647

F5P

manitol 2,094 1,678 1,451 1,59 1,101 1,307 1,678 2,327 3,398

F5 manitol 1,700 1,431 1,321 1,05 0,960 1,130 1,431 1,915 2,639

F5P
sacarosa

2,021 1,745 1,592 1,10 1,230 1,418 1,745 2,271 3,062

F5
1,707 1,427 1,204 1,12 0,953 1,124 1,427 1,916 2,652

sacarosa

F5P
trehalosa 1,853 1,641 1,451 1,167 1,641 2,1040,89 1,343 2,742

F5
1,767 1,484 1,321 1,180 1,484 1,973 2,7181,14 1,004trehalosa

Tabla 4.40. Características morfométricas de las nanoesferas con /sin
agentes crioprotectores.
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Esquemáticamente, los resultados se resumen en las siguientes tablas
4.41 y 4.42. Se utiliza como factor comparativo la media del tamaño
de partícula (en micrómetros) así como el cociente de las medias de
los tamaños de partícula antes (Si) y después de liofilizar (Sf).

Nanoesferas con activo F5P

Antes
Liofilización

Después
Liofilización

Sf/Si1SÍ[ M
(media, pm íDS)

Sin crioprotector 1,00981,941 + 0,97 1,960 ± 1,06
Glicina 1,02521,941 í 0,97 1,990 ± 1,77
Lactosa 1,00771,941 ± 0,97 1,956 ± 1,11
Manitol 1,07881,941 ± 0,97 2,094 + 1,59
Sacarosa 1,04121,941 ± 0,97 2,021 ± 1,10
Trehalosa 0,95981,941 ±0,97 1,853 + 0,89

Nanoesferas con activo F5
Antes

Liofilización
Después

Liofilización
Sf/SiM.

(media, pm +DS)
Sin crioprotector 0,888 í 0,77 1,756 +1,15 1,9774
Glicina 0,888 ± 0,77 1,691 í 1,06 1,9042
Lactosa 1,91100,888 ±0,77 1,697 ± 1,12
Manitol 0,888 ± 0,77 1,700 ± 1,05 1,9144
Sacarosa 0,888 ± 0,77 1,707 ± 1,12 1,9229
Trehalosa 0,888 ± 0,77 1,767 ± 1,14 1,9898

Tablas 4.41 y 4.42. Influencia de los crioprotectores en el tamaño medio de
las nanoesferas antes (Si) y después de liofilizar (Sf).

La observación de las muestras al microscopio electrónico SEM revela
que las nanoesferas conservan la morfología original anterior al
proceso de liofilización. En la figura 4.16 se muestran micrografías de
la referencia S6 -ver detalles de composición en capítulo 7-. Se
observa que las nanoesferas presentan una forma esférica, de cubierta
continua, sin poros y de tamaño homogéneo. Los cristales que se
observan corresponden a los crioprotectores presentes en el medio, en
este caso, manitol.
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Fig. 4.16. Imagen obtenida con SEM de la muestra S6 antes de liofilizar
(imagen izquierda) y después de liofilizar (derecha).

4.14.2. Efecto de la liofilización sobre el valor de pH
Uno de los parámetros a valorar en los liofilizados es el pH, puesto
que es conocido que puede variar unas unidades durante el proceso
de la liofilización. A continuación se adjuntan los valores de pH
obtenidos en las muestras (tabla 4.43).

Valor de pH referencia F5
después de liofilizar

Sin
3,3crioprotector

Glicina 3,2
Lactosa 3,2
Manitol 3,2
Sacarosa 3,3
Trehalosa 3,2

pH original de la referencia F5 antes de
liofilizar: 4,1

Tabla 4.43. Variación del valor de pH antes y después de la liofilización de
las nanoesferas F5.

Según se muestra en la tabla 4.43, ninguno de los crioprotectores
estudiados interfiere en el valor de pH final de las muestras.
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4.13.3. Agregación y resuspensión de los liofilizados
Uno de los parámetros que ayudan a discriminar y valorar la calidad
de los productos liofilizados es su velocidad de resuspensión, que
debe ser idealmente inmediata o con una ligera agitación. Una vez
reconstituida la suspensión se debe valorar si lo hace de forma
homogénea o presenta agregados. Para ello, algunos autores han
definido una escala de agregación (Quintanar-Guerrero y cois. 1998,
Bozdag y cois. 2004) y siguiendo el criterio establecido se han
valorado las series de liofilizados con familias distintas de

crioprotectores (tabla 4.44).

En la escala de agregación se considera:
0 —> Ausencia de agregados
1 —> Pocos agregados
2—> Muchos agregados

En la escala de velocidad de resuspensión se ha establecido:
+ —» Difícil de resuspender manualmente.
++ —> Fácil resuspensión, aunque precisa agitación manual.
+++ —>Resuspensión (prácticamente) inmediata, sin agitación.

Escala de agregación/ velocidad de resuspensión
Nanoesferas Nanoesferas con

placebo F5P activo F5
Sin

2/ + 2/ +crioprotector
Glicina 2¿+ 2/ +
Lactosa 2/ ++ 2/ ++
Manitol 0/ +++ 0/ +++
Sacarosa 0/ ++ 0/ ++
Trehalosa 0/ ++ 0/ ++

Tabla 4.44. Valoración de la agregación y velocidad de resuspensión de las
distintas muestras de liofilizados.

En la figura 4.17 se muestra una micrografía de la muestra S6
liofilizada con lactosa. A diferencia del aspecto de las micrografías de
la figura 4.16, se observa que las nanoesferas están formando



111RESULTADOS

agregados de gran tamaño, lo que justifica las dificultades de
resuspensión de la muestra.

Fig. 4.17. Imagen obtenida por SEM de agregados de nanoesferas de la
muestra F5 liofilizada con lactosa.

Tal y como puede observarse en la tabla 4.44, no aparecen diferencias
significativas entre las muestras liofilizadas de activo y placebo. No
obstante, se observan diferencias en cuanto a la valoración de la
agregación y de la velocidad de resuspensión, quedando patente la
necesidad de incorporar un crioprotector y dentro de éstos, el que
ofrece mejores resultados en cuanto a los parámetros estudiados es el
manitol. Este excipiente presenta, además, una ventaja adicional
sobre el resto de azúcares puesto que es el que comúnmente se
emplea para ajustar la isotonicidad en los inyectables. Esto supone un
beneficio en la formulación del inyectable puesto que con un mismo
excipiente se consigue favorecer la resuspensión del liofilizado y

conseguir la osmolalidad requerida para su aplicación.

Como conclusión se puede afirmar que el análisis de las
características morfométricas de las nanoesferas indica que las
muestras placebo no sufren ningún cambio de tamaño tras la
liofilización, independientemente de la presencia o ausencia de
agentes crioprotectores. En cambio, se observa como característica
común de las nanoesferas con activo que el tamaño de partícula ha
aumentado sensiblemente, llegando en la mayoría de casos a doblar
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el tamaño inicial, es decir, pasando de 880 nm a 1,90 pin. El cociente
Sf/Si pasa del valor 1,0 de las muestras de nanoesferas placebo a un
valor máximo de 1,97 cuando no posee crioprotector, ó 1,98 si el
crioprotector es trehalosa y a un valor mínimo de 1,90 cuando se
adiciona glicina.
Dado que este aumento en el tamaño de las nanoesferas se observa en
todas las muestras, se atribuye a una agregación de las nanoesferas
asociada al proceso de liofilización. En base al estudio de distintos
agentes crioprotectores se ha podido conseguir una formulación que
permite la reconstitución prácticamente inmediata del liofilizado al
añadir el vehículo agua purificada.

A pesar de la buena resuspensión de los liofilizados con manitol al
2% (p/v) y que visualmente no se observen agregados, el aumento en
el tamaño de partícula se atribuye a pequeños agregados de tamaño
micrométrico, por lo tanto no perceptibles a simple vista.
Esta teoría se corrobora tras la observación de las muestras por
microscopía electrónica de barrido (SEM), donde se ven las
nanoesferas individuales, sin presencia de agregados ni cambios
morfológicos respecto a las muestras antes de liofilizar.

Algunos autores atribuyen la formación de los agregados a la
cantidad residual de PVA presente en la cubierta de las nanoesferas.
En este caso se puede afirmar que la formación de agregados se ha
constatado por igual en todas las referencias, independientemente del
porcentaje de PVA que interviene en la formación de las nanoesferas.
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5. VALIDACIÓN DEL MÉTODO
ANALÍTICO

La validación del método analítico es el proceso para confirmar que el
procedimiento analítico empleado para un ensayo específico es
adecuado para el objetivo que se pretende.
Con la finalidad de comprobar la idoneidad del método analítico
frente a los distintos excipientes que puedan estar presentes en las
nanoesferas, los placebos se han preparado con mezcla de todos los
excipientes, a las cantidades teóricas de la formulación.
Los criterios de aceptación de cada uno de los parámetros que se
describen en el capítulo de la validación están basados en los criterios
considerados por la AOAC, por las normativas ICH Q2A y Q2B, así
como en los criterios considerados en la monografía de validación de
métodos analíticos editada por AEFI (Pérez y cois. 2001).
En el estudio de la precisión, en referencia a la repetibilidad del
sistema instrumental, el límite máximo del coeficiente de variación
porcentual se establece en un 1%. Para el resto del estudio
(repetibilidad de la solución patrón, repetibilidad de la solución
problema y estudio de la precisión intermedia) dicho límite se
establece en función del porcentaje en que se encuentra el principio
activo (o analito) en las nanoesferas, según los criterios establecidos
por la AOAC. En este caso, como el porcentaje teórico de
indometacina en las nanoesferas es de 9,09% el límite máximo del
coeficiente de variación porcentual corresponde a 2,7%.
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El criterio de evaluación del estudio de la recuperación del método
(exactitud) para la validación de producto acabado se establece entre
un 95-105%.

Para el estudio de la linealidad, los criterios de aceptación son de
0,995 para el coeficiente de correlación (r) y de 0,990 para el
coeficiente de determinación (r2). Se establece el límite máximo del
coeficiente de variación porcentual para el factor respuesta en un 5%
en el estudio de validación de producto acabado.

5.1. Control de disolventes

Se determina la absorbancia del disolvente, solución reguladora de
fosfatos 0,1 M, pH 7,4 preparado según el método descrito en la
Farmacopea Europea, 5a edición.

Según se muestra en la figura 5.1, la absorbancia del disolvente posee
es de un valor despreciable a 318 nm y en todo el espectro.

0.01776-.

0.00920-

i8.4E-04-
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CD

m -.00792-
cr

-.01648 -

-.02S04

300 400200 500 600 700 800
UBVELENGTH

Annotated Wavelengths:
1 : Wavelength = 318 Result = -0.000168

Fig. 5.1. Absorbancia del disolvente (solución reguladora de fosfatos pH 7,4).
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Por otra parte, también se comprueba el máximo de absorbancia de la
indometacina (^=318 nm) en el medio especificado (figura 5.2).

1.8247-,

1.4532-

cu

1.0618-ex

03
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ca 0.71037-
ex

0.33892-

V
-.03252

600 700 800300 400 500200
UflVELENGTH

Annotated Wavelengths:
Wavelength ■ 318 Result ■ 0.459915

Fig. 5.2. Máximo de absorbancia de la indometacina en la solución
reguladora de fosfatos pH 7,4.

5.2. Selectividad

La USP define la selectividad de un método analítico como su

capacidad de medir con precisión un analito en presencia de
interferencias como pueden ser sus precursores de síntesis,
excipientes, enantiómeros y productos de degradación conocidos que
puedan estar presentes en la muestra (USP 28).
Se prepara una muestra problema de placebo en las mismas
condiciones en las que se tratarían las nanoesferas cargadas con
principio activo y se efectúa un espectro completo al UV (figura 5.3).
Se analiza la aborbancia a la longitud de onda de lectura de la
indometacina, X=318 nm. En todos casos, las lecturas obtenidas son

de valor despreciable, por lo que se puede considerar que el método
analítico de UV-VIS es selectivo, ya que ninguno de los excipientes
ofrece valores de absorbancia significativos que pueda interferir con
la lectura de la absorbancia de la indometacina.
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Valores de absorbancia del placebo
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Figura 5.3. Espectro del placebo en solución reguladora de fosfatos pH 7,4.

5.3. Precisión

La precisión es el parámetro que expresa el grado de concordancia o
de dispersión entre una serie de medidas obtenidas de tomas
múltiples, a partir de una misma muestra homogénea en las
condiciones preestablecidas. El objetivo de su estudio es conocer la
variabilidad del método de ensayo, si bien ésta puede ser debida a
errores aleatorios inherentes al método de ensayo, como por ejemplo
al analista, equipo instrumental, reactivos, etc. La precisión engloba
dos tipos de estudios:

5.3.1. Repetibilidad del sistema instrumental
Capacidad del instrumento para reproducir sus propias medidas. Se
demuestra con lecturas consecutivas de la misma muestra. En la tabla
5.1 se adjuntan los resultados de las absorbancias y del factor de
respuesta de las 7 lecturas correspondientes a una concentración de
0,023 mg/mL. El coeficiente de variación obtenido (CV= 0,76%) es
inferior al 1%, valor límite establecido para la repetibilidad del
sistema instrumental (AOAC). Este resultado demuestra que el
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equipo utilizado para el estudio funciona correctamente para el
método analítico utilizado.

AbsorbanciaLectura

1 0,464355
0,457596
0,454605
0,454193
0,455902
0,459915
0,457306

2

2

4

5

6

7

Media 0,457696
0,003523Sn-1

cv% 0,769739
Tabla 5.1. Resultados obtenidos para el estudio de la repetibilidad del
sistema instrumental.

5.3.2. Repetibilidad del método
Grado de precisión entre los resultados individuales del ensayo
realizado repetidamente sobre una muestra homogénea. Este ensayo
se efectúa sobre una serie de alícuotas de una muestra homogénea
que se analiza independientemente desde la preparación de muestra
hasta las lecturas por el mismo instrumento y el mismo analista. Se
realiza con 7 muestras a la concentración nominal de 0,04 mg/mL.

5.3.2.1, Repetibilidad de la solución patrón: Se muestran los resultados en
la tabla 5.2.

Lectura Concentración Absorbancia Factor de

respuesta(mg/mL)
1 0,0416

0,0416
0,0408
0,0420
0,0420
0,0424
0,0424

0,804031
0,786346
0,769928
0,799057
0,807998
0,815567
0,804748

19,3276
18,9025
18,8708
19,0252
19,2380
19,2351
18,9799

2

2

4

5

6

7

Media

Sn-1
cv%

19,0827
0,1819
0,9533

Tabla 5.2. Resultados obtenidos para el estudio de la repetibilidad de la
solución patrón.
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En este caso el CV es 0,95%, por lo que se puede concluir que con el
método estudiado para la solución patrón se obtiene una buena
repetibilidad, puesto que es inferior a 2,7%, valor fijado para un
intervalo de confianza del 95-105%.

5.3.2.2. Repetibilidad de la solución problema: Se determina el factor
respuesta y el coeficiente de variación igualmente debe ser inferior a
2,7%, que es el valor que se define como especificación. Se valora el
principio activo junto con los excipientes (tabla 5.3).

Factor de

respuesta
Lectura Concentración

Absorbancia
(mfi/mL)
0,0395
0,0407
0,0402
0,0392
0,0407
0,0397
0,0402

0,799103
0,830078
0,825058
0,796616
0,836395
0,810242
0,811005

20,2304
20,3700
20,4983
20,2959
20,5250
20,3834
20,1492

1

2

2

4

5

6

7

Media

Sn-1
CV%

20,3503
0,1364
0,6704

Tabla 5.3. Resultados obtenidos para el estudio de la repetibilidad de la
solución problema.

El CV es 0,67%, por lo que se puede concluir que con el método
estudiado para la solución patrón se obtiene una buena repetibilidad.

5.3.3. Precisión intermedia

Grado de precisión de los datos obtenidos por un mismo analista en
diferentes días y también por analistas diferentes. Se comprueba con
lecturas consecutivas de muestras preparadas desde un principio en
diferentes días por un mismo analista y lecturas de muestras
preparadas por dos analistas diferentes (tablas 5.4 y 5.5).
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Día 2Dial
Lectura Factor de

respuesta
Factor de

respuesta
Concentración Concentración

Absorbancia Absorbancia
(mg/mL)(tna/mL)

19,32761 0,0404 0,788956 19,5286 0,0416 0,804031
2 0,756195 18,7176 0,0416 0,786346 18,90250,0404

0,769928 18,87083 0,0408 0,765562 18,7637 0,0408
0,0408 0,794724 19,4785 0,042 0,799057 19,02514

0,042 0,807998 19,23805 0,0424 0,800614 18,8824
0,815567 19,23516 0,0399 0,74476 18,6376 0,0424

7 0,799759 19,4116 0,0424 0,804748 18,97990,0412
Media

Sn-1
cv%

Media
Sn-1

cv%

19,082719,0600
0,3943 0,1819

0,95332,0692
Media interdia

DS interdía
CV % interdia

19,0713912
0,29530418
1,54841446

Tabla 5.4. Resultados obtenidos para el estudio de la precisión intermedia de
unmismo analista en dos días diferentes.

Analista 1 Analista 2
Lectura Factor de

respuesta
Concentración Factor de

respuesta
Concentración

Absorbancia Absorbancia
(mg/mL)(mg'mL)

0,0404 19,5286 0,0396 0,734253 18,54171 0,788956
2 0,0404 0,756195 18,7176 0,04 0,734787 18,3696
3 0,0408 0,765562 18,7637 0,0408 0,754486 18,4923
4 0,0408 0,794724 19,4785 0,0396 0,751709 18,9825
5 0,0424 0,800614 18,8824 0,0412 0,756439 18,3602
6 0,0399 0,74476 18,6376 0,0404 0,777771 19,2517
7 0,0412 0,799759 19,4116 0,04 0,74469 18,6172

Media
Sn-1

cv%

Media
Sn-1

cv%

19,0600 18,6593
0,3943 0,3347

1,79392,0692
Media interdia

Sn-i interdia
CV % interdía

18,8596953
0,4083293
2,16508959

Tabla 5.5. Resultados obtenidos para el estudio de la precisión intermedia
para dos analistas.

En todos los casos se obtienen unos valores de coeficiente de
variación inferiores a 2,7%. Esto demuestra que el método analítico
propuesto es suficientemente preciso.
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5.4. Exactitud

Se define como la capacidad del sistema para ofrecer resultados
próximos al aceptado convencionalmente como valor verdadero (o
un valor de referencia) y el valor experimental encontrado. Es una
medida del rigor del método analítico y refleja los posibles errores
sistemáticos del método. Con este parámetro se establece la
capacidad de recuperación del principio activo en la forma
farmacéutica. Según la ICH Q2A y la USP XXVII, este parámetro debe
ensayarse en métodos de análisis de valoración de la materia prima,
producto acabado y en métodos de análisis de velocidad de
disolución. Los criterios de aceptación en la recuperación de la
muestra, calculada como (Areai/Ateórica)*100, varían mucho en función
del tipo de muestra, puesto que en productos naturales, fluidos
biológicos, etc., la recuperación es muy difícil. En el presente trabajo
se escoge como límites del factor de recuperación el intervalo 95-
105%, siguiendo la recomendación de la AOAC y la práctica habitual
de la industria farmacéutica (Pérez y cois. 2001). A continuación se
muestran los valores para el cálculo de la exactitud de la solución
patrón (tabla 5.6) y de la solución problema (tabla 5.7).
5.4.1. Exactitud de la solución patrón

Absorbancia
teórica

RecuperaciónAbsorbancia
real

Conc
%Muestra

%(ma/mL)
0,045822 0,0450360 101,745280 0,002001

0,0459794 102,01520,00205 0,0469062 80

0,0478662 99,58593 80 0,00215 0,047668
0,7922088 101,4923100 0,0416 0,8040314

0,0416 0,786346 0,7922088 99,25995 100

0,769928 0,7771144 99,07526 100 0,0408
7 100 0,0420 0,799057 0,7997560 99,9126

100 0,0420 0,807998 0,7997560 101,03068

0,0424 0,815567 0,8073032 101,02369 100

10 100 0,0424 0,804748 0,8073032 99,6835
120 0,0812 1,559753 1,5393816 101,323311

120 0,0804 1,553940 1,524287212 101,9453
13 120 0,0820 1,566559 1,5544760 100,7773

Media
Sn-1

cv%

100,6823
1,0493
1,0422

Tabla 5.6. Resultados obtenidos en el estudio de la exactitud de la solución

patrón.



121RESULTADOS

Según se observa en la tabla 5.6, todos los valores del factor de
recuperación se encuentran dentro de los márgenes preestablecidos
del 95-105%. Se puede concluir que la recuperación del principio
activo en la solución patrón es correcta y por lo tanto, el método
analítico es suficientemente exacto.

5.4.2. Exactitud de la solución problema
Para el cálculo de la exactitud de la solución problema las muestras se
preparan mezclando junto con el principio activo una mezcla de los
excipientes que componen las nanoesferas, a la concentración teórica
inicial (tabla 5.7).

Absorbancia
real

Absorbancia
teórica

RecuperaciónConc
%Muestra

(mg/mL) %

0,046127 0,0479619 103,981 80 0,00215
2 80 0,00215 0,046402 0,0479619 103,36

0,00210 0,047073 0,0470186 99,883 80

4 100 0,0412 0,806946 0,785605 97,36
5 100 0,0422 0,825699 0,804473 97,43
6 0,785605100 0,0412 0,799377 98,28
7 100 0,0397 0,769485 0,757303 98,42
8 0,0397 0,757303100 0,775177 97,69
9 100 0,0415 0,815979 0,790322 96,86
10 100 0,0422 0,804473 96,450,834091
11 120 0,0820 1,544281 1,554476 100,66
12 120 0,0820 1,573456 1,554476 98,79
13 120 0,0820 1,561798 1,554476 99,53

Media
Sn-1

cv%

99,1297
2,3504
2,3710

Tabla 5.7. Resultados obtenidos en el estudio de la exactitud de la solución

problema.

Según se observa en la tabla 5.7, todos los valores del factor de
recuperación se encuentran dentro de los márgenes preestablecidos
del 95-105%. Se puede concluir que la recuperación del principio
activo en la solución problema es correcta y por lo tanto, el método
analítico es suficientemente exacto.
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5.5. Linealidad

Se define como la capacidad de un procedimiento analítico para
proporcionar unos resultados directamente proporcionales a la
concentración de analito en la muestra, dentro de un determinado
intervalo.

Para el cálculo de la linealidad se realizan tres rectas con ocho
concentraciones distintas en cada una y que se compararán entre
ellas. Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 5.8.

ConcentraciónNúmero
de recta

Absorbancia Factor de Respuesta(ms/mt)
27,54240,001995 0,0549471

16,21250,0324252 0,002000
21,33303 0,002075 0,044266
24,18470,0039 0,0964971

17,74600,0040 0,0709842

0,075211 18,12313 0,0042
21,12710,0079 0,1685941

0,0080 0,164795 20,59942

0,157043 18,92083 0,0083
0,0160 0,329895 20,67011

0,0160 0,306793 19,17462

0,308792 18,60193 0,0166
1 0,0319 0,608276 19,0563
2 0,0320 0,603745 18,8670

0,6327673 0,0332 19,0592
1 0,0479 0,927872 19,3791
2 0,0480 0,907455 18,9053
3 0,0498 0,946335 19,0027
1 0,0638 1,225235 19,1923
2 0,0640 1,200912 18,7643
3 0,0664 1,259888 18,9742
1 0,0798 1,520355 19,0521
2 0,0800 1,501785 18,7723
3 0,0830 1,576828 18,9979

Media
Sn-l

cv%

19,6774
2,2339
11,3530

Ecuación de la recta:

Y= 18,866x + 0,0074
Coeficiente de correlación R: 0,9998

Coeficiente de determinación R2: 0,9996
Tabla 5.8. Resultados obtenidos en el ensayo de la linealidad.
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A continuación se describen los resultados del estudio estadístico
realizado sobre los valores de la linealidad (tabla 5.9).

Estadísticas de la regresión
Coeficiente de correlación múltiple
Coeficiente de determinación R2

R2 ajustado
Error típico

Observaciones

0,99980822
0,99961648
0,99959905
0,01078555

24

ANÁLISIS DE

VARIANZA

Grados de

Libertad

Suma de

cuadrados

Promedio

cuadrados

Valor críticoF

F

Regresión
Residuos

Total

1 6,670485922 6,670485922 57341,96977 4,44109x10-39
0,00255922 0,000116328

23 6,673045142

22

Estadístico Inferior
95%

Superior
95%Coeficientes Error típico Probabilidadt

Ordenada

origen
0,00743570 0,00335419 2,21683585 0,03727858 0,00047951 0,01439189

Pendiente 18,8655164 0,07878297 239,461833 4,44109xl0-3 18,7021304 19,0289025

Tabla 5.9. Resumen estadístico de la recta de regresión obtenida en el
estudio de la linealidad.

La ecuación de la recta obtenida relacionando la concentración

ensayada con su respuesta corresponde a Y= 18,866x + 0,0074 (figura
5.4) siendo el valor del coeficiente de correlación 0,9998 que es un
valor superior al establecido al inicio del estudio (0,995).
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Fig. 5.4. Recta de calibración obtenida con los valores medios de la
linealidad.

El coeficiente de determinación es 0,9996 siendo también superior al
valor establecido (0,990). Este valor indica que existe una correlación
del 99,96% entre la concentración ensayada y la respuesta obtenida,
indicando por lo tanto una buena relación lineal, tal y como se
observa en la figura 5.5.

Plot of Fitted Model

1,6

•3 *’2
g
•e o,8
o
cn

< 0,4

0
0 20 40 60 80 100

Concentración (mcg/mL)

Fig. 5.5. Relación lineal entre la concentración ensayada y su respuesta.
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En la figura 5.5 también se encuentran representados gráficamente
los intervalos de confianza para cada uno de los puntos ensayados,
con un nivel de confianza del 95%.

Los resultados del estudio estadístico muestran que el valor de F
obtenido para el 95% de probabilidad es de 57341,9 que es un valor
superior al establecido en las tablas correspondientes al estudio de la
linealidad (4,4410 x 10-39). La ordenada en el origen presenta un valor
de prácticamente cero (entre 0,00047951 y 0,01439189). También se
demuestra que la pendiente en el intervalo obtenido para el 95%
comprende desde 18,7021 a 19,0289 es decir, no incluye el cero. Por lo
tanto, cumple con uno de los ensayos a realizar para observar la
linealidad de un estudio.

En el estudio del factor de respuesta, que es el término que representa
la relación existente entre la respuesta obtenida (lectura) y la
concentración estudiada, se obtiene un valor medio de 19,6774. Este
valor es muy parecido al valor obtenido de la pendiente (18,866) lo
que significa que hay una buena correlación lineal entre la
concentración y la respuesta en el intervalo estudiado.

Con la finalidad de estudiar con más detalle la linealidad del método

analítico, se aplica una de las aproximaciones que recomienda la
AOAC, que consiste en la determinación de la relación entre el factor
respuesta y el logaritmo de las concentraciones en cada una de las
tres rectas empleadas en el estudio de la linealidad. Los resultados se
expresan gráficamente (figuras 5.6 a 5.8) y en el caso de linealidad
debería aparecer una línea horizontal en todo el intervalo de
concentraciones estudiadas. Se considera un método lineal cuando las

respuestas están comprendidas en el intervalo entre el 95 y 105% del
valor teórico.
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Recta 1

Concentración

(C) mg/mL
Factor

Respuesta LogCAbsorbancia

21,60 -3,00108710,0009975 0,021545
-2,70005710,001995 0,054947 27,54

0,096497 24,18 -2,39902710,0039
21,13 -2,097997110,0079 0,168594

0,329895 20,67 -1,796967110,0159
19,06 -1,495937120,0319 0,608276

-1,319845860,0479 0,927872 19,38
19,19 -1,194907120,0638 1,225235

1,520355 19,05 -1,097997110,0798

2 y = 18,902x + 0,0161
R2 = 0,9998

.5
£ 1.5

1

J2 0,5
< Serie 1

Lineal (Seriel)
0

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1

Concentración (mg/mL)

30 -i

3
tí)
<D 25
i
tn
(D ■se-
a:

o 45-
Recta 103

40-

-3,5 -3 -2,5 -2 -1,5 -1 -0,5 0

Log C (mg/mL)

Fig. 5.6. Representaciones gráficas de la linealidad para la recta 1. En la
primera gráfica se expresa la sensibilidad del método
(respuesta/concentración) mostrando el intervalo de linealidad. La
representación gráfica de la concentración en escala logarítmica proporciona
información significativa frente a un amplio intervalo de linealidades. La
línea roja continua representa una respuesta constante y las discontinuas los
márgenes de aceptación 20,1 ± 5,0%.
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Recta 2

Concentración

(C) mg/mL
Factor

Respuesta
Absorbancia LogC

0,0010 0,027176 27,18 -3

-2,698970,0020 0,032425 16,21
0,0040 0,070984 17,75 -2,39794001
0,0080 0,164795 20,60 -2,09691001
0,0160 0,306793 19,17 -1,79588002
0,0320 18,87 -1,494850020,603745
0,0480 0,907455 18,91 -1,31875876
0,0640 18,76 -1,193820031,200912
0,0800 18,77 -1,096910011,501785

2
y = 18,736x + 0,0043

R2 = 0,9999
,2
g 1.5
<Q

1
O

£ 0,5 Seriel

Lineal (Seriel)
<

0

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1

Concentración (mg/mL)

-30
C/5
0) -253
Q.
w
Q) -20^a:

O 45'■W

Recta 2

-4 -3 -2 -1 0

Log C (mg/mL)

Fig. 5.7. Representaciones gráficas de la linealidad para la recta 2. En la
primera gráfica se expresa la sensibilidad del método
(respuesta/concentración) mostrando el intervalo de linealidad. La
representación gráfica de la concentración en escala logarítmica proporciona
información significativa frente a un amplio intervalo de linealidades. La
línea roja continua representa una respuesta constante y las discontinuas los
márgenes de aceptación 19,7 ± 5,0%.
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Recta 3
Concentración

(C) mg/mL
Factor

Respuesta
Absorbancia LogC

0,0010375 0,02858 27,55 -2,98401189
0,002075 0,044266 21,33 -2,6829819

0,075211 18,12 -2,38195190,0041
0,0083 0,157043 18,92 -2,08092191

-1,779891910,0166 0,308792 18,60
0,0332 0,632767 19,06 -1,47886192
0,0498 0,946335 19,00 -1,30277066

18,97 -1,177831920,0664 1,259888
0,0830 1,576828 19,00 -1,08092191

2 y = 18,966x +0,0013
R2 = 0,9999

.2
g 1,5
JC 1
O

£ 0,5 Seriel

Lineal (Seriel)
<

0

Concentración (mg/mL)

-30-
ro

w
o 25
l
(/)
Q) -20re

O

45
Recta 3

45

-3-4 -2 -1 0

Log C (mg/mL)

Fig. 5.8. Representaciones gráficas de la linealidad para la recta 3. En la
primera gráfica se expresa la sensibilidad del método
(respuesta/ concentración) mostrando el intervalo de linealidad. La
representación gráfica de la concentración en escala logarítmica proporciona
información significativa frente a un amplio intervalo de linealidades. La
línea roja continua representa una respuesta constante y las discontinuas los
márgenes de aceptación 19,0 ± 5,0%.
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Con todos los datos obtenidos se puede concluir que el método
analítico propuesto es lineal en el intervalo de concentraciones entre
0,0040 y 0,080 mg/mL, con un CV inferior al 5%. A concentraciones
inferiores a los 0,0040 mg/mL el coeficiente de variación se amplía
hasta un valor máximo del 11,35%, por lo que no puede incluirse
dicha concentración en el intervalo de linealidad del método.

5.6. Límite de detección y de cuantificación

El límite de cuantificación (LC) es la mínima cantidad de analito
presente en una muestra que se puede cuantificar, bajo las
condiciones experimentales descritas, con una adecuada precisión y
exactitud. El límite de detección (LD) es la mínima cantidad de
analito en la muestra que se puede detectar (aunque no
necesariamente cuantificar) bajo dichas condiciones experimentales
(ICH Q2A).
Para el cálculo de estos parámetros se han seguido las
recomendaciones de la IUPAC, calculándose a partir del
conocimiento de la desviación estándar atribuible a la respuesta de
una muestra placebo y la pendiente de la recta de calibrado del
analito. Para ello se ha aplicado la siguiente ecuación:

Ci. = K * Shi
b

Siendo:

Cl: concentración de analito en el límite de detección o de
cuantificación.
K: constante que se considera igual a 10 para el LC e igual a 3
para el LD.
Sbi: desviación estándar correspondiente a la señal del blanco o
placebo.
b: pendiente de la curva de calibrado obtenida al representar la
respuesta del método frente a la concentración de analito. El
intervalo de esta recta debe estar cercano a los niveles de
cuantificación.
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En la figura 5.9 se muestra la absorbancia del placebo y en la tabla
5.10 los valores de absorbancia del medio de disolución (o blanco) y
del placebo disuelto en el blanco.

0.00690 -i

L ■y*'-5.2E-04 -

u

.00793-ex

QÉ

-.01535-

-.02277-

-.03018 "roo"300 ■roo 500 600200
URVELEMGTH

Annotated Wavelengths:
1 : Wavelength - 318 Rcoult - -0.001022

Fig. 5.9. Absorbancia del placebo en solución reguladora de fosfatos a pH
7,4.

PLACEBOBLANCO
-0,0010220,000214
-0,003784-0,000046
-0,002777-0,001495
-0,000336-0,000214

Sn-i: 0,00153463Sn-i: 0,00070355
Tabla 5.10. Valores de absorbancia del blanco (solución reguladora de
fosfatos pH 7,4) y del placebo disuelto en el blanco.

Se emplea como pendiente la de la recta de calibrado ejemplificada
como 3a recta en el cálculo de la linealidad (y = 18,966x + 0,0013) en
estas concentraciones por ser la que presenta unos valores de r y r2
más adecuados. Además, no debe aplicarse ningún factor de
corrección al cálculo ya que el ajuste de la recta de calibrado es bueno
(r= 0,9999). En la tabla 5.11 se esquematizan los resultados obtenidos.

0,00037mg/mLLC:
Sbi = 0,00070355

0,00011 mg /mLLD:

0,00081 mg /mL
0,00024 mg /mL

LC:
Sbi = 0,00153463

LD:

Tabla 5.11. Valores de LC y LD, en función del blanco empleado.
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Según estos cálculos, se establece el LC en 0,00037 ó 0,00081 mg /mL
y el LD en 0,00011 ó 0,00024 mg /mL, en función de si se considera
como blanco la solución reguladora de fosfatos o una solución de
placebo en solución reguladora de fosfatos.

5.7. Robustez

La robustez se define como el grado de reproducibilidad de los
resultados obtenidos en el análisis de las mismas muestras bajo una
variedad de condiciones distintas a las establecidas. Se expresa como
la falta de influencia de las variables "operacionales" sobre los
resultados.

En este caso se plantea la robustez con respecto a la variación del pH
de la solución reguladora y con respecto a la variación de longitud de
onda de lectura.

Para el cálculo de la robustez se han preparado 5 soluciones
individuales a 0,06 mg/mL, empleando como disolvente solución
reguladora de fosfatos 0,1 M a pH 7, 7,4 y 7,8. Las lecturas al
espectrofotómetro se han realizado a tres longitudes de onda: 316, 318
y 320 nm. En la tabla 5.12 se muestran los resultados obtenidos, junto
con el factor de respuesta.
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SOLUCIÓN REGULADORA A pH 7,0
Factor

respuesta
Factor

respuesta
Conc. Factor

respuesta
320 nm318 nm316 nm

(mg/mL)
1,170654 19,38161,164215 19,27510,0604 1,146685 18,9848

19,277319,1905 1,141220,0592 1,120575 18,9286 1,136078
19,3883 1,138321 19,491819,1069 1,1322780,0584 1,115845
19,2752 1,177032 19,35910,0608 1,155228 19,0005 1,171936

19,46671,131805 19,3802 1,1368560,0584 1,113541 19,0675
MediaMedia 19,3018 19,3952Media 19,0177

0,08630,0828 Sn-1Sn-1 0,0703 Sn-1
cv%cv% cv% 0,4291 0,44510,3695

SOLUCIÓN REGULADORA A pH 7,4
Conc.

(mg/mL)
0,0592

Factor

respuesta
Factor

respuesta
Factor

respuesta
320 nm318 nm316 nm

19,4717 1,157944 19,55991,137329 19,2116 1,152725
1,201584 19,2562 1,205154 19,31340,0624 1,186447 19,0136

19,2598 1,197525 19,31490,0620 1,176239 18,9716 1,194107

19,1515 1,182114 19,4427 1,185593 19,49990,0608 1,164413

1,124741 19,3921 1,128098 19,45000,0580 1,107880 19,1014
Media Media Media19,0899 19,3645 19,4276

Sn-1 Sn-1Sn-1 0,1013 0,11060,0982
CV% CV% CV%0,5144 0,5233 0,5695

SOLUCIÓN REGULADORA A pH 7,8
Conc. Factor

respuesta
Factor

respuesta
Factor

respuesta
316 nm 318 nm 320 nm

(mg/mL)
0,0608 1,144852 18,8298 1,162247 19,1159 1,167816 19,2075
0,0628 1,198776 19,0888 1,218109 19,3966 1,22377 19,4868
0,0624 1,176926 18,8610 1,193726 19,1302 1,200577 19,2400
0,0620 1,184799 19,1097 1,200363 19,3607 1,208298 19,4887
0,0624 1,180054 18,9111 1,199539 19,2234 1,204071 19,2960

Media Media Media18,9601 19,2454 19,3438
Sn-1 Sn-1 Sn-10,1305 0,1291 0,1352

CV% CV% CV%0,6883 0,6709 0,6987
Tabla 5.12. Resultado de los ensayos realizados para demostrar la robustez
del método analítico frente a las variaciones de pH y longitud de onda.
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El análisis estadístico de los resultados de la robustez se analiza con

el programa Stagraphics Plus 5.1 construyendo la matriz de diseño
correspondiente a un ensayo multi-nivel de 2 factores y 3 respuestas,
con 5 replicados totales. Los resultados se han calculado sobre el
porcentaje de recuperación.
La representatividad de la influencia de los distintos factores en la
respuesta tamaño medio de partícula se analiza en el correspondiente
diagrama de Pareto. En la figura 5.10 se representan los efectos
estandarizados en orden decreciente de importancia.

Standardized Pareto Chart for Recuperación

A:longitud de onda

AA

BB

B:pH

AB

0 2 4 6 8 10 12

Standardized effect

Fig. 5.10. Diagrama de Pareto para el efecto de los factores sobre los valores
de recuperación.

En el gráfico de Pareto de la figura 5.10 se han representado los
efectos estandarizados. La línea vertical representa el límite de
significación estadística con el 95% de probabilidad. En este caso se
comprueba que tres factores son estadísticamente significativos sobre
la eficacia de encapsulación: la longitud de onda, la interacción AA y
BB.

Para asegurar la significación estadística de los efectos, el programa
analiza los resultados del análisis de la varianza. El programa analiza
cada efecto de forma independiente y agrupando en cuatro bloques
todas las interacciones entre los distintos factores estudiados

(tabla 5.13).
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Analysis of Variance for recuperación

F-Ratio P-ValueDfSum of Squares Mean SquareSource

100,20
1, 90
9, 84
0, 01
6, 81
1,40

0,0000
0,1773
0,0035
0,9273
0,0133
0,2530

Aronda

Brph
26,6838
0,504806
2,61969

0,00224625
1,81268
1,49516
9,32069

1 26, 6838
0,504806
2,61969

0,00224625
1,81268
0,373789
0,266305

1

1AA

1AB

1BB

blocks

Total error

4

35

Total (corr.) 42,4391 44

R-squared = 78,0375 percent
R-squared (adjusted for d.f.) = 75,2218 percent
Standard Error of Est. = 0,516048
Mean absolute error = 0,390944
Durbin-Watson statistic = 0,764314

Tabla 5.13. ANOVA para los resultados de la recuperación.

En la tabla 5.13 se compara la significación estadística de cada efecto
comparando el cuadrado medio con una estimación del error
experimental. Puede observarse tres de los factores (la longitud de
onda, la interacción AA y BB) presentan unos valores de probabilidad
menor de 0,05%, lo cual implica que son significativamente diferentes
de cero con un 95% de probabilidad.
El estadístico r2 indica que el modelo ajustado explica el 78,04% de la
variabilidad de la respuesta recuperación. El estadístico r2 (ajustado
para los grados de libertad de la experiencia), que es más adecuado
para comparar modelos con diferentes números de variables
independientes es 75,22%. El error estándar del ajustado muestra una
desviación estándar de los residuales de 0,51. El error absoluto medio
de 0,39 es el valor medio de los residuales. El estadístico Durbin-
Watson (DW) indica si existe correlación significativa basada en el
orden en que se dan los datos. Ya que el valor es menor que 1,4 indica
que probablemente existe alguna correlación entre los residuales.
Gráficamente también se pueden valorar los efectos principales
(figura 5.11). En este gráfico se muestra la variable estimada como
función de cada factor experimental. En cada gráfico el factor de que
se trate varía de nivel inferior (-1,0) al superior (+1,0), mientras que
los otros factores se mantienen constantes en su valor medio.
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Main Effects Plot for recuperación
100

a 99.5
‘O

o

98,5u
cL

3
O

98

97,5

97

-1,0 1,0 -1,0 1,0
longitud de onda PH

Fig. 5.11. Representación gráfica de los efectos principales sobre el valor de
la recuperación.

Como conclusión puede afirmarse que el método analítico empleado
es robusto frente a las posibles variaciones de pH en un intervalo
de ± 0,4 sobre un valor medio de 7,4, ya que variaciones de pH en
dicho intervalo no afectan a la lectura de la absorbancia de la
muestra. En cambio, variaciones en la longitud de onda de ± 0,2 nm
sobre el valor medio de 318 nm influyen en la absorbancia
determinada, lo que indica que es necesario efectuar las lecturas a 318
nm, evitando cualquier variación sobre la longitud de onda, ya que
podría dar lugar a errores en la determinación de la absorbancia de la
muestra.

5.8. Estabilidad de la solución

Para el estudio de la estabilidad de la solución patrón y la solución
problema se preparan dos muestras a la concentración de trabajo, en
solución reguladora fosfatos pH 7,4 y se mantiene una muestra a
25 °C y la otra muestra a 37 °C, siendo ésta última la temperatura a la
que se realizan los ensayos de liberación in vitro. Las muestras se
analizan a distintos tiempos durante un total de seis días.
En la tabla 5.14 y en la figura 5.12 se muestran los resultados de la
estabilidad a 25 °C y en la tabla 5.15 y figura 5.13 los resultados a
37 °C.
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ESTABILIDAD A 25 °C

Tiempo Solución problemaSolución Patrón

00 Absorbancia "/[RecuperaciónAbsorbancia “/[Recuperación
0 1,234177 98,52 1,117218 91,92

1,137659 93,611 1,236664 98,72
2 1,231842 98,34 1,122360 92,34
3 1,189774 97,931,239426 98,95
4 1,234314 98,53 1,130554 93,02
6 1,124756 92,541,233826 98,50
20 1,259537 100,56 1,120056 92,15
24 95,521,268021 101,24 1,160736
29 1,272736 101,62 1,162186 95,64
45 103,55 1,159790 95,441,296783
48 1,289261 102,95 1,173767 96,60
53 1,290237 103,03 1,166931 96,03
69 1,253159 100,05 1,194595 98,32
72 1,208939 96,50 1,180145 97,13
75 1,226852 97,94 1,189651 97,92

6 días 0,914139 75,10 0,923294 75,86
Tabla 5.14. Estabilidad de la solución patrón y problema a 25 °C.

Fig. 5.12. Porcentaje de recuperación de las soluciones de indometacina a
25 °C.
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ESTABILIDAD A 37 °C

Tiempo Solución Patrón Solución problema
(h) %RecuperaciónAbsorbancia %Recuperación Absorbancia

1,117218 91,920 1,234177 98,52
1,220322 97,41 1,163757 95,771

1,192017 98,112 1,215546 97,03
3 1,220184 97,40 1,138519 93,68

96,87 1,196884 98,514 1,213638
6 1,209885 96,57 1,196411 98,48
20 1,217697 97,20 1,204544 99,15

1,203629 99,0724 1,200760 95,84
29 1,197083 95,54 1,205490 99,23
45 1,188889 97,851,196762 95,52
48 1,210480 99,641,179718 94,15
53 1,175293 93,79 1,199036 98,69
69 1,190002 94,98 1,227554 101,05
72 1,212585 99,811,225723 97,85
75 1,218384 97,26 1,211899 99,76

6 días 0,895508 73,55 0,924072 75,92
Tabla 5.15. Estabilidad de la solución patrón y problema a 37 °C.

ESTABILIDAD DEL PATRÓN Y EL PROBLEMA A 37°C
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Fig. 5.13. Porcentaje de recuperación de las soluciones de indometacina a
37 °C.
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Los resultados muestran que las soluciones de indometacina en
solución reguladora fosfatos a pH 7,4 son estables durante un mínimo
de 75 horas (3 días) mantenidas a temperatura 25 °C como a 37 °C.
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6. Diseño factorial serie "D"

El primer diseño factorial parte con el propósito de estudiar la
influencia de los parámetros de proceso en la formulación de
nanoesferas por el método de emulsificación espontánea-difusión de
disolvente.
Se plantea un diseño factorial 23 donde se propone analizar la
influencia del tipo de polímero, el tipo de PVA y su concentración.
Esto supone la realización de un mínimo de 8 experimentos con el
objetivo de conocer los efectos principales de las variables, así como
los efectos de las interacciones entre las variables.
El motivo de la elección de estos 3 parámetros resulta del estudio del
método de encapsulación descrito por el grupo de Kawashima (Niwa
y cois. 1993) y se pretende averiguar como es posible modular,
mediante la formulación, parámetros como el tamaño de partícula,
velocidad de disolución in vitro, así como las eficacias de
encapsulación, entre otros parámetros.
Como es conocido, hay otros factores no reseñados en el estudio que
podrían influir en los resultados, como son la temperatura del
proceso, velocidad de agitación, etc. Para su control, estos parámetros
se mantienen constantes durante la realización de los experimentos.
Otros parámetros que potencialmente podrían afectar a la realización
de los ensayos son los llamados factores ambientales, cuya influencia
se intenta minimizar trabajando en zonas de condiciones ambientales
de humedad y temperatura controladas. La variabilidad debida a las
materias primas se elimina al trabajar siempre con los mismos lotes.
La variabilidad debida a los equipos tampoco existe ya que siempre
se utilizan los mismos equipos.
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El orden de realización de los experimentos es aleatorio a fin de
minimizar el sesgo en los resultados y proporcionar seguridad contra
los efectos de las variables ocultas. En las tablas 6.1 y 6.2 se muestran
las condiciones experimentales que se contemplan en cada ensayo. La
primera columna indica la referencia y número de orden de cada
experimento. En las siguientes columnas se asigna el nivel de cada
factor, por ejemplo, el nivel + (superior) del factor "polímero"
corresponde al PLGA 50/50, según lo descrito a continuación. En la
primera parte del capítulo se presentan los resultados de la
evaluación de los lotes fabricados en cuanto a las eficacias de

encapsulación, características morfométricas y perfiles de liberación
in vitro y a continuación estos resultados se analizan estadísticamente.
Los experimentos que se proponen se realizan por triplicado.

B CA

DI

D2 +

D3 +

D4 + +

D5 +

D6 + +

D7 + +

D8 + + +

Tabla 6.1. Matriz de diseño de experiencias.

A: Tipo de polímero
PLGA 50/50 viscosidad inherente: 0,50 dL/g
PLGA 85/15 viscosidad inherente: 0,66 dL/g

+

B: Tipo de PVA, con 2 viscosidades extremas
Mowiol® 4-88

Airvol® 540

+

Mowiol® 4-88

Airvol® 540
4 ± 0,5 mPa x S, 87,7 ± 1 (% hidrólisis)
50 ± 5 mPa x S, 88 ± 1 (% hidrólisis)

C: Concentración PVA
2%+

4%



141RESULTADOS

Polímero %PVAEnsayo PVA
DI PLGA 85/15 Airvol 540 4%
D2 PLGA 50/50 Airvol 540 4%

PLGA 85/15 Mowiol 4-88D3 4%
PLGA 50/50D4 Mowiol 4-88 4%

D5 PLGA 85/15 Airvol 540 2%
PLGA 50/50 Airvol 540 2%D6

PLGA 85/15D7 Mowiol 4-88 2%
D8 PLGA 50/50 Mowiol 4-88 2%

Tabla 6.2. Matriz detallada del diseño de experiencias para el diseño de la
serie "D".

En la siguiente página se esquematizan las condiciones de trabajo
aplicadas para la realización de los ensayos del diseño factorial serie
"D". El método de fabricación que se utiliza es el SESDM (ver detalles
en capítulo 1.1.3.1) y las cantidades de principio activo, excipientes,
disolventes, así como los parámetros de proceso se han fijado en base
a los resultados obtenidos en el capítulo 4 de puesta a punto de los
métodos de nanoencapsulación.
El seguimiento del proceso de encapsulación se realiza analizando
imágenes del medio de reacción con el microscopio óptico, a distintos
tiempos (figura 6.1).
La figura 6.2 ilustra la morfología final de las nanoesferas, una vez
terminado el proceso de encapsulación, en una micrografía obtenida
por SEM.
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240 mg PLGA 50/50
24 mg Indometacina

15 mL Acetona
30 mL Diclorometano

PVA
100 mL Agua¿iP

I
2 minutos Emulsifícación -Turboagitación 20.500 rpm

tí
Fig. 1. Imagen de las nanoesferas obtenida por microscopio óptico
(400 aumentos en la imagen izquierda y 200 aumentos la imagen
derecha).

■ ■

•: /

2 horas evaporación en reactor con vacío a 25 °C

I
Ultracentrifugación (140.000 G 20 min.)

I
Lavado de las nanoesferas con 200 mL de solución

reguladora fosfatos 0,1 M pH 7,4, ultracentrifugación,
decantación . Repetir 3 veces.
Secado en estufa de vacío 12h

Fig. 6.2. Imagen de las nanoesferas obtenida con microscopio electrónico.
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6.1. Eficacias de encapsulación

En la tabla 6.3 se muestran los resultados individuales de la
valoración de los lotes fabricados según el diseño factorial
establecido, junto con sus replicados.

Rendi-
miento

Contenido teórico
en activo

Contenido en

activo
Eficacia de

EncapsulaciónEnsayo
% %% %

9,48 3,77 87,60
91,80
87,15

39,77
42,54
34,62

3,79DI 8,91
3,15'9,10
3,86 71,041,55

41,74
9,29

3,89 83,12
77,06

9,32D2

8,90 3,0834,61

9,10 3,68 66,66
53,86
85,60

40,44
44,93
40,89

4,03D3 8,97
9,22 3,77

27,50
22,16
25,98

9,20 2,53 85,80
98,00
77,61

9,25 2,05D4

2,138,20
53,06
56,66
46,59

9,63 5,11 76,30
68,68
71,97

5,15D5 9,09
9,10 4,24

60,44
66,03
72,86

9,05 5,47 83,02
87,80
85,41

D6 9,45 6,24
9,10 6,63

51,07
52,35
67,64

9,77 4,99 75,18
81,00
83,46

D7 9,13 4,78
8,22 5,56

52,11 9,02 4,70 86,09
81,20
71,97

D8 58,36
50,66

9,27 5,41
9,10 4,61

Tabla 6.3. Resultados de los análisis de los lotes del diseño factorial "D".

En la tabla 6.4 se muestran los resultados promedio del diseño
factorial de la serie "D" junto con las desviaciones estándar. Por lo
general se observan eficacias de encapsulación entre el 25% y el 66% y
unos rendimientos globales de proceso de entre el 68% y el 89%.
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Eficacia de

Encapsulación%
X ± DS

Contenido
en activo%
X± DS

Rendimiento%

X ± DSEnsayo

DI
3,57 ±0,36 88,85 ± 2,5638,97 ±4,02PROMEDIO ± DS

D2
77,06 ± 6,0639,30 ±4,06 3,61 ± 0,46PROMEDIO ±DS

D3
42,08 ± 2,47 3,82 ±0,18 68,70 ±15,97PROMEDIO ± DS

D4
25,21 ± 2,75 2,23 ± 0,26 87,13 ± 10,26PROMEDIO ± DS

D5
4,83 ± 0,51 72,31 ± 3,8252,10 ± 5,10PROMEDIO ± DS

D6
66,44 ± 6,20 6,11 ± 0,59 85,41 ± 2,39PROMEDIO ± DS

D7
5,11 ± 0,40 79,88 ±4,2557,02 ±9,22PROMEDIO ±DS

D8
53,71 ± 4,09 4,90 ±0,44 79,75 ± 7,17PROMEDIO ± DS

Tabla 6.4. Resultados promedios del análisis de los lotes del diseño factorial
"D",
DS: desviación estándar).

junto con sus desviaciones estándar (X: media aritmética,

6.2. Características morfométricas

El análisis del tamaño de partícula de los 8 lotes del diseño factorial y
sus replicados se efectúa mediante la técnica de difracción láser con
un equipo Coulter. Los resultados de la tabla 6.5 (y de forma
resumida en la tabla 6.6) corresponden a los promedio de 3 replicados
de cada lote y son medidas de número de partículas, expresadas en
micrómetros. Como puede observarse, el intervalo de tamaño de
partícula oscila entre un tamaño medio de 611 nm (ensayo D6) hasta
un máximo de 1800 nm (ensayo DI).
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MEDIA MEDIANA MODA DS
D90% D750/0 D50% D25% Dio%

Jim [im
Dl-l 1,686 1,611 1,541 1,381 2,600 2,030 1,611 1,331 1,164

2,069 1,375Dl-2 1,730 1,649 1,451 1,370 2,629 1,649 1,208
Dl-3 1,748 1,332 2,924 2,287 1,882 1,618 1,4541,986 1,882
D2-1 1,419 1,073 0,781 0,591 0,4840,872 0,781 0,688 0,363
D2-2 0,944 0,847 0,755 0,389 1,522 1,153 0,847 0,644 0,530
D2-3 0,942 0,845 0,755 0,390 1,521 1,152 0,845 0,643 0,529
D3-1 1,379 1,665 1,327 1,092 0,9511,380 1,327 1,204 2,110
D3-2 1,308 1,261 1,204 1,383 2,010 1,599 1,261 1,031 0,888
D3-3 1,407 2,269 1,767 1,385 1,132 0,9781,450 1,385 1,321

0,831 0,755 1,507 1,454 1,121 0,818 0,603 0,484D4-1 0,818
D4-2 0,792 0,769 0,627 1,517 1,413 1,077 0,769 0,566 0,464
D4-3 0,838 0,828 0,829 1,490 1,446 1,122 0,828 0,616 0,494
D5-1 0,980 0,946 0,829 1,544 1,773 1,316 0,946 0,711 0,580
D5-2 0,986 0,953 0,829 1,509 1,779 1,323 0,953 0,716 0,585
D5-3 0,985 0,951 0,829 1,509 1,777 1,321 0,951 0,715 0,584
D6-1 1,355 0,877 0,692 0,5570,588 0,557 0,474 0,470 0,419
D6-2 0,630 0,579 0,520 1,479 1,049 0,756 0,579 0,476 0,419
D6-3 0,616 0,577 0,520 1,417 0,984 0,742 0,577 0,476 0,419
D7-1 1,306 1,257 1,204 1,396 2,030 1,602 1,257 1,022 0,880
D7-2 1,278 1,229 1,393 1,983 1,562 1,2291,097 1,001 0,865
D7-3 1,291 1,259 1,204 1,377 1,937 1,574 1,259 1,026 0,874

0,707D8-1 0,660 0,571 1,682 1,434 0,971 0,660 0,479 0,383
D8-2 0,645 0,534 0,474 1,654 1,644 0,696 0,534 0,457 0,413
D8-3 1,110 1,194 1,5720,688 1,989 1,675 1,194 0,707 0,622

Tabla 6.5. Caracterización morfométrica detallada de los lotes del diseño
factorial "D" (n=3).

Tamaño medio (nm) ±DS
DI 1800 ±162
D2 919 ± 41

D3 1378 ± 69
D4 820 ± 25
D5 984± 32

D6 611 ± 21
D7 1292 ±14

D8 821 ± 252

Tabla 6.6. Tamaño medio de los lotes del diseño factorial “D" junto con las
DS (n=3).
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En las figuras 6.2 y 6.3 se muestran los tamaños promedio de los 8
lotes del diseño factorial.

Differential Numbcr (Averagc)
— D1 prom»dio

D2_prom*dlo
D3_promedio
D4_promed¡o
D5_prom#dlo
D6_promedio
D7_promedlo
D8_prom*dlo
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Partid* Diamolar (pm)

Fig. 6.2. Tamaño promedio de los 8 ensayos del diseño factorial "D".

Como puede observarse, los tamaños de partícula más pequeños se
obtienen en los ensayos D4, D6 y D8. En el capítulo correspondiente a
la evaluación del análisis del diseño factorial se estudia qué factores
son los que afectan más durante la formulación de las nanoesferas
para obtener un tamaño de partícula determinado.
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Tamaño promedio de las nanoesferas del diseño factorial D
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Fig. 6.3. Variación del tamaño promedio de las nanoesferas obtenidas en el
diseño factorial “D", representado en figura de histogramas.

La morfología de las nanoesferas se monitoriza durante el proceso de
encapsulación por microscopía óptica y las nanoesferas en estado
sólido se analizan por microscopía electrónica de barrido. En las
figuras 6.4a, 6.4b y 6.4c se puede observar con SEM el detalle de las
características morfométricas de las partículas. Si bien se observa la
formación de nanoesferas y microesferas dependiendo del ensayo, un
aspecto a destacar es la homogeneidad en la forma de las partículas
así como la ausencia de cristales visibles o poros en la cubierta de las
mismas.
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Fig. 6.4a. Imagen de las nanoesferas D2 obtenida con SEM.

Fig. 6.4b. Imagen de las nanoesferas D5 obtenida con SEM.

«

Fig. 6.4c. Imagen de las nanoesferas D6 obtenida con SEM.
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Al observar las partículas con detalle se puede observar la esfericidad
de las mismas, así como la ausencia de poros visibles en la cubierta
(figura 6.5).

Fig. 6.5. Imagen de las nanoesferas DI obtenida con SEM.

Con la finalidad de observar con detalle la morfología de las
nanoesferas se emplea la técnica de la ultracriomicrotomía. Con este
método se consigue observar el interior de las partículas, pudiéndose
apreciar con gran detalle la estructura matricial interna (figura 6.6).

Fig. 6.6. Imagen de las nanoesferas D3 obtenida con SEM.
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6.3. Ensayos de liberación in vitro

Uno de los objetivos del diseño factorial es conseguir averiguar como
afectan los distintos factores que intervienen en la formulación de las
nanoesferas a los perfiles de liberación in vitro del fármaco
encapsulado. Con la información obtenida se espera poder obtener
los perfiles de liberación requeridos, según convenga. Es decir, una
vez identificados los factores que en este diseño factorial permiten
obtener unas cinéticas de liberación determinadas, será posible
modular la formulación para conseguir un perfil deseado.
Las condiciones de realización de los ensayos de liberación se
describen en el capítulo 3.4. Se han realizado 6 replicados de cada
uno de los ensayos.

A continuación se adjuntan las tablas 6.7a-d donde se reflejan las
concentraciones, el porcentaje liberado y las desviaciones estándar
promedio (DS) en cada tiempo de toma de muestra. Para el cálculo
del MDT se ha asumido un modelo no compartimental y una
administración extravascular. El cálculo se ha realizado con el

programa WinNonlin 4.1.

D2 (promedio)DI (promedio)
Conc Liberación DS LiberaciónConc DSTiempo

% (mg/mL)% (mg/mL) (mg/mL)(min) (mg/mL)
0 0 00 0 0 0

7,930,0012 2,05 0,0099 0,0026 0,008530

0,0148 0,0047 14,40 0,011560 0,0031 5,17

27,49 0,0858120 0,0057 9,46 0,0088 0,0090

0,0096 16,06 0,0341 0,0127 38,79 0,0866240

16,91 0,0274 0,0151 46,09 0,0610360 0,0101

480 0,0096 16,03 0,0085 0,0154 46,93 0,0450
0,0114 18,98 0,0101 0,0159 48,34 0,03721440

1920 0,0114 19,09 0,0179 0,0145 44,15 0,0375
0,0114 19,03 0,0188 0,01492880 45,51 0,0103

MDT

(min)
1547,4548 1489,7287

Tabla 6.7a. Datos de liberación de las referencias DI y D2.
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D4 (promedio)D3 (promedio)
Liberación DSTiempo Liberación DS ConcConc

% (rng/mL)% (mg/mL) (mg/mL)(min) (mg/mL)
0 0 00 00 0

0,0044 18,30 0,022530 0,0014 5,42 0,0179
47,25 0,01690,0237 0,011460 0,0037 14,08

0,0166 68,71 0,01740,0066 25,02 0,0095120

0,0080 0,0193 79,79 0,0301240 0,0100 38,36

83,29 0,0271360 49,43 0,0134 0,02010,0129
0,0184 76,25 0,0163480 0,0131 49,89 0,0102

0,00650,0055 0,0173 71,511440 0,0170 64,77
0,0168 69,52 0,01371920 0,0163 62,23 0,0098

0,013360,89 0,0154 0,0160 66,332880 0,0160

MDT

(min)
1421,23101574,7777

Tabla 6.7b. Datos de liberación de las referencias D3 y D4.

D5 (promedio) D6 (promedio)
Tiempo
(min)

Liberación Liberación DSConc DS Conc
% (mg/mL)(mg/mL) % (mg/mL) (mg/mL)

0 0 00 0 0 0

30 0,0009 2,34 0,0036 0,0008 1,50 0,0053
60 0,0039 7,65 0,01030,0025 6,47 0,0147

21,97120 0,0086 0,2294 0,0066 13,04 0,0187
240 0,0069 17,65 0,0016 0,0108 21,32 0,0250
360 0,0065 16,63 0,0082 0,0113 22,25 0,0057
480 0,0067 16,94 0,0056 0,0119 23,46 0,0172
1440 0,0091 0,022523,13 0,0077 0,0151 29,80

1920 0,0104 26,59 0,0096 0,0140 27,59 0,0102
2880 0,0115 29,19 0,0134 0,0130 25,79 0,0063

MDT

(min)
1635,3278 1537,8427

Tabla 6.7c. Datos de liberación de las referencias D5 y D6.
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D8 (promedio)D7 (promedio)
Tiempo Liberación DSConc Liberación DS Conc

(mg/mL)(min) (mg/mL) % (mg/mL) (mg/mL) %

0 0 00 0 0 0

30 0,0045 11,37 0,04980,0002 0,60 0,0043

0,114560 0,0030 9,02 0,0137 0,0121 30,21
120 0,0300 74,97 0,09380,0056 16,79 0,0056
240 0,0085 25,43 0,0068 0,0383 95,80 0,0914
360 0,0422 105,43 0,11730,0092 27,45 0,0093
480 0,0102 30,61 0,0186 0,0419 104,67 0,0945

106,05 0,11571440 0,0147 43,80 0,0198 0,0424

1920 0,0159 47,37 0,0079 0,0384 95,94 0,0950
0,0335 83,66 0,05782880 0,0160 47,86 0,0113

MDT

(min)
1649,6894 1432,7172

Tabla 6.7d. Datos de liberación de las referencias D7 y D8.

En la figura 6.7 se representa gráficamente los perfiles de liberación
de las nanoesferas de la serie "D".

Fig. 6.7. Perfiles de liberación in vitro de las nanoesferas de la serie "D".
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En la figura 6.7 pueden observarse los distintos perfiles de liberación
in vitro de las nanoesferas de la serie "D". Sin entrar en detalle en el
análisis de las formulaciones y sus correspondientes perfiles de
liberación (esta discusión se detalla en el capítulo del análisis del
diseño factorial) se pueden observar grandes diferencias entre
formulaciones. Las referencias D4 y D8 son las que más rápidamente
liberan el principio activo, presentando un patrón de liberación
bifásico, es decir, presencia de una fase de liberación rápida (llamada
efecto burst o estallido donde se libera alrededor del 80% del

principio activo en las primeras 4 horas) seguida de una fase de
liberación lenta o prolongada.
En cambio, referencias como DI, D5, D6 y D7 presentan un perfil de
liberación mucho más lento, sin apenas presencia del efecto burst, si
no que durante todo el tiempo de estudio hay una liberación gradual
del principio activo.
Esta observación se puede justificar tras el estudio de las micrografías
realizadas con microscopía electrónica de barrido, donde no se
observa presencia alguna de cristales de principio activo sin
encapsular (figuras 6.8-6.11).

Fig. 6.8. Imagen DI obtenida con SEM. Fig. 6.9. Imagen D2 obtenida con SEM.
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Fig. 6.10. Imagen D7 obtenida con SEM. Fig. 6.11. Imagen D4 obtenida con SEM.

También se puede observar que las nanoesferas presentan una
cubierta esférica homogénea y continua, sin que se observen poros de
gran tamaño visibles en ella (figura 6.12).

Fig. 6.12. Imagen de las nanoesferas D7 obtenida con SEM.

Según estas observaciones, no se puede atribuir el efecto burst inicial
observado ni a principio activo sin encapsular ni a grandes poros en
la cubierta de las nanoesferas. Las distintas velocidades de liberación
están relacionadas con el tamaño de partícula, es decir, para
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nanoesferas menores, más rápidas son las velocidades de cesión de
principio activo. Pero además del tamaño de partícula,
probablemente el pequeño efecto burst inicial observado se deba a
otro factor, como es la presencia de "nanoporos", es decir, poros de
tamaño inferior a 100 nm, que no son visibles ni con la técnica de
microscopía electrónica de barrido. Esta afirmación coincide con la
teoría postulada por algunos autores (Wang y cois. 2000a y 2000b).

6.4. Análisis estadístico del diseno factorial serie "D"

En la tabla 6.8 se muestra la matriz del diseño factorial.

Factores Principales Resultados

Tamaño
medio

EE MDT

min
Polímero %PVAEnsayo PVA

%
nm

PLGA 85/15DI Airvol 540 4% 1800 38,97 1547,4548
PLGA 50/50 Airvol 540D2 4% 919 39,30 1489,7287
PLGA 85/15 Mowiol 4-88D3 4% 1378 42,08 1574,7777
PLGA 50/50 Mowiol 4-88D4 4% 820 25,21 1421,2310
PLGA 85/15D5 Airvol 540 2% 984 52,10 1635,3278
PLGA 50/50 Airvol 540D6 2% 611 66,44 1537,8427
PLGA 85/15 Mowiol 4-88D7 2% 1292 57,02 1649,6894
PLGA 50/50D8 Mowiol 4-88 2% 821 53,71 1432,7172

Tabla 6.8. Matriz del diseño factorial serie "D".

6.4.1. Matriz de respuesta del tamaño medio de las nanoesferas

En la tabla 6.9 se muestra la matriz de respuesta para el tamaño
medio de partícula.
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Factores Principales Interacciones

Polímero (A) PVA (B) % PVA (C)Ensayo AB AC BC

DI -1 -1 1 1 1-1

-1 -1 1D2 1 -1 -1

D3 -1 1 -1 -1 1 -1

D4 -1 1 -1 -11 1

D5 1 1 -1 -1-1 -1

D6 1 -1 1 -1 1 -1

D7 -1 1 1 -1 -1 1

D8 1 1 1 1 1 1

Valores* -142,69 -0,19 -75,56 14,06 37,19 64,94

Tabla 6.9. Matriz de respuesta para el tamaño medio de partícula y cálculos
relacionados.

* Valores de los efectos estimados proporcionados por el programa
Statgraphics Plus 5.1.

En la tabla 6.9 se muestran los valores de los efectos calculados de los

factores, con respecto a la respuesta tamaño medio de partícula. El
mayor efecto (magnitud absoluta, puesto que el signo sólo hace
referencia al sentido en que afecta la respuesta: un signo positivo
indica que la respuesta se ve aumentada por el factor en nivel alto) es
el tipo de polímero (-142,69). Esto significa que el utilizar el polímero
PLGA 50/50 produciría una disminución del tamaño medio de
partícula.
La representatividad de la influencia de los distintos factores en la
respuesta tamaño medio de partícula se analiza en el correspondiente
diagrama de Pareto. Este diagrama se construye representando los
efectos en las ordenadas y en las abcisas mediante unas barras
horizontales que muestran el valor absoluto de cada efecto. En la
figura 6.13 se representan los efectos estandarizados en orden
decreciente de importancia.
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Standardized Pareto Chart for Tamaño

A:Polimero

C:PVA%

BC

AC

□AB

B:PVA

0 3 6 9 12 15

Standardized effect

Fig. 6.13. Diagrama de Pareto para el efecto de los factores sobre el tamaño
medio de partícula.

En el gráfico de Pareto de la figura 6.13 se han representado los
efectos estandarizados. La línea vertical representa el límite de
significación estadística con el 95% de probabilidad. En este caso se
comprueba que el factor "tipo de polímero", seguido de muy de cerca
del tipo de PVA son los que más afectan a la respuesta tamaño medio
de partícula, aunque ninguno de ellos, en las condiciones
experimentales elegidas, es significativo con una probabilidad del
95%. Para asegurar la significación de los efectos se analizan los
resultados del análisis de la varianza. En la tabla 6.10 se compara la
significación estadística de cada efecto comparando el cuadrado
medio con una estimación del error experimental. Puede observarse
que ninguno de los factores tiene un valor de probabilidad menor de
0,05, lo que implica que ninguno de ellos influye significativamente
sobre los resultados obtenidos.
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Analysis of Variance for Tamaño

P-ValueDf F-RatioSum of Squares Mean SquareSource

651511,0

1,125
182710,0
6328,13
44253.1
134940,0
22155.1

29, 41

0, 00
8,25
0,29
2,00
6,09

0,1161
0,9955
0,2133
0,6875
0,3920

0,2451

651511,0
1,125

182710,0
6328,13
44253.1
134940,0
22155.1

1A:Polimero

B: PVA

C:PVA%

1

1

1AB

1AC

1BC

1Total error

1,0419E6 7Total (corr.)

R-squared = 97,8736 percent
R-squared (adjusted for d.f.) = 85,1151 percent
Standard Error of Est. = 148,846
Mean absolute error = 52,625
Durbin-Watson statistic =1,5

Tabla 6.10. Análisis de la varianza para el tamaño medio de partícula.

El estadístico r2 indica que el modelo ajustado explica el 97,87% de la
variabilidad de la respuesta tamaño medio de partícula. El estadístico
r2 (ajustado para los grados de libertad de la experiencia), que es más
adecuado para comparar modelos con diferentes números de
variables independientes es 85,12%. El error estándar del ajustado
muestra una desviación estándar de los residuales de 148,85. El error
absoluto medio de 52,63 es el valor medio de los residuales. El
estadístico Durbin-Watson (DW) indica si existe correlación
significativa basada en el orden en que se dan los datos. Ya que el
valor es mayor que 1,4 indica que probablemente no existe ninguna
correlación importante entre los residuales.

6.4.2. Interpretación de los efectos principales y las interacciones
sobre el tamaño medio de partícula

En la figura 6.14 se representan gráficamente los efectos principales
sobre la respuesta tamaño medio de partícula. En este gráfico se
muestra la variable estimada como función de cada factor

experimental. En cada gráfico el factor de que se trate varía de nivel
inferior (-1,0) al superior (+1,0), mientras que los otros factores se
mantienen constantes en su valor medio. En la parte izquierda de la
gráfica se observa la respuesta del tamaño medio de partícula cuando
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el factor A (tipo de polímero) pasa desde un nivel bajo (-1,0) hasta el
nivel alto (+1,0). Los factores tipo de polímero y porcentaje de PVA
Los presentan líneas con pendientes negativas, es decir, se mejora la
respuesta tamaño medio de partícula (traducido en un descenso del
tamaño medio de las nanoesferas) si el factor se mantiene en nivel
alto (+1, 0). En cambio, el factor tipo de PVA presenta una recta
paralela al eje de abcisas, lo que significa que no tiene efecto sobre la
respuesta.

Main Effects Plot for Tamaño
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Fig. 6.14. Representación gráfica de los efectos principales sobre el tamaño
medio de partícula.

-1,0 1,0 -1,0
Polímero PVA

Como se ha observado anteriormente, las interacciones tampoco
muestran un efecto significativo sobre la media de la respuesta
tamaño de partícula, por lo que no será necesario su análisis. No
obstante, se adjunta el gráfico que proporciona el programa
estadístico, donde se muestra la variable estimada como una función
de un par de factores. En cada representación gráfica figura un factor
que varía de un nivel inferior (-1) al superior (+1) y la línea
corresponde al tamaño medio de partícula cuando el segundo factor
es mantenido en el nivel inferior (marcada en los extremos por el
signo -), mientras que en la otra línea el segundo factor se mantiene
en nivel alto (indicado por + en los extremos). El resto de los factores,
excepto los dos de la interacción, se mantienen constantes en su nivel
central. Por ejemplo, para las dos primeras líneas de la figura 6.15
(sobre la parte de las abcisas marcada con AB), la línea superior
(marcada con - en sus extremos) corresponde al tamaño medio de las
nanoesferas cuando se mantiene el nivel del factor B en el nivel (-) y
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el factor A se modifica desde (-1,0) a (+1,0). Si las líneas (-) y (+) no se
cruzan entre sí implica que no existe interacción estadísticamente
significativa entre ambos factores, como es el caso de las interacciones
AC y BC. En cambio, las líneas correspondientes a los factores AB se
cruzan entre sí, lo que indica que existe interacción estadísticamente
significativa entre ambos.

Interaction Plot for Tamaño
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Fig. 6.15. Representación gráfica de las interacciones AB (tipo de polímero y
tipo de PVA), AC (tipo de polímero y % de PVA) y BC (tipo de PVA y % de
PVA).

6.4.3. Respuesta óptima para el tamaño medio de las nanoesferas

Se fija como objetivo el obtener un tamaño de partícula lo más
pequeño posible y según los resultados obtenidos y su análisis, se

puede proponer cuáles deberían ser los niveles de los distintos
factores (tabla 6.11). Según estos datos, ninguno de los factores
influye significativamente, pero para conseguir un tamaño de
partícula pequeña, las condiciones experimentales se deben mantener
en los siguientes niveles:

Polímero PLGA 50/50+1

PVA Airvol® 540-1

PVA% +1 2%
Valor óptimo 611,0 nm

Tabla 6.11. Niveles de los factores para obtener el menor tamaño de
nanoesferas posible.
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Estos valores se representan gráficamente mediante las superficies de
respuesta (figura 6.16), donde se observa que para un porcentaje de
PVA determinado (el programa estadístico escoge el valor central de
los estudiados), la distribución de la respuesta tamaño medio de
nanoesfera, en función del tipo de polímero y el tipo de PVA.

Estimated Response Surface
PVA%=0,0

1560

,§ 1360
1160

H 960

20,ó'
pva760

-1-1 -°.6 -0.2 0.2 0.6

Polímero
i

Fig. 6.16. Gráfico de superficie de respuesta para el tamaño medio de las
nanoesferas.

Trabajos previos apuntan que al aumentar el porcentaje de PVA
aumenta también el tamaño de partícula (Murakami y cois. 1997). En
este caso y en las condiciones experimentales ensayadas, los
resultados coinciden con los publicados en la bibliografía y se ha
comprobado que, aunque no haya una relación estadísticamente
significativa, valores bajos de porcentaje de PVA asociados al PLGA
50/50 favorecen la obtención de tamaños de partícula más pequeños.

6.4.4. Matriz de respuesta de la eficacia de encapsulación de las
nanoesferas

En la tabla 6.12 se muestra la matriz de respuesta para la eficacia de
encapsulación.
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Factores Principales Interacciones

Polímero (A) PVA (B) % PVA (C)Ensayo AB AC BC

1 1 1DI -1 -1 -1

D2 1 -1 -1 -1 -1 1

D3 -1 1 -1 -1 1 -1
D4 1 1 -1 1 -1 -1

1 -1D5 -1 -1 1 -1

D6 1 -1 1 -1 1 -1

D7 -1 1 1 -1 -1 1

D8 11 1 1 1 1

Valores* 5,23 0,19-0,34 -1,17 -2,18 1,72

Tabla 6.12. Matriz de respuesta para la eficacia de encapsulación y cálculos
relacionados.

* Valores de los efectos estimados proporcionados por el programa
Statgraphics Plus 5.1.

La representatividad de la influencia de los distintos factores en la
respuesta tamaño medio de partícula se analiza en el correspondiente
diagrama de Pareto. En la figura 6.17 se representan los efectos
estandarizados en orden decreciente de importancia.

Standardized Pareto Chart for EE
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Fig. 6.17. Diagrama de Pareto para el efecto de los factores sobre la eficacia
de encapsulación (EE).

En el gráfico de Pareto de la figura 6.17 se han representado los
efectos estandarizados. La línea vertical representa el límite de
significación estadística con el 95% de probabilidad. En este caso se
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comprueba que cuatro factores son estadísticamente significativos
sobre la eficacia de encapsulación: en primer lugar el % de PVA,
después la interacción AB (tipo de polímero y tipo de PVA), la
interacción AC (tipo de polímero y % de PVA) y por último el factor
B, tipo de PVA. Además, el factor A, tipo de polímero, está muy
próximo a la línea de significación estadística.
Para asegurar la significación de los efectos se analizan los resultados
del análisis de la varianza (tabla 6.13). Puede observarse que los
cuatro factores mencionados anteriormente tienen un valor de

probabilidad menor de 0,05, lo que implica que existen diferencias
estadísticamente significativas a un nivel de probabilidad inferior al
5% y, en consecuencia, influyen sobre el parámetro estudiado.
Analysis of Variance for EE

Df F-Ratio P-ValueSource Sum of Squares Mean Square

A: polímero
B: PVA

C: PVA%

3,79501
44,133
875,921
151,815
95,0131
1,25611

0,0253125

1 3,79501
44,133
875,921
151,815
95,0131
1,25611

0,0253125

149,93
1743,53

34604,27
5997,64
3753,60

49, 62

0,0519
0,0152
0,0034
0,0082
0,0104

0,0898

1

1

1AB

1AC

1BC

Total error 1

Total (corr.) 1171,96 7

R-squared = 99,9978 percent
R-squared (adjusted for d.f.) = 99,9849 percent
Standard Error of Est. = 0,159099
Mean absolute error = 0,05625
Durbin-Watson statistic =1,0

Tabla 6.13. Análisis de la varianza para la eficacia de encapsulación.

La r2 del ajustado es 99,99%, mientras que la r2 más adecuada para
comparar modelos con diferente número de variables independientes
es 99,98%. El error estándar de los valores estimados da una

desviación estándar de 0,16. El error absoluto medio de 0,056 es el
valor medio de los residuales y el valor del coeficiente estadístico de
Durbin-Watson es inferior a 1,4 con lo que se puede concluir que
probablemente existe alguna correlación entre los residuales.
Finalmente puede afirmarse que el factor porcentaje de PVA es el que
más influye sobre la eficiencia de encapsulación de las nanoesferas,
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siendo la concentración del 2% la que proporciona valores más altos
de la respuesta, seguida del tipo de PVA, Airvol® 540.

6.4.5. Interpretación de los efectos principales y las interacciones
sobre la eficacia de encapsulación

En la figura 6.18 se muestran gráficamente los efectos principales
sobre la respuesta eficacia de encapsulación. En este gráfico se
muestra la variable estimada como función de cada factor

experimental. En cada gráfico el factor de que se trate varía de nivel
inferior (-1,0) al superior (+1,0), mientras que los otros factores se
mantienen constantes en su valor medio.

El factor tipo de polímero presenta una recta casi paralela al eje de
abcisas, lo que significa que no tiene efecto sobre la eficacia de
encapsulación. Parecido es el caso del factor tipo de PVA, puesto que
su efecto no es muy pronunciado. En cambio, para el factor % de PVA
se observa que influye de manera importante, viéndose favorecida la
eficacia de encapsulación con el aumento del % de PVA, con lo cual
interesará mantenerlo en el nivel alto (+1,0) del mismo, para obtener
una elevada eficacia de encapsulación.

Main Effects Plot for EE
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Fig. 6.18. Representación gráfica de los efectos principales sobre la eficacia
de encapsulación.
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Gráficamente también se pueden representar las líneas
correspondientes al valor de la eficacia de encapsulación, según el
nivel en que se encuentren los factores. En este caso se observa
interacción entre los factores AB, representado por el cruce de las
líneas (-) y (+) en la figura 6.19.

Interaction Plot for EE
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Fig. 6.19. Representación gráfica de las interacciones AB (tipo de polímero y
tipo de PVA), AC (tipo de polímero y % de PVA) y BC (tipo de PVA y % de
PVA).

6.4.6. Respuesta óptima para la eficacia de encapsulación

Se fija como objetivo el obtener una eficacia de encapsulación lo más
alta posible a fin de asegurar la rentabilidad del proceso de
encapsulación. Según los resultados obtenidos y su análisis, se puede
proponer cuáles deberían ser los niveles de los distintos factores
(tabla 6.14). Según estos datos, para conseguir una eficacia de
encapsulación lo mayor posible, las condiciones experimentales se
deberán mantener en los siguientes niveles:

PLGA 50/50Polímero +1

Airvol® 540PVA -1

PVA% 2%+1

Valor óptimo 66,44 %
Tabla 6.14. Niveles de los factores para obtener el mayor valor de eficacia de
encapsulación posible.
Estos datos coinciden con los obtenidos en la respuesta óptima para
el tamaño medio de partícula y reafirman la necesidad de trabajar con
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el PLGA 50/50 y el Airvol® 540 al 2% para obtener tanto tamaño a de
partícula pequeños como altos valores de EE. En la figura 6.20 se
representa gráficamente los valores de la EE mediante las superficies
de respuesta y se observa que para un porcentaje de PVA
determinado (el programa estadístico escoge el valor central de los
estudiados), la eficacia de encapsulación aumenta para el PVA al 2%.

Estimated Response Surface
PVA%=0.0

54

51

48
W 45

42

PVA

Polímero

Fig. 6.20. Gráfico de superficie de respuesta para la eficacia de
encapsulación.

6.4.7. Matriz de respuesta para el tiempo medio de disolución de las
nanoesferas (MDT)

En la tabla 6.15 se muestra la matriz de respuesta para el MDT.
InteraccionesFactores Principales

Polímero (A) PVA (B) % PVA (C) ACAB BCEnsayo
DI -1 -1 -1 1 1 1

D2 1 -1 -1 -1 -1 1

-1 1 -1D3 -1 1 -1

D4 1 1 -1 1 -1 -1

D5 1 1 -1-1 -1 -1

1 -1 1 -1 1D6 -1

-1 1D7 1 -1 -1 1

D8 1 1 1 1 1 1

Valores* -32,85 -8,24 13,89 -13,45 6,44 -3,09
Tabla 6.15. Matriz de respuesta para el tiempo medio de disolución y
cálculos relacionados. * Valores de los efectos estimados proporcionados
por el programa Statgraphics Plus 5.1.
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La representatividad de la influencia de los distintos factores en la
respuesta tiempo medio de disolución se analiza en el
correspondiente diagrama de Pareto. En la figura 6.21 se representan
los efectos estandarizados en orden decreciente de importancia.

Standardized Pareto Chart for MDT

A:polimero

C:PVA%

AB

B:PVA

AC

BC

0 4 8 12 16 20 24

Standardized effect

Fig. 6.21. Diagrama de Pareto para el efecto de los factores sobre el tiempo
medio de disolución (MDT).

En el gráfico de Pareto de la figura 6.21 se han representado los
efectos estandarizados. La línea vertical representa el límite de
significación estadística con el 95% de probabilidad. En este caso se
comprueba que tan sólo el tipo de polímero posee un efecto
estadísticamente significativo sobre los resultados del MDT, ya que
supera el límite marcado como estadísticamente significativo, lo que
coincide con los datos publicados en la bibliografía.
Para asegurar la significación de los efectos se analizan los resultados
del análisis de la varianza (tabla 6.16). Puede observarse que sólo el
factor "tipo de polímero" tiene un valor de probabilidad menor de
0,05, lo cual implica que es significativamente diferente de cero con un
95% de probabilidad, es decir, no cumple con la hipótesis nula y en
consecuencia puede afirmarse que influye significativamente sobre
los resultados del MDT.
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Analysis of Variance for MDT

P-ValueSum of Squares Df F-RatioSource Mean Square

34549,0
2175,98
6181,88
5794,68
1330,88
307,385
70,0129

493,47
31, 08
88,30
82,77
19, 01
4,39

0,0286
0,1130
0,0675
0,0697
0,1435
0,2835

A:polimero
B: PVA

C: PVA%

34549,0
2175,98
6181,88
5794,68
1330,88
307,385
70,0129

1

1

1

1AB

1AC

1BC

1Total error

50409,8 7Total (corr.)

R-squared = 99,8611 percent
R-squared (adjusted for d.f.) = 99,0278 percent
Standard Error of Est. = 8,36737
Mean absolute error = 2,95831
Durbin-Watson statistic =2,0

Tabla 6.16. Análisis de la varianza para el tiempo medio de disolución de las
nanoesferas.

El estadístico r2 indica que el modelo ajustado explica el 99,86% de la
variabilidad de la respuesta tiempo de vida media. El estadístico r2
ajustado para los grados de libertad de la experiencia, que es más
adecuado para comparar modelos con diferente número de variables
independientes, es 99,03%. El error estándar de los valores estimados
da una desviación estándar de 8,37. El error absoluto medio de 2,96 es

el valor medio de los residuales y el valor del coeficiente estadístico
de Durbin-Watson es superior a 1,4 con lo que se puede concluir que
probablemente no existe ninguna correlación importante entre los
residuales.

Se puede concluir que el factor tipo de polímero es el único que da
lugar a diferencias estadísticamente significativas al nivel de
probabilidad del 2,8% (p< 0,05), lo que indica que influye sobre los
resultados que puedan obtenerse del MDT. En este caso es el
polímero PLGA 85/15 el que da lugar a cinéticas de liberación del
fármaco más lentas y prolongadas.
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6.4.8. Interpretación de los efectos principales y las interacciones
sobre el tiempo medio de disolución

Se valoran los efectos principales gráficamente en la figura 6.22,
mostrando la variable estimada como función de cada factor

experimental. En cada gráfico el factor de que se trate varía de nivel
inferior (-1,0) al superior (+1,0), mientras que los otros factores se
mantienen constantes en su valor medio.

La primera parte de la gráfica muestra la respuesta tiempo medio de
disolución cuando el factor tipo de polímero pasa desde un nivel bajo
(-1, 0) hasta el nivel alto (+1,0). Esta recta presenta una pendiente
negativa, es decir, que la respuesta tiempo de vida media mejora si el
factor se mantiene en nivel bajo (-1,0). Es decir, aumenta el tiempo
medio de disolución si se mantiene el polímero en el nivel bajo, o sea,
con el PLGA 85/15, lo que coincide con los datos esperados, según
composición química del polímero. El factor tipo de PVA presenta
una recta casi paralela al eje de las abcisas y el factor % de PVA
presenta una recta de pendiente positiva muy poco pronunciada, lo
que significa que estos dos factores no influyen significativamente
sobre la respuesta tiempo medio de disolución.

Main Effects Plot for MDT
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-
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Fig. 6.22. Representación gráfica de los efectos principales sobre el tiempo
medio de disolución.

Gráficamente también se pueden representar las líneas
correspondientes al valor del tiempo medio de disolución, según el
nivel en que se encuentren los factores. En este caso se observa
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interacción entre los factores AB, representado por el cruce de las
líneas (-) y (+) en la figura 6.23.

Interaction Plot for MDT
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Fig. 6.23. Representación gráfica de las interacciones AB (tipo de polímero y
tipo de PVA), AC (tipo de polímero y % de PVA) y BC (tipo de PVA y % de
PVA).

6.4.9. Respuesta óptima para el tiempo medio de disolución

Se fija como objetivo el obtener una tiempo medio de disolución lo
más prolongado posible a fin de asegurar una lenta cesión de la
indometacina encapsulada. Según los resultados obtenidos y su
análisis, se puede proponer cuáles deberían ser los niveles de los
distintos factores (tabla 6.17). Según estos datos, las condiciones
experimentales se deberán mantener en los siguientes niveles:

Polímero PLGA 85/15-1

Mowiol® 4-88PVA +1

PVA% 2%+1

Valor óptimo 1649,6894 minutos
Tabla 6.17. Niveles de los factores para obtener el mayor valor del tiempo
medio de disolución posible.

Estos valores se representan gráficamente mediante las superficies de
respuesta (figura 6.24), en el que se observa que para un % de PVA
determinado (el programa estadístico escoge el valor central de los
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estudiados), el tiempo medio de disolución disminuye para el
polímero PLGA 50/50 y para el PVA Airvol® 540. Con ello se
demuestra que el polímero debe permanecer en nivel bajo (-) y el
PVA en el nivel alto para optimizar la respuesta.

Estimated Response Surface
PVA%=0,0
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H1560
Q1520
21480
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1

Fig. 6.24. Gráfico de superficie de respuesta para el tiempo medio de
disolución.

6.5. Análisis estadístico de la robustez del diseño factorial
serie "D"

Para facilitar los cálculos y la interpretación de los datos del análisis
del diseño factorial serie "D", todos los valores analizados en el
capítulo 6.4 corresponden a valores promedio. Con la finalidad de
garantizar la robustez de los ensayos, se analizan los valores de las
desviaciones estándar de los distintos ensayos.

En la tabla 6.18 se muestra la matriz del diseño factorial construida

para evaluar la robustez, así como los resultados que se han
analizado.
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Factores Principales Resultados

DS de
tamaño

N

DS de
MDT

(min)

DS de
EE (%)

%PVAPolímeroEnsayo PVA

PLGA 85/15 Airvol 540 4% 4,02 0,0166 162DI

PLGA 50/50 Airvol 540 4% 4,06 0,0426D2 41

PLGA 85/15 Mowiol 4-88 4%D3 2,47 0,0126 69

PLGA 50/50 Mowiol 4-88D4 4% 2,75 0,0182 25

PLGA 85/15 Airvol 540 2% 5,10 0,0326 32D5

PLGA 50/50 Airvol 540 2% 6,20 0,0135D6 21

PLGA 85/15 Mowiol 4-88D7 2% 9,22 0,0108 14

PLGA 50/50 Mowiol 4-88D8 2% 4,09 0,0922 252

Tabla 6.18. Matriz del diseño factorial para evaluar la robustez de la serie
"D".

6.5.1. Matriz de respuesta para la evaluación de la robustez en los
datos del tamaño medio de las nanoesferas

En la tabla 6.19 se muestra la matriz de respuesta para la robustez del
tamaño medio de partícula.

Factores Principales Interacciones

Polímero (A) % PVA (C)PVA (B)Ensayo AB AC BC

DI -1 -1 -1 1 1 1

D2 1 -1 -1 -1 -1 1

D3 -1 1 -1 -1 1 -1

D4 11 -1 1 -1 -1

D5 -1 -1 1 1 -1 -1
D6 1 -1 1 -1 1 -1

D7 -1 1 1 -1 -1 1

D8 1 1 1 1 1 1

Valores* 3,87 6,50 1,38 20,37 24,50 20,13

Tabla 6.19. Matriz de respuesta para la DS del tamaño medio de las
nanoesferas y cálculos relacionados.
* Valores de los efectos estimados proporcionados por el programa
Statgraphics Plus 5.1.
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La representatividad de la influencia de los distintos factores en la
respuesta tamaño medio de partícula se analiza en el correspondiente
diagrama de Pareto (figura 6.25).

Standardized Pareto Chart for DS Tamaño

AC

AB

BC

B:PVA

0A:Polimero

IC:PVA%

0 3 6 9 12 15

Standardized effect

Fig. 6.25. Diagrama de Pareto para el efecto sobre de los factores sobre la DS
del tamaño medio de partícula.

La línea vertical representa el límite de significación estadística con el
95% de probabilidad. En este caso se comprueba que ninguno de los
factores es estadísticamente significativo sobre la desviación estándar
de los datos del tamaño de partícula.
Para asegurar la significación de los efectos se analizan los resultados
del análisis de la varianza (tabla 6.20). Puede observarse que todos los
factores son diferentes de cero con una probabilidad del 95%, ya que
ninguno presenta una probabilidad menor del 0,05.
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Analysis of Variance for DS_Tamafio

F-Ratio P-ValueSource Sum of Squares Df Mean Square

0,13
0, 37
0, 02
3, 59
5,19
3,50

0,7798
0,6538
0,9190
0,3091

0,2632
0,3123

A:Poliraero

B: PVA

C:PVA%

480,5
1352,0
60,5

13284.5
19208,0
12960.5
3698,0

1 480,5
1352,0
60,5

13284.5
19208,0
12960.5
3698,0

1

1

1AB

1AC

1BC

Total error 1

Total (corr.) 51044,0 7

R-squared = 92,7553 percent
R-squared (adjusted for d.f.) = 49,2869 percent
Standard Error of Est. = 60,8112
Mean absolute error = 21,5
Durbin-Watson statistic =1,5

Tabla 6.20. Análisis de la varianza para la DS de los valores de tamaño
medio de las nanoesferas.

El estadístico r2 indica que el modelo ajustado explica el 92,76% de la
variabilidad de la respuesta tiempo de vida media. El estadístico r2
ajustado para los grados de libertad de la experiencia, que es más
adecuado para comparar modelos con diferente número de variables
independientes, es 49,29%. El error estándar de los valores estimados
da una desviación estándar de 60,81. El error absoluto medio de 21,50
es el valor medio de los residuales y el valor del coeficiente
estadístico de Durbin-Watson es superior a 1,4 con lo que se puede
concluir que no existe correlación de los residuales.

6.5.2. Matriz de respuesta para la evaluación de la robustez en los
datos de la eficacia de encapsulación

En la tabla 6.21 se muestra la matriz de respuesta para la robustez de
la eficacia de encapsulación.
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Factores Principales Interacciones

Ensayo Polímero (A) PVA (B) % PVA (C) AB AC BC

DI -1 -1 -1 1 1 1
D2 1 -1 -1 -1 -1 1

D3 -1 1 -1 -1 1 -1
D4 1 1 -1 1 -1-1

D5 -1 -1 1 1 -1 -1

D6 1 -1 1 -1 1 -1

D7 -1 1 1 -1 -1 1

D8 1 1 1 1 1 1

Valores* -0,23 -0,05 0,70 -0,37 -0,27 0,30
Tabla 6.21. Matriz de respuesta para DS de la eficacia de encapsulación y
cálculos relacionados.

* Valores de los efectos estimados proporcionados por el programa
Statgraphics Plus 5.1.

La representatividad de la influencia de los distintos factores en la
respuesta eficacia de encapsulación se analiza en el correspondiente
diagrama de Pareto (figura 6.26).

Standarized Pareto Chart for SD EE
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Fig. 6.26. Diagrama de Pareto para el efecto sobre de los factores sobre la DS
de la eficacia de encapsulación.

La línea vertical representa el límite de significación estadística con el
95% de probabilidad. En este caso se comprueba que ninguno de los
factores es estadísticamente significativo sobre la desviación estándar
de los datos del tamaño de partícula.
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Para asegurar la significación de los efectos se analizan los resultados
del análisis de la varianza (tabla 6.22). Puede observarse que todos los
factores son diferentes de cero con una probabilidad del 95%, ya que
ninguno presenta una probabilidad menor del 0,05.
Analysis of Variance for SD_EE

Sum of Squares Df F-Ratio P-ValueSource Mean Square

1,72051
0,0903125
15,9895
4,48501
2,36531
2,96461
5,23261

1,72051
0,0903125
15,9895
4,48501
2,36531
2,96461
5,23261

0, 33
0,02
3,06
0, 86
0,45
0, 57

0,6685
0,9168
0,3308
0,5245
0,6232
0,5892

A:polimer
B: PVA

C: PVA%

1

1

1

1AB

1AC

1BC

1Total error

Total (corr.) 32,8479 7

R-squared = 84,0702 percent
R-squared (adjusted for d.f.) =0,0 percent
Standard Error of Est. = 2,28749
Mean absolute error = 0,80875
Durbin-Watson statistic =3,0

Tabla 6.22. Análisis de la varianza para la DS de los valores de la eficacia de
encapsulación.

El estadístico r2 indica que el modelo ajustado explica el 84,07% de la
variabilidad de la respuesta tiempo de vida media. El estadístico r2
ajustado para los grados de libertad de la experiencia, que es más
adecuado para comparar modelos con diferente número de variables
independientes, es 0%. El error estándar de los valores estimados da
una desviación estándar de 2,29. El error absoluto medio de 0,81 es el
valor medio de los residuales y el valor del coeficiente estadístico de
Durbin-Watson es superior a 1,4 con lo que se puede concluir que no
existe correlación de los residuales.

6.5.3. Matriz de respuesta para la evaluación de la robustez en los
datos del tiempo medio de disolución

En la tabla 6.23 se muestra la matriz de respuesta para la robustez del
tiempo medio de disolución.
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Factores Principales Interacciones

Polímero (A) PVA (B) % PVA (C)Ensayo ACAB BC

DI -1 -1 -1 1 1 1

D2 1 -1 -1 -1 -1 1

D3 -1 1 -1 -1 1 -1
D4 1 1 -1 1 -1 -1

D5 1-1 -1 1 -1 -1

D6 1 -1 1 -1 1 -1
D7 -1 1 1 -1 -1 1

D8 1 1 1 1 1 1

Valores* 0,005 0,0050,002 0,004 0,002 0,005

Tabla 6.23. Matriz de respuesta para DS del tiempo medio de disolución
MDT y cálculos relacionados.
* Valores de los efectos estimados proporcionados por el programa
Statgraphics Plus 5.1.

La representatividad de la influencia de los distintos factores en la
respuesta tiempo medio de disolución MDT se analiza en el
correspondiente diagrama de Pareto (figura 6.27).

Standardized Pareto Chart for SD MDT

A:Polimero

BC

□AB

0C:PVA%

IAC

IB:PVA

o 3 6 9 12 15

Standardized effect

Fig. 6.27. Diagrama de Pareto para el efecto sobre de los factores sobre la DS
del tiempo medio de disolución MDT.

La línea vertical representa el límite de significación estadística con el
95% de probabilidad. En este caso se comprueba que ninguno de los
factores es estadísticamente significativo sobre la desviación estándar
de los datos del tiempo medio de disolución.
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Para asegurar la significación de los efectos se analizan los resultados
del análisis de la varianza (tabla 6.24). Puede observarse que todos los
factores son diferentes de cero con una probabilidad del 95%, ya que

ninguno presenta una probabilidad menor del 0,05.

Analysis of Variance for SD_MDT

P-ValueSum of Squares Df F-RatioSource Mean Square

0,00110086
0,000101229
0,000436693
0,000802947

0,000116988
0,00090975

0,00183

0,00110086
0,000101229
0,000436693
0,000802947
0,000116988
0,00090975

0,00183

0, 60
0, 06
0,24
0, 44
0, 06
0,50

0,5800
0,8529
0,7107
0,6276
0,8423
0,6090

A:polimer
B: PVA

C: PVA%

1

1

1

1AB

1AC

1BC

Total error 1

Total (corr.) 0,00529847 7

R-squared = 65,4617 percent
R-squared (adjusted for d.f.) = 0,0 percent
Standard Error of Est. = 0,0427785
Mean absolute error = 0,0151245
Durbin-Watson statistic =3,0

Tabla 6.24. Análisis de la varianza para la DS de los valores del tiempo
medio de disolución MDT.

El estadístico r2 indica que el modelo ajustado explica el 65,46% de la
variabilidad de la respuesta tiempo medio de disolución. El
estadístico r2 ajustado para los grados de libertad de la experiencia,
que es más adecuado para comparar modelos con diferente número
de variables independientes, es 0%. El error estándar de los valores
estimados da una desviación estándar de 0,04. El error absoluto
medio de 0,015 es el valor medio de los residuales y el valor del
coeficiente estadístico de Durbin-Watson es superior a 1,4 con lo que
se puede concluir que no existe correlación de los residuales.
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7. Diseño factorial serie "S"

El segundo diseño factorial parte con el propósito de estudiar la
influencia de los parámetros de proceso en la formulación de
nanoesferas por el método de salificación.
Se plantea un diseño factorial 23 donde se propone analizar la
influencia de la viscosidad del polímero, el tipo de sal y el pH de la
fase acuosa. Esto supone la realización de un mínimo de 8
experimentos con el objetivo de conocer los efectos principales de las
variables, así como los efectos de las interacciones entre las variables.

El motivo de la elección de estos 3 parámetros resulta del estudio del
método de encapsulación descrito por el grupo de Doelker
(Binsdchaedler y cois. 1990) y con ellos se pretende estudiar con
profundidad hasta qué punto es importante la viscosidad del medio
en el éxito de la encapsulación del activo y como afecta este
parámetro a las características de las nanoesferas. El estudio del pH
de la fase acuosa parte de la teoría de que podría afectar a la eficacia
de encapsulación del principio activo, puesto que el disolvente
empleado en este diseño es acetona. Se cree que cierta cantidad de
principio activo podría ser arrastrada fuera de las nanoesferas
durante la difusión de la acetona. Se pretende averiguar si
controlando el pH del medio acuoso a un valor inferior al del pKa de
la indometacina (que es de 4,5) puede impedirse en cierta medida el
arrastre del principio activo. Por este motivo se trabaja ajustando el
pH a 3,5 (valor elegido por ser inferior al pKa) y sin controlar el pH
(lo que supone un pH inicial de aproximadamente 5,3 para las
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soluciones de cloruro cálcico y de 4,3 las de cloruro magnésico).
Como es conocido, hay otros factores no reseñados en el estudio que
podrían influir en los resultados, como son la temperatura, velocidad
de agitación, etc. Para su control, estos parámetros se mantienen
constantes durante la realización de los experimentos. Otros
parámetros que potencialmente podrían afectar a la realización de los
ensayos son los llamados factores ambientales, cuya influencia se
intenta minimizar trabajando en zonas de condiciones ambientales de
humedad y temperatura controladas. La variabilidad debida a las
materias primas se elimina al trabajar siempre con los mismos lotes.
La variabilidad debida a los equipos tampoco existe ya que siempre
se utilizan los mismos equipos. El orden de realización de los
experimentos es aleatorio a fin de minimizar el sesgo en los
resultados y proporcionar seguridad contra los efectos de las
variables ocultas.

En las tablas 7.1 y 7.2 se muestran las condiciones experimentales que
se contemplan en cada ensayo. La primera columna indica la
referencia y número de orden de cada experimento. En las siguientes
columnas se asigna el nivel de cada factor, por ejemplo, el nivel +
(superior) del factor "polímero" corresponde al PLGA 50/50 de
viscosidad alta 0,58 dL/g, según lo descrito a continuación.
Los experimentos que se proponen se realizan por triplicado.

A B C
SI

S2 +

S3 +

S4 + +

S5 +

S6 + +

S7 + +

S8 + + +

Tabla 7.1. Matriz de diseño de experiencias
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A: Cambio de viscosidad del polímero
PLGA 50/50 viscosidad inherente: 0,58 dL/g
PLGA 50/50 viscosidad inherente: 0,20 dL/g

+

B: Cambio del tipo de sal
Cloruro magnésico hexahidrato
Cloruro cálcico hexahidrato

+

C: pH final de la fase acuosa
pH ajustado a 3,5
pH sin ajustar

+

Polímero SalEnsayo PH
SI PLGA 50/50 q: 0,20 CaCl2.6H20 Sin ajustar
S2 PLGA 50/50 q: 0,58 CaCl2.6H20 Sin ajustar
S3 PLGA 50/50 q: 0,20 MgCl2.6H2Q Sin ajustar
S4 PLGA 50/50 q: 0,58 MgCl2.6H2Q Sin ajustar
S5 PLGA 50/50 q: 0,20 CaCl2.6H20 3,5
S6 PLGA 50/50 r): 0,58 CaCl2.6H20 3,5
S7 PLGA 50/50 q: 0,20 MgCl2.6H2Q 3,5
S8 PLGA 50/50 q: 0,58 MgCl2.6H2Q 3,5

Tabla 7.2. Matriz detallada del diseño de experiencias para el diseño de la
serie "S".

En la siguiente página se esquematizan las condiciones de trabajo
aplicadas para la realización de los ensayos del diseño factorial serie
"S". El método de fabricación que se utiliza es el de salificación (ver
detalles en capítulo 1.1.3.2) y las cantidades de principio activo,
excipientes, disolventes, así como los parámetros de proceso se han
fijado en base a los resultados obtenidos en el capítulo 4 de puesta a
punto de los métodos de nanoencapsulación.
El seguimiento del proceso de encapsulación se realiza analizando
imágenes del medio de reacción con el microscopio óptico, a distintos
tiempos (figura 7.1).
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240 mg PLGA 50/50
24 mg Indometacina

45 mL Acetona

100 mL Agua
+

M 2% Mowiol® 4-88,
60% sal

1
2 minutos Emulsificación- Turboagitación 20.500 rpm

1Dilución en 200 mL de agua purificada

:

:

Fig. 7.1. Imagen de las nanoesferas obtenida por
microscopio óptico (200 aumentos).

3 h de evaporación en reactor con vacío a 25 °C

1
Ultracentrifugación, (1^0.000 G 20 minutos)

Lavado de las nanoesferas con 200 mL de agua purificada,
ultracentrifugación, decantación. Repetir 2 veces y último

lavado con 200 mL solución reguladora fosfatos 0,1 M pH 7,4
Secado en estufa de vacío 12h
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7.1. Eficacias de encapsulación

En la tabla 7.3 se muestran los resultados individuales de la
valoración de los lotes fabricados según el diseño factorial
establecido, junto con sus replicados.

Contenido teórico
en activo

Contenido en

activo
Rendi-
miento

Eficacia de

EncapsulaciónEnsayo
% %% %

7,13 66,73
78,75
82,95

78,87
88,62
91,21

9,04
SI 10,55

11,04
9,35
10,07
9,17 78.18

87.18
84,96

89,64
81,25
90,46

10,23
S2 9,28 7,54

10,07 9,11
8,91 6,54 68,64

72,99
85,47

73,40
88,92
91,70

S3 9,21 8,19
10,48 9,61

74,70
85,18

9,79 6,65 75,84
75,10
96,88

S4 9,38 7,99
91,51 9,19 8,41
90,19
90,99
90,08

9,18 8,28 81,66
69,66
66,52

S5 9,11 8,29
9,58 8,63

83,44
96,89
95,05

9,06 7,56 63,14
59,04
74,60

S6 9,35 9,06
9,91 9,42

86,83
84,40
87,37

9,04 7,85 80,93
71,47
65,33

S7 9,17 7,74
9,03 7,89

87,10
87,35
92,82

9,07 7,90 81,47
84,53
88,11

S8 9,17 8,01
10,03 9,31

Tabla 7.3. Resultados de los análisis de los lotes del diseño factorial "S".

En la tabla 7.4 se muestran los resultados promedio del diseño
factorial de la serie "S" junto con las desviaciones estándar. Por lo
general se observan eficacias de encapsulación entre el 83% y el 91% y
unos rendimientos globales de proceso de entre el 65% y el 84%.
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Eficacia de

Encapsulación%
X± DS

Contenido
en activo%

X± DS

Rendimiento%
X± DSEnsayo

SI
86,23 ± 6,50 8,85 ± 1,53 76,14 ± 8,42PROMEDIO ± DS

S2
87,12 ± 5,09 8,61 ± 0,92 83,44 ± 4,68PROMEDIO ± DS

S3
8,11 ± 1,5384,67 ± 9,86 75,70 ± 8,74PROMEDIO ± DS

S4
83,79 ± 8,49 7,68 ± 0,92 82,60 ± 12,36PROMEDIO ± DS

S5
90,42 ± 0,49 8,60 ± 0,31 72,61 ± 7,99PROMEDIO ± DS

S6
91,79 ± 7,29 8,68 ± 0,98 65,59 ± 8,06PROMEDIO ± DS

S7
86,20 ± 1,58 7,82 ±0,07 72,57 ± 7,86PROMEDIO ± DS

S8
89,09 ± 3,23 8,41 ± 0,78 84,70 ± 3,32PROMEDIO ± DS

Tabla 7.4. Resultados promedios del análisis de los lotes del diseño factorial
"S", junto
DS: desviación estándar).

desviaciones estándar (X: media aritmética,con sus

7.2. Viscosidad

En la tabla 7.5 se muestran los valores de las viscosidades de los
distintos lotes del diseño factorial serie "S" y en la figura 7.2 puede
observarse gráficamente los resultados en forma de histogramas. Los
análisis se realizan con un viscosímetro Brookfield, empleando el
spindle E. Todos los análisis se realizan a temperatura ambiente.
Como puede observarse, existen diferencias entre los resultados de
las viscosidades de los distintos lotes. Los valores más altos en la
viscosidad coinciden con los lotes fabricados con cloruro magnésico
hexahidrato como electrolito.
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VISCOSIDAD (cps)LOTE

SI 3,005
S2 3,053
S3 3,342
S4 3,423
S5 2,989
S6 3,006
S7 3,257
S8 3,422

Tabla 7.5. Valores de viscosidad de los lotes del diseño factorial "S".

EFECTO DE LOS PARÁMETROS DE PROCESO EN LA VISCOSIDAD

LOTES

|HS1 BS2 DS3 DS4 BS5 I1S6 BS7 DS8

Fig. 7.2. Representación gráfica de la viscosidad de los lotes del diseño serie
"S".

7.3. Características morfométricas

El análisis del tamaño de partícula de los 8 lotes del diseño factorial y
sus replicados se efectúa mediante la técnica de difracción láser con
un equipo Coulter. Los resultados que se muestran en la tabla 7.6 (y
de forma resumida en la tabla 7.7) corresponden al promedio de 3
replicados de cada lote y son medidas de número de partículas,
expresadas en micrómetros. Como puede observarse, el intervalo de
tamaño de partícula oscila entre un tamaño medio de 726 nm (ensayo
S4) hasta un máximo de 1733 nm (ensayo SI).
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DSMEDIA MEDIANA MODA
D25% Dio%Dgo% D75% D50%

\imJim
Sl-l 1,553 3,031 2,140 1,590 1,259 1,0731,719 1,590 1,321

1,536 3,035 2,165 1,619 1,289 1,100Sl-2 1,746 1,619 1,451
2,153 1,606 1,276 1,088Sl-3 1,733 1,606 1,451 1,542 3,031

S2-1 1,321 1,470 2,593 1,928 1,471 1,181 1,0091,560 1,471
S2-2 1,507 2,546 1,863 1,408 1,119 0,9481,497 1,408 1,204

1,437 2,548 1,937 1,522 1,244 1,068S2-3 1,604 1,522 1,451
S3-1 0,708 0,520 1,696 1,631 1,057 ,0708 0,529 0,4420,789
S3-2 0,755 1,643 1,938 1,305 0,917 0,705 0,5890,998 0,917
S3-3 0,729 0,654 0,520 1,632 1,408 0,935 0,654 0,509 0,433
S4-1 0,645 0,576 0,520 1,543 1,235 0,771 0,576 0,473 0,418
S4-2 0,520 1,616 1,420 0,892 0,621 0,491 0,4260,702 0,621
S4-3 1,757 0,531 0,4420,831 0,736 0,520 1,848 1,187 0,736
S5-1 0,876 0,797 0,627 1,763 1,873 1,218 0,797 0,569 0,459
S5-2 0,981 0,939 0,910 1,681 1,939 1,359 0,939 0,670 0,516
S5-3 0,910 1,595 1,869 1,365 0,962 0,692 0,5260,978 0,962
S6-1 1,648 1,539 1,321 1,504 2,784 2,031 1,539 1,232 1,057
S6-2 1,574 1,473 1,321 1,525 2,711 1,967 1,473 1,165 0,987
S6-3 1,607 1,500 1,321 1,522 2,755 1,994 1,500 1,192 1,014
S7-1 1,468 1,361 1,204 1,626 2,711 1,884 1,361 1,043 0,862
S7-2 1,388 1,277 1,097 1,485 2,318 1,680 1,277 1,045 0,920
S7-3 1,508 1,405 1,204 1,568 2,704 1,919 1,405 1,092 0,914
S8-1 1,584 1,473 1,321 1,605 2,957 2,050 1,473 1,126 0,930
S8-2 1,669 1,546 1,321 1,586 3,068 2,137 1,546 1,196 0,999
S8-3 1,765 1,635 1,451 1,556 3,143 2,213 1,635 1,287 1,090

Tabla 7.6. Caracterización morfométrica detallada de los lotes del diseño
factorial "S" (n=3).

Tamaño medio (nm) ±DS (n=3)
SI 1733 ±13

S2 1554 ± 54

S3 839 ±141

S4 726 ± 95

S5 945 ± 60

S6 1609 ± 37
S7 1455 ± 61
S8 1673 ± 90

Tabla 7.7. Tamaño medio de los lotes del diseño factorial "S" junto con las
DS (n=3).
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En las figuras 7.3 y 7.4 se muestran los tamaños promedio de los 8
lotes del diseño factorial.

Dlfferenlial Number (Average»
12 SI prom»dio

"■ S2_prom»dlo
S3_promedio
S4_prom»dio

— S5_prom»dlo
S6_promedio
S7_promedlo
S8_prom»dlo

11

10-

9

6n
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e
i *■

2 »-

4
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1

20 30 40 50 70 10010
Partid» Diam»t»r <pmi

Fig. 7.3. Tamaño promedio de los 8 ensayos del diseño factorial “S".

Como puede observarse, los tamaños de partícula más pequeños
aparecen en los ensayos S3, S4 y S5. En el capítulo correspondiente a
la evaluación del análisis del diseño factorial se estudia qué factores
son los que afectan más durante la formulación de las nanoesferas en
la obtención de un tamaño de partícula determinado.
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Tamaño promedio de las nanoesferas del diseño factorial S
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Fig. 7.4. Variación del tamaño promedio de las nanoesferas obtenidas en el
diseño factorial "S", representado en figura de histogramas.

La morfología de las nanoesferas se monitoriza durante el proceso de
encapsulación por microscopía óptica y las nanoesferas en estado
sólido se analizan por microscopía electrónica de barrido (SEM). En
las figuras 7.5a y 7.5b se puede observar con SEM el detalle de las
características morfométricas de las partículas. Un aspecto a destacar
es la homogeneidad en la forma de las partículas, su pequeño
tamaño, así como la ausencia de cristales visibles o poros en la
cubierta de las mismas.
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Fig. 7.5a. Imagen de las nanoesferas S5 obtenida con SEM.

Fig. 7.5b. Imagen de las nanoesferas S6 obtenida con SEM.
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7.4. Ensayos de liberación in vitro

Las condiciones de realización de los ensayos de liberación in vitro, se
describen en el capítulo 3.4. Se realizan 6 replicados de cada uno de
los ensayos.

A continuación se adjuntan las tablas 7.8a-d donde se reflejan las
concentraciones, el porcentaje liberado y las desviaciones estándar
(DS) promedio en cada tiempo de toma de muestra.
Para el cálculo del MDT se ha asumido un modelo no compartimental
y una administración extravascular. El cálculo se ha realizado con el
programa WinNonlin 4.1.

S2 (promedioSI (promedio)
LiberaciónLiberación Conc DSTiempo

(min)
DSConc

(mg/mL) % (mg/mL)(mg/mL) % (mg/mL)
0 0 0 0 00 0

5,7930 13,98 0,0389 0,0038 0,01420,0100

0,0182 0,0078 11,96 0,034860 0,0208 29,15
120 0,0284 39,86 0,0138 0,0145 22,37 0,0784

0,0533 0,0198 30,51240 0,0341 47,82 0,1142
360 0,0342 47,91 0,0628 0,0235 36,28 0,1428
480 0,0341 47,82 0,0581 0,0227 35,02 0,1124
1440 0,0288 40,40 0,0499 0,0208 32,12 0,0639
1920 0,0253 35,53 0,0563 0,0197 30,38 0,0633
2880 0,0238 33,33 0,0308 0,0177 27,25 0,0518

MDT

(min)
1354,3386 1422,2143

Tabla 7.8a. Datos de liberación de las referencias SI y S2.
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S3 (promedio) S4 (promedio)
Tiempo Liberación Conc Liberación DSConc DS

% (mg/mL)(min) (mg/mL) % (mg/mL) (mg/mL)
0 0 0 0 00 0

0,0038 7,05 0,025430 0,0026 3,88 0,0388
60 0,0085 12,64 0,0705 0,0104 19,34 0,0102

32,02 0,0143120 0,0133 19,86 0,0772 0,0172

0,0639 0,0207 38,45 0,0074240 0,0195 29,08
0,0187360 0,0215 32,03 0,0613 0,0227 42,31

480 0,0221 41,05 0,02300,0221 32,92 0,0531

0,02371440 0,0222 33,03 0,0388 0,0220 40,90
1920 0,0559 0,0215 40,02 0,04180,0209 31,07
2880 0,0196 29,16 0,0293 0,0206 38,34 0,0238

MDT

(min)
1464,25001464,8533

Tabla 7.8b. Datos de liberación de las referencias S3 y S4.

S5 (promedio) S6 (promedio)
Tiempo Conc Liberación Conc Liberación DSDS

(min) (mg/mL) % (mg/mL) (mg/mL) % (mg/mL)
0 0 0 0 0 0 0

30 0,0013 2,07 0,0161 0,0027 3,90 0,0197
60 0,0049 7,62 0,0405 0,0068 9,85 0,0173
120 0,0095 14,76 0,0422 0,0101 14,67 0,0274
240 0,0108 16,71 0,0873 0,0138 19,92 0,0219
360 0,0142 22,07 0,1131 0,0153 22,19 0,0285
480 0,0137 21,28 0,0857 0,0157 22,72 0,0159
1440 0,0138 21,41 0,1014 0,0143 20,66 0,0156
1920 0,0129 20,00 0,0840 0,0135 19,55 0,0121

2880 0,0125 19,38 0,0534 0,0145 21,03 0,0170

MDT

(min)
1469,7415 1461,4704

Tabla 7.8c. Datos de liberación de las referencias S5 y S6.
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S8 (promedioS7 (promedio)
Liberación DSTiempo Liberación DS ConcConc

(mg/mL)(mg/mL) (mg/mL) %(min) (mg/mL) %

0 0 0o 0,0000 0,00 0,0000
0,0040 6,28 0,012030 0,0026 4,48 0,0010

15,22 0,026860 0,0061 10,58 0,0008 0,0097
0,0025 0,0194 30,32 0,0755120 0,0106 18,21

0,0297 46,48 0,0852240 0,0157 26,91 0,0041

0,0644360 0,0174 30,00 0,0037 0,0332 51,96
480 0,0014 0,0345 53,94 0,05500,0195 33,57
1440 0,0232 39,95 0,0014 0,0328 51,30 0,0563
1920 0,0020 0,0299 46,73 0,04750,0236 40,73
2880 0,0244 42,08 0,0020 0,0287 44,96 0,0539

MDT

(min)
1582,0586 1447,4890

Tabla 7.8d. Datos de liberación de las referencias S7 y S8.

En la figura 7.6 se representan gráficamente los perfiles de liberación
de nanoesferas de la serie "S".

Fig. 7.6. Perfiles de liberación in vitro de las nanoesferas de la serie "S".
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En la figura 7.6 pueden observarse los distintos perfiles de liberación
in vitro de las nanoesferas de la serie "S". Sin entrar en detalle en el
análisis de las formulaciones y sus correspondientes perfiles de
liberación (esta discusión se detalla en el capítulo del análisis del
diseño factorial) se puede observar que todas las referencias
presentan un perfil de liberación in vitro muy parecido. Las
referencias presentan un patrón de liberación bifásico, es decir,
presencia de una fase de liberación rápida (llamada efecto burst o

estallido) seguida de una fase de liberación lenta o prolongada. En
este diseño factorial destaca que el efecto burst está muy disminuido
respecto al diseño factorial de la serie "D". Se puede considerar que la
fase de liberación rápida tiene lugar durante las 4 primeras horas,
pero cediendo solamente un promedio de un 30% de principio activo.
En cambio, el resto de referencias presentan un perfil de liberación
mucho más lento, sin apenas presencia del efecto burst, si no que
durante todo el tiempo de estudio hay una liberación gradual del
principio activo.
Esta afirmación se corrobora tras el estudio de las micrografías
realizadas con microscopía electrónica de barrido, donde no se
observa presencia alguna de cristales de principio activo sin
encapsular (figuras 7.5a y 7.5.b), causantes del citado efecto burst.
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7.5. Análisis estadístico del diseño factorial serie "S"

En la tabla 7.9 se muestra la matriz del diseño factorial para la serie
"S".

Factores Principales Resultados

Tamaño
medio

EE MDT

min
SalPolímero pHEnsayo %

nm

PLGA

50/50i): CaCl2.6H20 86,23 1354,3386SI Sin ajustar 1733

0,20
PLGA

50/50i):S2 CaCl2.6H20 Sin ajustar 1554 87,12 1422,2143
0,58
PLGA

S3 50/50i): MgCl2.6H20 Sin ajustar 839 84,67 1464,8533
0,20
PLGA

50/501): MgCl2.6H20 Sin ajustarS4 726 83,79 1464,2500
0,58
PLGA

50/501):S5 CaCl2.6H20 3,5 945 90,42 1469,7415
0,20
PLGA

50/50 i): CaCl2.6H20S6 3,5 1609 91,79 1461,4704
0,58
PLGA

50/501):S7 MgCl2.6H20 3,5 1455 86,20 1442,4018
0,20
PLGA

S8 50/50 i): MgCl2.6H20 3,5 1673 89,09 1447,4890
0,58
Tabla 7.9. Matriz del diseño factorial serie "S".

7.5.1. Matriz de respuesta del tamaño medio de las nanoesferas

En la tabla 7.10 se muestra la matriz de respuesta para el tamaño
medio de partícula.
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InteraccionesFactores Principales
Polímero (A) sal (B) pH (C) ACEnsayo AB BC

SI -1 -1 -1 1 1 1

S2 -1 -1 11 -1 -1

S3 -1 1 -1 -1 1 -1

S4 1 1 -1 -11 -1

S5 -1 1 1 -1 -1-1

S6 1 -11 -1 1 -1

S7 -1 1 1 -1 -1 1

S8 1 11 1 1 1

Valores* -23,75 73,37 143,536,87 -71,75 51,87

Tabla 7.10. Matriz de respuesta para el tamaño medio de partícula y cálculos
relacionados.

* Valores de los efectos estimados proporcionados por el programa
Statgraphics Plus 5.1.

La representatividad de la influencia de los distintos factores en la
respuesta tamaño medio de partícula se analiza en el correspondiente
diagrama de Pareto. En la figura 7.6 se representan los efectos
estandarizados en orden decreciente de importancia.

Standardized Pareto Chart for Tamaño

BC

AC

B:Sal

C:pH

A: Polímero

■AB

0 3 6 9 12 15

Standardized effect

Fig. 7.6. Diagrama de Pareto para el efecto de los factores sobre el tamaño
medio de partícula.
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En el gráfico de Pareto de la figura 7.6 se han representado los efectos
estandarizados. La línea vertical representa el límite de significación
estadística para el 95% de probabilidad. En este caso se comprueba
que ninguno de los factores estudiados parece que afecten de una
forma estadísticamente significativa al tamaño medio de partícula.
Para asegurar la significación de los efectos se analizan los resultados
del análisis de la varianza (tabla 7.11). En esta tabla se asigna la
significación estadística de cada efecto comparando el cuadrado
medio con una estimación del error experimental. En este caso

ninguno de los efectos tiene un valor de probabilidad menor del 0,05,
lo que implica que todos son significativamente diferentes de cero
con un 95% de probabilidad.

Analysis of Variance for tamaño

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value

A: Polimero

B: Sal

C:pH

43512.5
164738,0
86112.5

18050,0
172285,0
658952,0
32768,0

1 43512.5
164738,0
86112.5
18050,0
172285,0
658952,0
32768,0

1, 33
5, 03
2, 63
0,55
5,26
20,11

0,4550
0,2671
0,3519
0,5935
0,2618
0,1397

1

1

AB 1

AC 1

BC 1
Total error 1

Total (corr.) 1,17642E6 7

R-squared = 97,2146 percent
R-squared (adjusted for d.f.) = 80,5022 percent
Standard Error of Est. = 181,019
Mean absolute error = 64,0
Durbin-Watson statistic =1,5

Tabla 7.11. Análisis de la varianza para el tamaño medio de partícula.

La r2 del ajustado es 97,21%, mientras que la r2 más adecuada para
comparar modelos con diferente número de variables independientes
es 80,50%. El error estándar de los valores estimados da una

desviación estándar de 181,02. El error absoluto medio de 64,0 es el
valor medio de los residuales y el valor del coeficiente estadístico de
Durbin-Watson es mayor de 1,4 con lo que se puede concluir que no
existe correlación entre los residuales.
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Tras el estudio estadístico realizado, puede afirmarse que ninguno de
los parámetros estudiados influye significativamente en el tamaño
medio de las nanoesferas.

7.5.2. Interpretación de los efectos principales y las interacciones
sobre el tamaño medio de partícula

En la figura 7.7 se representan gráficamente los efectos principales
sobre la respuesta tamaño medio de partícula. En este gráfico se
observa que para los factores tipo de polímero y pH la pendiente es
positiva, es decir, se mejora la respuesta tamaño de partícula si el
factor pasa a su nivel alto. El programa estadístico entiende por
mejorar la respuesta el aumentar el tamaño de partícula, por lo que
en este caso, la respuesta deseada es en sentido inverso, a fin de
obtener el tamaño medio de nanoesfera más pequeño posible. Para el
tercer factor, tipo de sal, la recta presenta una pendiente negativa, lo
cual indica que es un factor que influye en la respuesta en sentido
contrario, es decir, manteniendo el factor tipo de sal en su nivel alto
(+1,0), menor tamaño de nanoesfera.

Main Effects Plot for Tamaño
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Fig. 7.7. Representación gráfica de los efectos principales sobre el tamaño
medio de partícula.
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Gráficamente también se pueden representar las líneas
correspondientes al valor del tamaño medio de partícula según el
nivel en que se encuentren los factores. En este caso dos de las líneas
(+) y (-) se cruzan entre sí, las correspondientes a la interacción entre
el tipo de polímero y el pH y la interacción entre el tipo de sal y pH.
Este resultado indica que existe interacción estadísticamente
significativa entre los factores (figura 7.8).

Interaction Plot for Tamaño

1780

1580

O
<C 1380
CU

i 1180
H

980

780
1.0 -1.0 1.0-1.0 1.0 -1.0

BCACAB

Fig. 7.8. Representación gráfica de las interacciones AB (tipo de polímero y
tipo de sal), AC (tipo de polímero y pH) y BC (tipo de sal y pH).

7.5.3. Respuesta óptima para el tamaño medio de las nanoesferas

Se fija como objetivo el obtener tamaño medio de las nanoesferas lo
más pequeño posible. Según los resultados obtenidos y su análisis, se
puede proponer cuáles deberían ser los niveles de los distintos
factores (tabla 7.12.). Según estos datos, para conseguir un tamaño lo
menor posible, las condiciones experimentales se deberán mantener
en los siguientes niveles:

PLGA 50/50 q: 0,58 dL/gPolímero +1

Sal MrC12.6H2Q
Sin ajustar

+1

-1

Valor óptimo 662,0 nm
Tabla 7.12. Niveles de los factores para obtener el mínimo valor de tamaño
medio de nanoesferas posible.
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Estos valores se representan gráficamente mediante las superficies de
respuesta (figura 7.9).

Estimated Response Surface
pH=0,0

1600

O 1500

c§ 1400
^ 1300
H 1200

i?*#*1100 Sal
-0.6 -0,2 0,2 0,6

Polímero

Fig. 7.9. Gráfico de superficie de respuesta para el tamaño medio de las
nanoesferas.

1

Al igual que para el diseño factorial de la serie “D", en este estudio
no se puede constatar ninguna relación clara entre entre los factores y
la respuesta tamaño medio de las nanoesferas, en las condiciones
experimentales estudiadas.

7.5.4. Matriz de respuesta de la eficacia de encapsulación de las
nanoesferas

En la tabla 7.13 se muestra la matriz de respuesta para la eficacia de
encapsulación.

InteraccionesFactores Principales

pH (C)Polímero (A) sal (B) ACEnsayo AB BC

1 1 1SI -1 -1 -1

1S2 1 -1 -1 -1 -1

S3 -1 1 -1-1 1 -1

S4 1 -1 -11 1 -1

S5 1 1 -1 -1-1 -1

-1 1 -1S6 1 -1 1

1S7 -1 1 1 -1 -1

S8 11 1 1 1 1

Valores* -0,130,26 -0,74 0,98 -0,01 0,26
Tabla 7.13. Matriz de respuesta para la eficacia de encapsulación y cálculos
relacionados.
* Valores de los efectos estimados proporcionados por el programa
Statgraphics Plus 5.1.
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La representatividad de la influencia de los distintos factores en la
respuesta eficacia de encapsulación se analiza en el correspondiente
diagrama de Pareto. En la figura 7.10 se representan los efectos
estandarizados en orden decreciente de importancia.

Standardized Pareto Chati for EE

C:pH

B:sal

A:Pol¡mero

AC

IBC

IAB

9 12 150 3 6

Standardized effect

Fig. 7.10. Diagrama de Pareto para el efecto de los factores sobre la eficacia
de encapsulación (EE).

En este caso se comprueba que ninguno de los factores estudiados
parece que afecten de una forma estadísticamente significativa a la
eficacia de encapsulación, ya que todos los factores están muy
alejados de la línea vertical, que representa el límite de significación
estadística.

Para asegurar la significación de los efectos se analizan los resultados
del análisis de la varianza (tabla 7.14). En esta tabla se asigna la
significación estadística de cada efecto comparando el cuadrado
medio con una estimación del error experimental. En este caso,
ninguno de los efectos tiene un valor de probabilidad menor del 0,05,
lo que implica que todos son significativamente diferentes de cero
con un 95% de probabilidad.
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Analysis of Variance for EE

P-ValueSum of Squares Df F-RatioSource Mean Square

1, 68
12,89
22,74
0,01
1, 67
0, 38

0, 4179
0,1730
0,1316
0,9517
0,4194

0,6481

2,27911
17,4345

30,772
0,0078125
2,25781
0,515113
1,35301

1 2,27911
17,4345
30,772

0,0078125
2,25781
0,515113
1,35301

A:Polimero

B: sal

C: pH

1

1

1AB

1AC

1BC

1Total error

54,6194Total (corr.) 7

R-squared = 97,5228 percent
R-squared (adjusted for d.f.) = 82,6598 percent
Standard Error of Est. = 1,16319
Mean absolute error = 0,41125
Durbin-Watson statistic =2,0

Tabla 7.10. Análisis de la varianza para la eficacia de encapsulación.

La r2 del ajustado es 97,52%, mientras que la r2 más adecuada para
comparar modelos con diferente número de variables independientes
es 82,66%. El error estándar de los valores estimados da una

desviación estándar de 1,16. El error absoluto medio de 0,41 es el
valor medio de los residuales y el valor del coeficiente estadístico de
Durbin-Watson es mayor de 1,4 con lo que se puede concluir que no
existe correlación entre los residuales.

Tras el estudio estadístico realizado puede afirmarse que ninguno de
los parámetros estudiados influye significativamente en la respuesta
eficacia de encapsulación.

7.5.5. Interpretación de los efectos principales y las interacciones
sobre la eficacia de encapsulación

En la figura 7.11 se muestran gráficamente los efectos principales
sobre la respuesta eficacia de encapsulación. En este gráfico se
muestra la variable estimada como función de cada factor

experimental. El factor tipo de polímero presenta una recta casi
paralela al eje de abcisas, lo que significa que no tiene efecto sobre la
eficacia de encapsulación. En cambio, el factor tipo de sal influye de

N•P

v 4 c 4 s
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»
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manera importante, viéndose favorecida la eficacia de encapsulación
en el nivel bajo, es decir, empleando como sal el cloruro cálcico
hexahidrato. En cambio para el tipo de pH la pendiente es negativa,
es decir, se mejora la respuesta eficacia de encapsulación si el factor
se mantiene en el nivel alto, ajustando el pH a 3,5 lo que coincide con
lo publicado en la bibliografía (Niwa y cois. 1993).

Main Effects Plot for EE
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Polímero sal PH

Fig. 7.11. Representación gráfica de los efectos principales sobre la eficacia
de encapsulación.

Gráficamente también se pueden representar las líneas
correspondientes al valor de la eficacia de encapsulación, según el
nivel en que se encuentren los factores. En este caso ninguna de las
líneas (-) y (+) se cruzan entre sí, lo que implica que no existe
interacción estadísticamente significativa entre los distintos factores
(figura 7.12).

Interaction Plot for EE

92

90

cu 88cu

86

84

-1,0 1.0 -1,0 1,0 -1,0 1,0
AB AC BC

Fig. 7.12. Representación gráfica de las interacciones AB (tipo de polímero y
tipo de sal), AC (tipo de polímero y pH) y BC (tipo de sal y pH).
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7.5.6. Respuesta óptima para la eficacia de encapsulación

Se fija como objetivo el obtener una eficacia de encapsulación lo más
alta posible a fin de asegurar la rentabilidad del proceso de
encapsulación. Según los resultados obtenidos y su análisis, se puede
proponer cuáles deberían ser los niveles de los distintos factores
(tabla 7.15). Según estos datos, para conseguir una eficacia de
encapsulación lo mayor posible, las condiciones experimentales se
deberán mantener en los siguientes niveles:

PLGA 50/501): 0,58 dL/gPolímero +1

Sal CaCl2.6H20-1

pH 3,5+1

Valor óptimo 92,20 %

Tabla 7.15. Niveles de los factores para obtener el mayor valor de eficacia de
encapsulación posible.

Estos valores se representan gráficamente mediante las superficies de
respuesta (figura 7.13) y se observa que para un pH determinado (el
programa estadístico escoge el valor central de los estudiados), la
eficacia de encapsulación disminuye cuando se emplea el cloruro
magnésico hexahidrato.

Estimated Response Surface
pH=0,0

90
89
88

W 87
86

85
84 sal-u.-0,6 -0,2 0,2 0,6

Polimero

Fig. 7.13. Gráfico de superficie de respuesta para la eficacia de
encapsulación.
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7.5.7. Matriz de respuesta para el tiempo medio de disolución de las
nanoesferas

En la tabla 7.16 se muestra la matriz de respuesta para el MDT.

Factores Principales Interacciones

Polímero (A) sal (B) PH (C)Ensayo AB AC BC

SI -1 -1 -1 1 1 1

S2 1 -1 -1 -1 -1 1

S3 -1 1 -1 -1 1 -1

S4 -11 1 1 -1 -1

S5 -1 -1 1 1 -1 -1
S6 1 -1 1 -1 1 -1

S7 -1 1 1 -1 -1 1

S8 1 1 1 1 1 1

Valores* 4,00 6,95 7,21 -3,44 4,40 -12,12

Tabla 7.16. Matriz de respuesta para el tiempo medio de disolución y
cálculos relacionados.

* Valores de los efectos estimados proporcionados por el programa
Statgraphics Plus 5.1.

La representatividad de la influencia de los distintos factores en la
respuesta tiempo medio de disolución se analiza en el
correspondiente diagrama de Pareto. En la figura 7.14 se representan
los efectos estandarizados en orden decreciente de importancia.



205RESULTADOS

Standardized Pareto Chart for MDT

BC

C:pH

B:Sal

AC

■A:Polimero

AB

120 3 6 9 15

Standardized effect

Fig. 7.14. Diagrama de Pareto para el efecto de los factores sobre el tiempo
medio de disolución (MDT).
En este caso parece que ninguno de los factores afecta de forma
estadísticamente significativa al tiempo medio de disolución. Para
asegurar la significación de los efectos se analizan los resultados del
análisis de la varianza (tabla 7.17). Puede observarse que ninguno de
los factores tiene un valor de probabilidad menor de 0,05, lo cual
implica que todos son significativamente diferentes de cero con un
95% de probabilidad.
Analysis of Variance for MDT

Sum of Squares Df F-Ratio P-ValueSource Mean Square

513,417
1546,49
1665,99
379,786
620,511
4698,27
837,168

0, 61
1,85

1, 99
0, 45
0, 74
5, 61

0,5771
0,4038

0,3926
0,6226
0,5475
0,2543

A:Polimero

B: Sal

C: pH

513,417
1546,49
1665,99
379,786
620,511
4698,27
837,168

1

1

1

1AB

AC 1

BC 1

Total error 1

Total (corr.) 10261,6 7

R-squared = 91,8418 percent
R-squared (adjusted for d.f.) = 42,8924 percent
Standard Error of Est. = 28,9339
Mean absolute error = 10,2297
Durbin-Watson statistic =1,5

Tabla 7.17. Análisis de la varianza para tiempo medio de disolución de las
nanoesferas.
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El estadístico r2 indica que el modelo ajustado explica el 91,84% de la
variabilidad de la respuesta tiempo medio de disolución. El
estadístico r2 ajustado para los grados de libertad de la experiencia,
que es más adecuado para comparar modelos con diferente número
de variables independientes, es 42,89%. El error estándar de los
valores estimados da una desviación estándar de 28,93. El error
absoluto medio de 10,23 es el valor medio de los residuales y el valor
del coeficiente estadístico de Durbin-Watson es mayor de 1,4 con lo
que se puede concluir que no existe correlación entre los residuales.
Tras el estudio estadístico realizado puede afirmarse que ninguno de
los parámetros estudiados influye significativamente en la respuesta
tiempo medio de disolución.

7.5.8. Interpretación de los efectos principales y las interacciones
sobre el tiempo medio de disolución

Se valoran gráficamente los efectos principales en la figura 7.15 En
este caso los tres factores presentan líneas con pendientes positivas,
es decir que mejora la respuesta si el valor se mantiene en nivel alto.

Main Effects Plot for MDT
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Polimero Sal PH

Fig. 7.15. Representación gráfica de los efectos principales sobre el tiempo
medio de disolución.
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Gráficamente también se pueden representar las líneas
correspondientes al valor del tiempo medio de disolución, según el
nivel en que se encuentren los factores. En este caso se observa
interacción entre los factores BC, representado por el cruce de las
líneas (-) y (+) en la figura 7.16.

Interaction Plot for MDT

1480

1460

H 1440
. !

2 1420
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AC BCAB

Fig. 7.16. Representación gráfica de las interacciones AB (tipo de polímero y
tipo de sal), AC (tipo de polímero y pH) y BC (tipo de sal y pH).

7.5.9. Respuesta óptima para el tiempo medio de disolución

Se fija como objetivo el obtener tiempo medio de disolución lo más
prolongado posible a fin de asegurar una lenta cesión de la
indometacina encapsulada. Según los resultados obtenidos y su
análisis, se puede proponer cuáles deberían ser los niveles de los
distintos factores (tabla 7.18). Según estos datos, las condiciones
experimentales se deberán mantener en los siguientes niveles:

PLGA 50/501): 0,58Polímero +1

MrC12.6H2QSal +1

PH -1 sin ajustar
Valor óptimo 1474,48 minutos

Tabla 7.18. Niveles de los factores para obtener el mayor valor del tiempo
medio de disolución.
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Estos valores se representan gráficamente mediante las superficies de
respuesta (figura 7.17), en el que se observa que a un pH determinado
(el programa estadístico escoge el valor central de los estudiados), el
tiempo medio de disolución aumenta al emplear el polímero de
mayor viscosidad y también al utilizar como sal MgCE.óEEO.

Estimated Response Surface
pH=v,0

/ 7 7 /
7 / /1460 7

1450
H
q 1440
S 1430

1420

1410 Sal-i -°,6 -0,2 0,2 0,6

Polimero

-i
i

Fig. 7.17. Gráfico de superficie de respuesta para el tiempo medio de
disolución.

7.6. Análisis estadístico de la robustez del diseño factorial
serie "S"

Al igual que en el diseño factorial de la serie “D", para facilitar los
cálculos y la interpretación de los datos del análisis todos los valores
analizados en el capítulo 7.5 corresponden a valores promedio. Con
la finalidad de garantizar la robustez de los ensayos, a continuación
se analizan brevemente los valores de las desviaciones estándar de
los distintos ensayos.

En la tabla 7.19 se muestra la matriz del diseño factorial construida

para evaluar la robustez, así como los resultados que se han
analizado.
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ResultadosFactores Principales
DS de
MDT

(min)

DS de
tamaño

N

DS de
EE (%)

Polímero SalEnsayo PH

PLGA 50/50
q: 0,20

CaCl2.6H20 Sin ajustar 6,50 0,0424 13SI

PLGA 50/50
q: 0,58

CaCl2.6H20S2 Sin ajustar 5,09 0,0750 54

PLGA 50/50
r): 0,20 MgCl2.6H20 Sin ajustar 9,86 0,0543 141S3

PLGA 50/50
i): 0,58

S4 MgCl2.6H20 Sin ajustar 8,49 0,0209 95

PLGA 50/50
i): 0,20

CaCl2.6H20 0,49 0,0693 60S5 3,5

PLGA 50/50
ry 0,58

S6 CaCl2.6H20 3,5 7,29 0,0195 37

PLGA 50/50
r): 0,20 MgCl2.6H20 0,0833 61S7 3,5 1,58

PLGA 50/50
ry 0,58 MgCl2.6H20 0,0529 90S8 3,5 3,23

Tabla 7.19. Matriz del diseño factorial para evaluar la robustez de la serie
"S".

7.6.1. Matriz de respuesta para la evaluación de la robustez en los
datos del tamaño medio de las nanoesferas

En la tabla 7.20 se muestra la matriz de respuesta para la robustez del
tamaño medio de partícula.

Factores Principales Interacciones

Ensayo Polímero (A) sal (B) PH (C) AB AC BC

SI -1 -1 -1 1 1 1

S2 1 -1 -1 -1 -1 1

S3 -1 1 -1 -1 1 -1

S4 1 1 -1 1 -1 -1

S5 -1 -1 1 1 -1 -1

S6 1 -1 1 -1 1 -1
S7 -1 1 1 -1 -1 1

S8 1 1 1 1 1 1

Valores* 0,06 13,91 -3,43 -2,18 0,69 -7,19
Tabla 7.20. Matriz de respuesta para la robustez de los datos del tamaño
medio de las nanoesferas y cálculos relacionados.
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* Valores de los efectos estimados proporcionados por el programa
Statgraphics Plus 5.1.

La representatividad de la influencia de los distintos factores en la
respuesta tamaño medio de partícula se analiza en el correspondiente
diagrama de Pareto (figura 7.18).

Standardized Pareto Chati for SD Tamaño

B:Sal

BC |
C:pH j
AB

AC

A:Polimero

6 9 120 3 15

Standardized effect

Fig. 7.18. Diagrama de Pareto para el efecto sobre de los factores sobre la DS
del tamaño de partícula.

La línea vertical representa el límite de significación estadística con el
95% de probabilidad. En este caso se comprueba que el tipo de pH es
un factor estadísticamente significativo sobre la desviación estándar
del tamaño de partícula.
Para asegurar la significación de los efectos se analizan los resultados
del análisis de la varianza (tabla 7.21). Puede observarse que el factor
tipo de pH se demuestra como estadísticamente significativo sobre la
desviación estándar del tamaño de partícula, puesto que presenta una
probabilidad menor del 0,05.
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Analysis of Variance for SD_Tamafio

Sum of Squares Df F-Ratio P-ValueSource Mean Square

0,125
6216.13
378.125
153.125
15,125
1653.13
2415.13

1 0,125
6216.13
378.125

153.125
15,125
1653.13
2415.13

0,00
2,57
0,16
0,06
0,01
0, 68

0,9954
0,3548
0,7601
0,8430
0,9497
0,5600

A:Polimero

B: Sal

C: pH

1

1

1AB

1AC

1BC

Total error 1

Total (corr.) 10830,9 7

R-squared = 77,7015 percent
R-squared (adjusted for d.f.) = 0,0 percent
Standard Error of Est. = 49,1439
Mean absolute error = 17,375
Durbin-Watson statistic =2,0

Tabla 7.21. Análisis de la varianza para la DS de los valores de tamaño
medio de las nanoesferas.

La r2 del ajustado es 77,70% mientras la r2 más adecuada para
comparar modelos con diferente número de variables independientes
es 0%. El error estándar de los valores estimados da una desviación
estándar de 49,14. El error absoluto medio de 17,37 es la media de los
residuales y el valor del coeficiente estadístico de Durbin-Watson es
superior a 1,4 con lo que se puede concluir que no existe correlación
entre los residuales.

7.6.2. Matriz de respuesta para la evaluación de la robustez en los
datos de la eficacia de encapsulación

En la tabla 7.22 se muestra la matriz de respuesta para la robustez de
la eficacia de encapsulación.
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InteraccionesFactores Principales

PH (C)Polímero (A) sal (B) ACEnsayo AB BC

1SI -1 -1 -1 1 1

S2 -1 -1 -1 11 -1

S3 -1 -1 1 -1-1 1

S4 -11 1 -1 1 -1

1 -1S5 -1 -1 1 -1

S6 -1 1 -1 1 -11

S7 1 1 -1 -1 1-1

S8 1 11 1 1 1

Valores* -0,63 1,40 -1,200,70 0,47 -2,16

Tabla 7.22. Matriz de respuesta para la robustez de los datos de la eficacia de
encapsulación y cálculos relacionados.
* Valores de los efectos estimados proporcionados por el programa
Statgraphics Plus 5.1.

La representatividad de la influencia de los distintos factores en la
respuesta tamaño medio de partícula se analiza en el correspondiente
diagrama de Pareto. En la figura 7.19 se representan los efectos
estandarizados en orden decreciente de importancia.

Standardized Pareto Chart for SD EE

C:pH

AC

BC

A:polimer

AB

B:sal

0 3 6 9 12 15

Standardized effect

Fig. 7.19. Diagrama de Pareto para el efecto sobre de los factores sobre la DS
de la eficacia de encapsulación.
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Del diagrama de Pareto parece deducirse que ninguno de los factores
estudiados afecta de forma estadísticamente significativa la
desviación estándar de la eficacia de encapsulación. Para asegurar la
significación de los efectos se analizan los resultados del análisis de la
varianza (tabla 7.23).

Analysis of Variance for SD_EE

F-Ratio P-ValueSum of Squares Df Mean SquareSource

4,01861

I,79551
37,6278
3,26401
15,7641
II,8341

3,36701

1,19
0,53
11,18
0,97
4,68
3,51

0,4719
0,5985
0,1850
0,5049
0,2756
0,3120

4,01861
I,79551
37,6278

3,26401
15,7641
II,8341
3,36701

1A:polimer
B: sal

C:pH

1

1

1AB

1AC

1BC

Total error 1

Total (corr.) 77,6712 7

R-squared = 95,665 percent
R-squared (adjusted for d.f.) = 69,6553 percent
Standard Error of Est. = 1,83494
Mean absolute error = 0,64875
Durbin-Watson statistic =2,0

Tabla 7.23. Análisis de la varianza para la DS de los valores de la eficacia de
encapsulación.

Ninguno de los factores tiene un valor de probabilidad menor de
0,05, lo que indica que todos son significativamente diferentes de cero
con una probabilidad del 95%.
El estadístico r2 indica que el modelo ajustado explica el 95,66% de la
variabilidad de la respuesta tiempo de vida media. El estadístico r2
ajustado para los grados de libertad de la experiencia es 69,65%. El
error estándar de los valores estimados da una desviación estándar
de 1,83. El error absoluto medio de 0,64 es el valor medio de los
residuales y el valor del coeficiente estadístico de Durbin-Watson es
superior a 1,4 con lo que se puede concluir que no existe correlación
de los residuales.
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7.6.3. Matriz de respuesta para la evaluación de la robustez en los
datos del tiempo medio de disolución

En la tabla 7.24 se muestra la matriz de respuesta para la robustez del
tiempo medio de disolución.

Factores Principales
Polímero (A) sal (B)

Interacciones

PH (C)Ensayo ACAB BC

SI -1 -1 1 1-1 1

S2 1 -1 -1 -1 -1 1

S3 -1 -1 -11 1 -1

S4 1 1 -1 1 -1 -1

S5 -1 -1 1 1 -1 -1

S6 1 -1 1 -1 1 -1

S7 -1 1 1 -1 -1 1

S8 11 1 1 1 1

Valores* -0,005 0,003 0,002 -0,002 -0,004 0,005

Tabla 7.24. Matriz de respuesta para la robustez de los datos del tiempo
medio de disolución y cálculos relacionados.
* Valores de los efectos estimados proporcionados por el programa
Statgraphics Plus 5.1.

La representatividad de la influencia de los distintos factores en la
respuesta tiempo medio de disolución se analiza en el
correspondiente diagrama de Pareto. En la figura 7.20 se representan
los efectos estandarizados en orden decreciente de importancia.
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Standardized Pareto Chart for SD MDT

BC

A:Polimero

AC

1AB

IC:pH

B:Sal
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Fig. 7.20. Diagrama de Pareto para el efecto sobre de los factores sobre la DS
del tiempo medio de disolución MDT.

Del diagrama de Pareto parece deducirse que ninguno de los factores
estudiados afecta de forma estadísticamente significativa la
desviación estándar del tiempo medio de disolución. Para asegurar la
significación de los efectos se analizan los resultados del análisis de la
varianza (tabla 7.25).

Analysis of Variance for SD_MDT

Source Sum of Squares Df F-Ratio P-ValueMean Square

A:Polimero

B: Sal

C: pH

0,000820125
0,00000338
0,00013122
0,000271445
0,000788045
0,00100352
0,000911645

1 0,000820125
0,00000338
0,00013122
0,000271445
0,000788045
0,00100352
0,000911645

0,90

0,00
0,14
0,30
0,86
1,10

0,5168
0,9613
0,7692
0,6820
0,5232
0,4847

1

1

1AB

1AC

BC 1

Total error 1

Total (corr.) 0,00392938 7

R-squared = 76,7993 percent
R-squared (adjusted for d.f.) = 0,0 percent
Standard Error of Est. = 0,0301935
Mean absolute error = 0,010675
Durbin-Watson statistic =2,0

Tabla 7.25. Análisis de la varianza para la DS de los valores del tiempo
medio de disolución MDT.
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Ninguno de los factores tiene un valor de probabilidad menor de
0,05, lo que indica que todos son significativamente diferentes de cero
con una probabilidad del 95%.
El estadístico r2 indica que el modelo ajustado explica el 76,74% de la
variabilidad de la respuesta tiempo de vida media. El estadístico r2
ajustado para los grados de libertad de la experiencia es 0%. El error
estándar de los valores estimados da una desviación estándar de 0,03.
El error absoluto medio de 0,01 es el valor medio de los residuales y
el valor del coeficiente estadístico de Durbin-Watson es superior a 1,4
con lo que se puede concluir que no existe correlación de los
residuales.
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8. Diseño factorial serie "F"

Con la experiencia adquirida con los ensayos realizados para la serie
de emulsificación espontánea-difusión de disolvente y de salificación,
se plantea un tercer diseño factorial con varios objetivos.

■ En primer lugar se pretende comparar las dos distintas
técnicas de nanoencapsulación entre sí.

■ El segundo y principal objetivo es la disminución de la
cantidad del coadyuvante habitual, PVA, por otros
biodegradables o de fácil eliminación fisiológica.

■ El tercer objetivo, al igual que en el segundo diseño
factorial, consiste en evitar el uso de disolventes
organoclorados en la fase orgánica, por lo que se elige la
acetona como disolvente.

Elección de las condiciones y factores del diseño
factorial serie "F"
8.1.

Se plantea un diseño factorial 23 donde se propone analizar la
influencia de la técnica de nanoencapsulación, del tipo de
coadyuvante y su concentración.



Diseño Factorial Serie "F"218

Como ya se ha comentado, se van a comparar las 2 técnicas de
encapsulación elegidas en los anteriores diseños factoriales: la
emulsificación espontánea-difusión de disolvente y el de salificación.
Una vez comprobada su gran versatilidad frente a distintas variables
de proceso, su sencilla realización y la facilidad de la posible
transposición de escala del proceso, entre otras ventajas, se decide
compararlas entre sí, con el fin de comprobar cuál de las dos es la
más adecuada para la obtención de nanoesferas de indometacina.
El segundo objetivo del diseño factorial es el estudio del empleo de
nuevos coadyuvantes, el poloxámero 188 y el quitosano. El racional
de la elección de estos dos compuestos se describe con detalle en el
capítulo 4.

8.2. Realización experimental del diseño factorial serie "F"

Tras los estudios para elegir las mejores condiciones experimentales
(descritas en el capítulo 4), se diseña la matriz del nuevo diseño
factorial.

Se elige estudiar los coadyuvantes poloxámero 188 y quitosano con
un 1% de PVA (Mowiol® 4-88) y ajustar el pH de la fase acuosa a un
pH final de 3,5. Como polímero se escoge el PLGA 50/50 de
viscosidad inherente 0,20dL/ g y como disolvente de la fase orgánica
la acetona. Estas condiciones se establecen tras los resultados
obtenidos en el capítulo 4 y capítulo 7.
Otros factores no reseñados en el estudio que podrían influir en los
resultados, como son la temperatura, velocidad de agitación, etc. se
han mantenido constantes durante la realización de los experimentos.
Otros parámetros que potencialmente también podrían afectar a la
realización de los ensayos son los llamados factores ambientales, cuya
influencia se intenta minimizar trabajando en zonas de condiciones
ambientales de humedad y temperatura controladas. La variabilidad
debida a las materias primas se ha eliminado al trabajar siempre con
los mismos lotes. La variabilidad debida a los equipos tampoco no
existe ya que siempre se utilizan los mismos equipos. El orden de
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realización de los experimentos es aleatorio a fin de minimizar el
sesgo en los resultados y proporcionar seguridad contra los efectos de
las variables ocultas.

En las tablas 8.1 y 8.2 se muestran las condiciones experimentales que
se contemplan en cada ensayo. La primera columna indica la
referencia y número de orden de cada experimento. En las siguientes
columnas se asigna el nivel de cada factor, por ejemplo, el nivel +
(superior) del factor "método de encapsulación" corresponde al
método de emulsificación espontánea-difusión de disolvente, según
lo descrito a continuación.

Los experimentos que se proponen se han realizado por triplicado.

B CA

F1

F2 +

F3 +

F4 + +

F5 +

F6 ++

F7 + +

F8 + + +

Tabla 8.1. Matriz de diseño de experiencias

A: Método de encapsulación
Emulsificación espontánea-difusión de disolvente
Salificación

+

B: Tipo de coadyuvante
Poloxámero 188 + PVA (Mowiol® 4-88)
Quitosano + PVA (Mowiol® 4-88)

+

C: % Coadyuvante
% altor Poloxámero 4%p/v yl% Mowiol® 4-88

■l o bien

+

Quitosano 0,08%p/v y 1% Mowiol® 4-88
% bajo rPoloxámero 2% p/vy Mowiol® 4-88 1%

-s o bien

l.Quitosano 0,03%p/v y 1% Mowiol® 4-88
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% CoadyuvanteMétodo CoadyuvanteEnsayo
F1 Salificación Quitosano: PVA bajo
F2 SESDM Quitosano: PVA bajo
F3 Salificación Poloxámero: PVA bajo

SESDM Poloxámero: PVA bajoF4

F5 Salificación altoQuitosano: PVA
altoF6 SESDM Quitosano: PVA

F7 Salificación Poloxámero: PVA alto
F8 SESDM Poloxámero: PVA alto

Tabla 8.2. Matriz detallada del diseño de experiencias para el diseño de la
serie "F".

En las siguientes páginas se esquematizan las condiciones de trabajo
aplicadas para la realización de los ensayos del diseño factorial serie
"F". La figura 8.1 esquematiza el proceso de elaboración de
nanoesferas según el método de emulsificación espontánea-difusión
de disolvente y la figura 8.2 esquematiza el proceso de salificación.
Las cantidades de principio activo, excipientes, disolventes, así como
los parámetros de proceso se han fijado en base a los resultados
obtenidos en el capítulo 4 de puesta a punto de los métodos de
elaboración de nanosferas.
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Poloxámero: PVA
240 mg PLGA 50/50
24 mg Indometacina

45 mL Acetona

ó

Quitosano: PVA

100 mL Agua
60% CaCl2.6H20
pH ajustado a 3,5

I
2 minutos Emulsificación- Turboagitación 20.500 rpm

1
Dilución en 200 mL de agua purificada

I
3 h de evaporación en reactor con vacío a 25 °C

1
Ultracentrifugación
140.000 G 20 minutos

1
Lavado de las nanoesferas con 200 mL de agua purificada,
ultracentrifugación, decantación. Repetir 2 veces y último

lavado con 200 mL solución reguladora fosfatos 0,1 M pH 7,4
Secado en estufa de vacío 12h

Fig. 8.1. Esquema del proceso de encapsulación con el método de
salificación.
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Poloxámero: PVA240 mg PLGA 50/50
24 mg Indometacina

45 mL Acetona
ó

■■

Quitosano: PVA
100 mL de Agua
pH ajustado a 3,5

1
2 minutos Emulsificación -Turboagitación

1
3 h de evaporación en reactor con vacío a 25 °C

i
Ultracentrifugación
140.000 G 20 minutos

i
Lavado de las nanoesferas con 200 mL de solución

reguladora fosfatos 0,1 M pH 7,4, ultracentrifugación,
decantación. Repetir 3 veces.
Secado en estufa de vacío 12h

Fig. 8.2. Esquema del proceso de encapsulación con el método de
emulsificación espontánea-difusión de disolvente.
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8.3. Eficacias de encapsulación

Pese a todos los estudios de preformulación realizados, se constata
que en los ensayos F4 y F8 (correspondientes a los elaborados con
poloxámero y el método de SESDM) difícilmente se consigue la
encapsulación del activo, en las condiciones experimentales
establecidas en el diseño factorial. En los casos en que es posible la
obtención de nanoesferas, las eficacias de encapsulación son
inferiores al 20%.

En la tabla 8.3 se muestran los resultados individuales de la
valoración de los lotes fabricados según el diseño factorial
establecido, junto con sus replicados.

Contenido
teórico en

activo

Eficacia de

Encapsulación
Contenido en

activo
Rendimiento

Ensayo %
%%

%

9,09 8,37 84,60
73,36
94,14

92,04
90,58
93,89

9,22 8,35El

9,76 9,16
54,68 9,65 5,28 56,72

53,80
66,35

F2 5,8459,81 9,77
9,76 6,3865,36

78,93
57,60

9,07 7,16 65.38
59.38
65,78

F3 9,96 5,74
85,01 9,81 8,34

F4 18,71 9,77 1,83 17,40
86,91 9,00 7,82 82,61

74,77
68,71

F5 91,00
89,60

8,859,72
9,95 8,91
9,6479,81 7,70 43,22

72,17
49,50

F6 53,23
57,63

9,68 5,15
9,77 5,63

59,07
54,44
78,92

9,83 5,80 64,58
59,28
65,06

F7 9,24 5,03
7,789,86

F8 20,44 9,92 2,03 75,33
Tabla 8.3. Resultados del análisis de los lotes del diseño factorial "F".
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En la tabla 8.4 se muestran los resultados promedio del diseño
factorial de la serie "F" junto con las desviaciones estándar.

Eficacia de

Encapsulación%
X± DS

Contenido en

activo0/»
X± DS

Rendimiento0/»
X ± DSEnsayo

F1
92,17 ±1,66 8,63 ± 0,46 84,03 ± 10,40PROMEDIO ± DS

F2
59,95 ± 5,34 5,83 ± 0,55 58,96 ± 6,57PROMEDIO ± DS

F3
73,85 ± 14,39 7,08 ± 1,30 63,51 ± 3,59PROMEDIO ±DS

F4
18,71 1,83 17,40PROMEDIO

F5
8,53 ± 0,6189,17 ±2,08 82,21 ± 11,87PROMEDIO ± DS

F6
63,56 ± 14,25 6,16 ± 1,36 54,96 ± 15,23PROMEDIO ±DS

F7
64,14 ± 13,00 6,20 ± 1,42 62,97 ±3,21PROMEDIO ± DS

F8
20,44 2,03 75,33PROMEDIO

Tabla 8.4. Resultados promedios del análisis de los lotes del diseño factorial
"F", junto con sus desviaciones estándar (X: media aritmética, DS:
desviación estándar).

Características morfométricas8.4.

El análisis del tamaño de partícula de los 8 lotes del diseño factorial
se efectúa mediante la técnica de difracción láser con un equipo
Coulter. Los resultados que se muestran en la tabla 8.5 (y de forma
resumida en la tabla 8.6) y corresponden al promedio de 3 replicados
de cada lote (exceptuando en el caso de las referencias F4 y F8, como
ya se ha comentado) y son medidas de número de partículas,
expresadas en micrómetros. Se observa que el intervalo de tamaño de
partícula oscila entre un tamaño medio de 707 nm (ensayo F7) hasta
un máximo de 1797 nm (ensayo F2).
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MODA DSMEDIA MEDIANA
D%% D75% D50% T>25% Dio%

\xm|im |xm lim
Fl-l 0,671 0,5190,715 0,671 0,520 1,495 1,278 0,938 0,442

0,858Fl-2 0,887 0,858 0,829 1,554 1,589 1,180 0,639 0,506
Fl-3 0,665 0,608 0,520 1,480 1,215 0,847 0,608 0,490 0,428
F2-1 2,340 1,5352,002 1,833 1,592 1,485 3,290 1,833 1,356
F2-2 1,739 1,607 1,451 1,569 3,068 2,164 1,607 1,269 1,078
F2-3 1,651 1,521 1,321 1,622 3,091 2,124 1,521 1,169 0,973
F3-1 1,464 1,346 1,204 1,657 2,800 1,897 1,346 1,021 0,841
F3-2 1,574 1,446 1,204 1,641 2,972 2,016 1,446 1,108 0,920
F3-3 1,403 0,9751,296 1,097 1,665 2,692 1,828 1,296 0,798
F4-1 1,894 1,575 2,989 1,5751,321 1,210 2,110 1,256 1,075
F5-1 1,686 1,576 1,451 1,490 2,804 2,059 1,576 1,273 1,095
F5-2 1,632 1,524 1,321 1,515 2,840 2,043 1,524 1,208 1,025
F5-3 2,012 1,958 1,748 1,272 2,842 2,348 1,958 1,686 1,508
F6-1 1,839 1,686 1,605 3,456 2,3511,451 1,686 1,307 1,098
F6-2 1,744 1,600 1,321 1,602 3,211 2,201 1,600 1,247 1,053
F6-3 1,607 1,562 1,321 1,522 3,093 2,139 1,562 1,221 1,030
F7-1 0,768 0,695 0,520 1,666 1,514 1,013 0,695 0,525 0,440
F7-2 0,633 0,633 0,520 1,569 1,257 0,872 0,633 0,500 0,430
F7-3 0,720 0,635 0,520 1,638 1,462 0,931 0,635 0,499 0,432
F8-1 0,883 0,672 0,520 0,961 1,467 0,971 0,672 0,516 0,436

Tabla 8.5. Caracterización morfométrica detallada de los lotes del diseño
factorial "F" (n=3).

Tamaño medio (nm) ± DS (n=3)
F1 755 ±116
F2 1797 ±183

F3 1480 ± 86
F4 1894
F5 1777 ± 205

F6 1730 ±116
F7 707 ±68

F8 883

Tabla 8.6. Tamaño medio de los lotes del diseño factorial "F" junto con las
DS (n=3).

En las figuras 8.3 y 8.4 se muestran los tamaños promedio de los 8
lotes del diseño factorial.
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Dlfferenliai Number (Averago
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Fig. 8.3. Tamaño promedio de los 8 ensayos del diseño factorial "F".

Como puede observarse, los tamaños de partícula más pequeños se
observan en los ensayos Fl, F7 y F8. En el capítulo correspondiente a
la evaluación del análisis del diseño factorial se estudia qué factores
son los que afectan más durante la formulación de las nanoesferas en
la obtención de un tamaño de partícula determinado.
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Tamaño promedio de las nanoesferas del diseño factorial F

2500
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0

F3 F4 F5 F6 F7 F8F1 F2

Ensayo

Fig. 8.4. Variación del tamaño promedio de las nanoesferas obtenidas en el
diseño factorial "S", representado en figura de histogramas.

La morfología de las nanoesferas se monitoriza durante el proceso de
encapsulación por microscopía óptica y las nanoesferas en estado
sólido se analizan por microscopía electrónica de barrido (SEM). En
las figuras 8.5a y 8.5b se puede observar con SEM el detalle las
características morfométricas de las partículas. Al observar con
detalle las imágenes se observa que la superficie de las nanoesferas
aparece un poco más rugosa. A pesar de haber filtrado las muestras y
de observar por microcopio óptico la ausencia de cristales en el
medio, en las imágenes de SEM se observa la presencia de pequeños
cristales, de tamaño nanométrico, presentes entre las nanoesferas.
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Fig. 8.5a. Imagen de las nanoesferas F1 obtenida con SEM.

Fig. 8.5b. Imagen de las nanoesferas F1 obtenida con SEM.

Según se aprecia en la figura 8.5c, correspondiente a otro lote del
ensayo Fl, aparecen algunas nanoesferas con grietas en la cubierta.
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Al observar imágenes de microscopía electrónica correspondientes al
lote F4 se comprueba que la formación de nanoesferas no se ha
podido completar con éxito (figura 8.5c).

Fig. 8.5c. Imagen de las nanoesferas F4 obtenida con SEM.

8.5. Ensayo de liberación in vitro

Las condiciones de realización de los ensayos de liberación se
describen en el capítulo 3.4. Se realizan 6 replicados de cada uno de
los ensayos.
A continuación se adjuntan las tablas 8.7a-c donde se reflejan las
concentraciones, el porcentaje liberado y las desviaciones estándar
(DS) promedio en cada tiempo de toma de muestra.
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Para el cálculo del MDT se ha asumido un modelo no compartimental
y una administración extravascular. El cálculo se ha realizado con el
programa WinNonlin 4.1.

F2 (promedio)F1 (promedio)
Liberación DSTiempo

(min)
Liberación DS ConcConc

(mg/mL)(mg/mL) (mg/mL) %(mg/mL) %

0 0 00 00 0

0,06150,0219 0,0046 11,7430 0,0044 8,92
27,40 0,067518,25 0,0224 0,010860 0,0090

0,10370,0383 0,0194 49,31120 0,0130 26,37
0,0250 63,55 0,112527,01 0,0412240 0,0133

0,0344 0,0261 66,32 0,0987360 0,0134 27,20
61,27 0,10010,0139 28,23 0,0339 0,0241480

0,0343 0,0256 64,87 0,06451440 0,0153 30,99
56,99 0,058731,01 0,0271 0,02251920 0,0153

0,0210 53,18 0,03342880 0,0147 29,77 0,0327

MDT

(min)
1433,38501494,6901

Tabla 8.7a. Datos de liberación de las referencias F1 y F2.

F3 (promedio) F5 (promedio)
Tiempo
(min)

Liberación LiberaciónConc DS Conc DS

(mg/mL) % (mg/mL) (mg/mL) % (mg/mL)
0 0 0 0 0 0 0

30 0,0043 11,38 0,0129 0,0132 32,64 0,0463
60 0,0081 21,35 0,0530 0,0214 53,10 0,0909
120 0,0135 35,65 0,0779 0,0389 96,27 0,1822
240 0,0216 57,28 0,1481 0,0496 122,74 0,2411
360 0,0251 66,60 0,1715 0,0496 122,84 0,1621
480 0,0258 68,45 0,1697 0,0430 106,40 0,1671
1440 0,0246 65,15 0,1277 0,0413 102,20 0,1046
1920 0,0248 65,63 0,1222 0,0357 88,40 0,1044
2880 0,0218 57,70 0,0775 0,0340 84,11 0,0928

MDT

(min)
1463,3303 1381,4978

Tabla 8.7b. Datos de liberación de las referencias F3 y F5.
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F6 (promedio) F7 (promedio)
LiberaciónTiempo Liberación ConcConc

DS DS
%(min) (mg/mL) % (mg/rnL)

0 0 0 00 0 0

0,0054 0,0011 2,0692 0,015530 0,0026 5,08
60 0,0042 8,36 0,0183 0,0018 3,3523 0,0124

0,0177 0,0033 6,2040 0,0126120 0,0075 14,69
240 0,0127 24,98 0,0609 0,0030 5,5743 0,0338

8,1021 0,0068360 0,0126 24,86 0,0739 0,0043

480 0,0135 26,66 0,0599 0,0037 7,0576 0,0118

8,9491 0,00361440 0,0137 26,88 0,0411 0,0048
1920 0,0130 25,62 0,0669 0,0038 7,1469 0,0025

0,0045 8,3785 0,00952880 0,0136 26,71 0,0573

MDT

(min)
1497,6193 1518,6401

Tabla 8.7c. Datos de liberación de las referencias F6 y F7.

A continuación se representan gráficamente los perfiles de liberación
de las nanoesferas de la serie "F" (figura 8.6).

Fig. 8.6. Perfiles de liberación in vitro de las nanoesferas de la serie "F".
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En la figura 8.6 pueden observarse los distintos perfiles de liberación
in vi tro de las nanoesferas de la serie "F". Sin entrar en detalle en el
análisis de las formulaciones y sus correspondientes perfiles de
liberación (esta discusión se detalla en el capítulo del análisis del
diseño factorial) se puede observar que hay distintos grupos de
perfiles de liberación. La referencia F5 presenta el perfil más rápido y
el más lento es el correspondiente a la referencia F3. Todas las
referencias presentan un patrón de liberación bifásico, es decir,
presencia de una fase de liberación rápida (llamada efecto burst o
estallido) seguida de una fase de liberación lenta o prolongada a
excepción de la F7, donde hay muy poca liberación de fármaco. Salvo
en la referencia F5, en las demás experiencias el efecto burst está muy
disminuido respecto al diseño factorial de la serie "D".
No se estudian los perfiles de liberación in vitro de las referencias F4 y
F8 por descartarse su viabilidad.

8.6. Viscosidad

En la tabla 8.8 se muestran los valores de las viscosidades de los
distintos lotes del diseño factorial serie "F" y en la figura 8.7 puede
observarse gráficamente los resultados. Los análisis se realizan con el
viscosímetro Epprecht-Rheomat 15 en la suspensión de las
nanoesferas una vez finalizado el proceso de evaporación del
disolvente. Todos los análisis se realizan a temperatura ambiente.
Como puede observarse, las viscosidades de los distintos lotes son

muy parecidas, a excepción del lote F6 que es superior al resto.
Referencia Viscosidad (cps)

F1 3,135
F2 4,277
F3 3,198
F4 3,910
F5 3,147
F6 6,830
F7 3,810
F8 4,197

Tabla 8.8. Valores de viscosidad de los lotes del diseño factorial "F".
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HF1 ■ F2 □ F3 □ F4 M F5 fflF6 BF7 DF8|

Fig. 8.7. Representación gráfica de la viscosidad de los lotes del diseño serie
"F".

8.7. Análisis estadístico del diseño factorial "serie F"

En la tabla 8.9 se muestra la matriz del diseño factorial para la serie
"S".

ResultadosFactores Principales
Tamaño
medio

ViscosidadEE
Método Coadyuvante Coadyuvante %Ensayo % cps

nm

Quitosano:
PVA

Quitosano 0,03%
Mowiol 4-881%

F1 Salificación 755 3,13592,17

Quitosano:
PVA

Quitosano 0,03%
Mowiol 4-881%

F2 1797 4,277Evaporación 59,95

Poloxámero:
PVA

Poloxámero 2%
Mowiol 4-881%

F3 Salificación 1480 3,19873,85

Poloxámero:
PVA

Poloxámero 2%
Mowiol 4-881%

1894 3,910F4 Evaporación 18,71

Quitosano:
PVA

Quitosano 0,08%
Mowiol 4-881%

F5 Salificación 1777 89,17 3,147

Quitosano:
PVA

Quitosano 0,08%
Mowiol 4-881%

F6 Evaporación 1730 6,83063,56

Poloxámero:
PVA

Poloxámero 4%
Mowiol 4-881%

SalificaciónF7 707 3,81064,14

Quitosano :
PVA

Poloxámero 4%
Mowiol 4-881%

F8 Evaporación 883 20,44 4,197

Tabla 8.9. Matriz del diseño factorial serie
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8.7.1. Matriz de respuesta del tamaño medio de las nanoesferas

En la tabla 8.10 se muestra la matriz de respuesta para el tamaño
medio de partícula.

Factores Principales Interacciones

Método (A) Coad.(B) % Coad. (C)Ensayo AB AC BC

F1 -1 -1 -1 1 1 1

F2 1 -1 -1 -1 -1 1

F3 -1 1 -1 -1 1 -1
F4 1 1 -1 1 -1 -1
F5 -1 -1 1 1 -1 -1

F6 1 -1 1 -1 1 -1

F7 -1 1 1 -1 -1 1

F8 1 1 1 1 1 1

Valores* 99,06 -68,44 -51,81 -25,31 -82,94 -171,18

Tabla 8.10. Matriz de respuesta para el tamaño medio de partícula y cálculos
relacionados.

* Valores de los efectos estimados proporcionados por el programa
Statgraphics Plus 5.1.

La representatividad de la influencia de los distintos factores en la
respuesta tamaño medio de partícula se analiza en el correspondiente
diagrama de Pareto. En la figura 8.8 se representan los efectos
estandarizados en orden decreciente de importancia.
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Standardized Pareto Chart for Tamaño

BC

A:Metodo

AC

B:Coadyuvante

C:Coadyuvante%

HAB

0 3 6 9 12 15

Standardized effect

Fig. 8.8. Diagrama de Pareto para el efecto de los factores sobre el tamaño
medio de partícula.

En el gráfico de Pareto de la figura 8.8 se han representado los efectos
estandarizados. La línea vertical representa el límite de significación
estadística con el 95% de probabilidad. En este caso ninguno de los
factores parece afectar significativamente al tamaño medio de
partícula.
Para asegurar la significación de los efectos se analizan los resultados
del análisis de la varianza (tabla 8.11).

Analysis of Variance for Tamaño

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value

A:Método

B:Coadyuvante
C:Coadyuvante!

314028,0
149878,0
85905.1
20503.1
220116,0
937765,0
90525.1

1 314028,0
149878,0
85905.1

20503.1
220116,0
937765,0
90525.1

3, 47
1, 66
0, 95
0,23
2, 43
10,36

0,3137
0,4206
0,5083
0,7172
0,3630
0,1918

1

1

AB 1

AC 1

BC

Total error 1

Total (corr.) 1,81872E6 7

R-squared = 95,0226 percent
R-squared (adjusted for d.f.) = 65,1582 percent
Standard Error of Est. = 300,874
Mean absolute error = 106,375
Durbin-Watson statistic =2,5

Tabla 8.11. Análisis de la varianza para el tamaño medio de partícula.
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En esta tabla se asigna la significación estadística de cada efecto
comparando el cuadrado medio con una estimación del error
experimental. Puede observarse que ninguno de los factores tiene un
valor de probabilidad menor de 0,05, lo cual implica que todos son
significativamente diferentes de cero con un 95% de probabilidad.
La r2 del ajustado es 95,02%, mientras que la r2 más adecuada para
comparar modelos con diferente número de variables independientes
es 65,16%. El error estándar del ajustado muestra una desviación
estándar de 300,87. El error absoluto medio de 106,37 es el valor
medio de los residuales y el valor del coeficiente estadístico de
Durbin-Watson es mayor de 1,4 con lo que se puede concluir que no
existe correlación entre los residuales. En consecuencia, tras el estudio
estadístico realizado puede afirmarse que ninguno de los parámetros
estudiados influye significativamente en el tamaño medio de las
nanoesferas.

8.7.2. Interpretación de los efectos principales y las interacciones
sobre el tamaño medio de partícula

En la figura 8.9 se representan gráficamente los efectos principales
sobre la respuesta tamaño medio de partícula. En este gráfico se
muestra la variable estimada como función de cada factor

experimental. En cada gráfico el factor de que se trate varía de nivel
inferior (-1,0) al superior (+1,0), mientras que los otros factores se
mantienen constantes en su valor medio. Se observa que para el
factor método de encapsulación la pendiente es positiva, es decir, se
mejora la respuesta tamaño de partícula si el factor pasa a su nivel
alto. El programa estadístico entiende por mejorar la respuesta el
aumentar el tamaño de partícula, por lo que en este caso, la respuesta
deseada es en sentido inverso. A fin de obtener el tamaño medio de
nanoesfera más pequeño posible se deberá mantener este factor en su
nivel bajo (-1,0). Para los factores tipo de coadyuvante y % de
coadyuvante la recta presenta una pendiente negativa, lo cual indica
que son factores que influyen en la respuesta en sentido contrario, es
decir, manteniendo el factor % de coadyuvante en el nivel alto, menor
tamaño de nanoesfera.
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Main Effects Plot for Tamaño
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CS
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-1.0 1.0 -1.0 1.0 -1.0 1.0

Método Coadyuvante Coadyuvante%

Fig. 8.9. Representación gráfica de los efectos principales sobre el tamaño
medio de partícula.

Gráficamente también se pueden representar las líneas
correspondientes al valor del tamaño medio de partícula según el
nivel en que se encuentren los factores. En este caso las líneas (+) y (-)
de la interacción AC y BC se cruzan entre sí, lo que implica que existe
interacción estadísticamente significativa entre ambos factores (figura
8.10).

Interaction Plot for Tamaño

1900

1700

1500O

g 1300
es
H 1100

900

700

-1.0 1.0 -1.0 1.0 -1.0 1.0
AB AC BC

Fig. 8.10. Representación gráfica de las interacciones AB (método de
encapsulación y tipo de coadyuvante), AC (método de encapsulación y % de
coadyuvante) y BC (tipo de coadyuvante y su %).
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8.7.3. Respuesta óptima para el tamaño medio de las nanoesferas

Se fija como objetivo el obtener tamaño medio de las nanoesferas lo
más pequeño posible. Según los resultados obtenidos y su análisis, se
puede proponer cuáles deberían ser los niveles de los distintos
factores (tabla 8.12). Según estos datos, para conseguir un tamaño lo
más pequeño posible, las condiciones experimentales se deberán
mantener en los siguientes niveles:

Método Salificación-1

Coadyuvante Poloxámero-PVA+1

% de Coadyuvante Poloxámero 4% y PVA 1%+1

Valor óptimo 707,0 nm
Tabla 8.12. Niveles de los factores para obtener el mínimo valor de tamaño
medio de nanoesferas posible.

Estos valores se representan gráficamente mediante las superficies de
respuesta (figura 8.11).

Estimated Response Surface
Coadyuvante%=0,0

1800

2 1600

£ 1400
a
H 1200

'3

■p.é
-o,#-- Coadyuvante1000

-i -0,6 -0,2 0,2 0,6

Método

-i
i

Fig. 8.11. Gráfico de superficie de respuesta para el tamaño medio de las
nanoesferas.
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8.7.4. Matriz de respuesta de la eficacia de encapsulación de las
nanoesferas

En la tabla 8.13 se muestra la matriz de respuesta para la eficacia de
encapsulación.

Factores Principales Interacciones

Método (A) Coad.(B) % Coad. (C)Ensayo AC BCAB

F1 1-1 -1 -1 1 1

F2 1 -1 -1 -1 -1 1

F3 -1 1 -1 -1 1 -1

F4 1 1 -1 1 -1 -1
F5 -1 -1 1 1 -1 -1

F6 1 -1 1 -1 1 -1
F7 -1 1 1 -1 -1 1

F8 1 1 1 1 1 1

Valores* -9,79 -7,98 -0,46 -2,56 1/12 -0,53

Tabla 8.13. Matriz de respuesta para la eficacia de encapsulación y cálculos
relacionados.

* Valores de los efectos estimados proporcionados por el programa
Statgraphics Plus 5.1.

La representatividad de la influencia de los distintos factores en la
respuesta eficacia de encapsulación se analiza en el correspondiente
diagrama de Pareto. En la figura 8.12 se representan los efectos
estandarizados en orden decreciente de importancia.
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Standardized Pareto Chart for EE

A:Method

B:Coadyuvante

AB

AC

BC

C:Coadyuvante%

20 30 400 10

Standardized effect

Fig. 8.12. Diagrama de Pareto para el efecto de los factores sobre la eficacia
de encapsulación (EE).

Del gráfico de Pareto de la figura 8.12 se puede concluir que dos
factores son estadísticamente significativos sobre la eficacia de
encapsulación, el método de encapsulación elegido y el tipo de
coadyuvante.
Para asegurar la significación de los efectos se analizan los resultados
del análisis de la varianza (tabla 8.14). En este caso dos factores se
muestran como estadísticamente significativos sobre la eficacia de
encapsulación con un 95% de probabilidad, el método de
encapsulación y el tipo de coadyuvante.
Analysis of Variance for EE

Source Sum of Squares Df Mean Square F-Ratio P-Value

A:Método

B:Coadyuvante
C:Coadyuvante%

3068,19

2038,73
6,78961
210,228
40,7253
9,22351
2,91611

1 3068,19
2038,73
6, 78961
210,228
40,7253
9,22351
2,91611

1052,15
699,13
2,33

72,09
13, 97
3,16

0,0196
0,0241
0,3693
0,0746
0,1665
0,3261

1

1

AB 1

AC 1

BC 1

Total error 1

Total (corr.) 5376,8 7

R-squared = 99,9458 percent
R-squared (adjusted for d.f.) = 99,6204 percent
Standard Error of Est. = 1,70766
Mean absolute error = 0,60375
Durbin-Watson statistic =3,5

Tabla 8.14. Análisis de la varianza para la eficacia de encapsulación.
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La r2 del ajustado es 99,95%, mientras que la r2 más adecuada para
comparar modelos con diferente número de variables independientes
es 99,62%. El error estándar de los valores estimados da una
desviación estándar de 1,71. El error absoluto medio de 0,60 es el
valor medio de los residuales y el valor del coeficiente estadístico de
Durbin-Watson es mayor de 1,4 con lo que se puede concluir que no
existe correlación entre los residuales. En consecuencia, puede
afirmarse que el método de encapsulación y el tipo de coadyuvante
influyen de forma estadísticamente significativa en la eficiencia de
encapsulación. De esta forma pueden establecerse el uso del método
de salificación y el uso de quitosano como los que proporcionan una
mayor eficacia de encapsulación de la indometacina.

8.7.5. Interpretación de los efectos principales y las interacciones
sobre la eficacia de encapsulación

En la figura 8.13 se muestran gráficamente los efectos principales
sobre la respuesta eficacia de encapsulación. El factor porcentaje de
coadyuvante presenta una recta casi paralela al eje de abcisas, lo que

significa que no tiene efecto sobre la eficacia de encapsulación. En
cambio, los factores método de encapsulación y tipo de coadyuvante
influyen de manera importante, viéndose favorecida la eficacia de
encapsulación cuando se mantienen los dos factores en el nivel bajo
(-1,0).

Main Effects Plot for EE

80

70

UJ 60UJ

50

40

-1.0 1.0 -1.0 1.0 -1.0 1.0

Coadyuvante Coadyuvante%Method

Fig. 8.13. Representación gráfica de los efectos principales sobre la eficacia
de encapsulación.
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Gráficamente también se pueden representar las líneas
correspondientes al valor de la eficacia de encapsulación, según el
nivel en que se encuentren los factores. En este caso dos de las líneas
(-) y (+) se cruzan entre sí, las correspondientes a las interacciones AC
y BC, lo que implica que existe interacción entre ambos factores
(figura 8.14).

Interaction Plot for EE

100

80

60
uj
U2

40

20

0

1.0 -1.0 1.0 -1.0 1.0-1.0
AC BCAB

Fig. 8.14. Representación gráfica de las interacciones AB (método de
encapsulación y tipo de coadyuvante), AC (método de encapsulación y % de
coadyuvante) y BC (tipo de coadyuvante y su %).

8.7.6. Respuesta óptima para la eficacia de encapsulación

Se fija como objetivo el obtener una eficacia de encapsulación lo más
alta posible a fin de asegurar la rentabilidad del proceso de
encapsulación. Según los resultados obtenidos y su análisis, se puede
proponer cuáles deberían ser los niveles de los distintos factores
(tabla 8.15). Según estos datos, para conseguir una eficacia de
encapsulación lo mayor posible, las condiciones experimentales se
deberán mantener en los siguientes niveles:

Método Salificación-1

Coadyuvante Quitosano-PVA-1

% de Coadyuvante Quitosano 0,03%- PVA 1%-1
Valor óptimo 92,17 %

Tabla 8.15. Niveles de los factores para obtener el mayor valor de eficacia de
encapsulación posible.
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Estos valores se representan gráficamente mediante las superficies de
respuesta donde se observa que para un porcentaje de coadyuvante
determinado (el programa estadístico escoge el valor central de los
estudiados), la eficacia de encapsulación disminuye con el método de
evaporación de disolvente y empleando el poloxámero-PVA como
coadyuvante (figura 8.15).

Estimated Response Surface
Coadyuvante%=0.0

100

80

PJ 60
PJ

40

20

0 Coadyuvante
0.2 0.6 1

Method

Fig. 8.15. Gráfico de superficie de respuesta para la eficacia de encapsulación

8.7.7. Matriz de respuesta de la viscosidad

En este capítulo se analizan brevemente los resultados de las
viscosidades de los distintos ensayos con la finalidad de comprobar si
para este método de encapsulación también hay correlación entre los
valores de viscosidad y los tamaños de las nanoesferas. En la tabla
8.16 se muestra la matriz de respuesta para la viscosidad.
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Factores Principales Interacciones

Método (A) Coad.(B) %Coad. (C)Ensayo ACAB BC

F1 -1 -1 -1 1 1 1

F2 1 -1 -1 -1 -1 1

F3 -1 1 -1 -1 1 -1

F4 1 1 -1 1 -1 -1

F5 -1 -1 1 1 -1 -1
F6 1 -1 1 -1 -11

F7 -1 11 -1 -1 1

F8 1 1 1 1 1 1

Valores* 0,37 -0,14 0,22 -0,23 0,14 -0,104

Tabla 8.16. Matriz de respuesta para la viscosidad y cálculos relacionados.
* Valores de los efectos estimados proporcionados por el programa
Statgraphics Plus 5.1.

La representatividad de la influencia de los distintos factores en la
respuesta tamaño medio de partícula se analizan en el
correspondiente diagrama de Pareto. En la figura 8.16 se representan
los efectos estandarizados en orden decreciente de importancia

Standardized Pareto Chart for Viscosidad

A:Método

AB

C:Coadyuvante%

B:Coadyuvante
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Fig. 8.16. Diagrama de Pareto respecto a la viscosidad.

En este caso parece que ninguno de los factores afecta de forma
estadísticamente significativa al valor de la viscosidad. Para asegurar
la significación de los efectos se analizan los resultados del análisis de
la varianza (tabla 8.17). Puede observarse que ninguno de los factores
tiene un valor de probabilidad menor de 0,05, lo cual implica que
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todos son significativamente diferentes de cero con un 95% de
probabilidad.

Analysis of Variance for Viscosidad

Sum of Squares Df F-Ratio P-ValueSource Mean Square

4,38672
0,646385
1,49991
1,73538

0,613832
0,346945
1,02674

4,27
0, 63

1, 46
1, 69
0, 60
0, 34

0,2869
0,5730
0,4400
0,4174
0,5810
0,6648

A:Método

B:Coadyuvante
C:Coadyuvante%

4,38672
0,646385
1,49991
1,73538
0,613832
0,346945

1,02674

1

1

1

1AB

1AC

1BC

Total error 1

Total (corr.) 10,2559 7

R-squared = 89,9888 percent
R-squared (adjusted for d.f.) = 29,9214 percent
Standard Error of Est. = 1,01328
Mean absolute error = 0,35825
Durbin-Watson statistic =3,5

Tabla 8.17. Análisis de la varianza de los resultados de la viscosidad.

El estadístico r2 indica que el modelo ajustado explica el 89,98% de la
variabilidad de la respuesta tiempo de vida media. El estadístico r2
ajustado para los grados de libertad de la experiencia, que es más
adecuado para comparar modelos con diferente número de variables
independientes, es 29,92%. El error estándar de los valores estimados
da una desviación estándar de 1,01. El error absoluto medio de 0,36 es

el valor medio de los residuales y el valor del coeficiente estadístico
de Durbin-Watson es mayor de 1,4 con lo que se puede concluir que
no existe correlación entre los residuales.

En consecuencia, tras el estudio estadístico realizado puede afirmarse
que ninguno de los parámetros estudiados influye significativamente
en la viscosidad del medio de reacción.
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8.7.8. Respuesta óptima para la viscosidad

Se fija como objetivo el obtener una viscosidad lo más alta posible a
fin comprobar si está correlacionado con un tamaño pequeño de
nanoesfera (tabla 8.18). Según estos datos, para conseguir la
viscosidad mayor posible, las condiciones experimentales se deberán
mantener en los siguientes niveles:

Método SESDM+1

Quitosano-PVACoadyuvante
% de Coadyuvante

-1

Quitosano 0,08% y PVA1%+1

6,47175%Valor óptimo
Tabla 8.18. Niveles de los factores para obtener el mayor valor del tiempo de
vida media posible.

Estos valores se representan gráficamente mediante las superficies de
respuesta (figura 8.18).

Estimated Response Surface
Coadyuvante%=0,0

Coadyuvante

Método

Fig. 8.18. Gráfico de superficie de respuesta para la viscosidad.

Analizando estos datos conjuntamente con los obtenidos en la
evaluación de la respuesta óptima del tamaño de partícula, se puede
concluir que no se observa ninguna relación directa entre los valores
de la viscosidad del medio y los tamaños medios de nanoesferas
obtenidos, en las condiciones experimentales ensayadas.
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9. Proceso de fabricación verde aplicado

A LA OBTENCIÓN DE NANOESFERAS DE

INDOMETACINA

Siguiendo el razonamiento expuesto en la parte bibliográfica, se
procede a la repetición de los ensayos empleando como disolvente
único el acetato de etilo. De cada serie de diseños factoriales se eligen
las referencias D6, S5 y F1 por ser las que proporcionan eficacias de
encapsulación más altas, mayores rendimientos de proceso, tamaño
de partícula más pequeño y MDT prolongado, sin efecto burst.
Los métodos de encapsulación son exactamente los mismos que se
describen en cada capítulo correspondiente, a excepción de que se
sustituye el diclorometano y/o acetona por el acetato de etilo como
disolvente único.

El principal problema que se evidencia al emplear acetato de etilo es
su lenta velocidad de evaporación, en comparación con el
diclorometano y con la acetona. Para conseguir un proceso de
encapsulación eficaz y rentable, que proporcione nanoesferas de
calidad y con altas eficacias de encapsulación es necesario optimizar
el proceso de evaporación de disolvente. A continuación se resumen
las pruebas realizadas para tal fin (tabla 9.1).
A fin de acortar el tiempo de la fase de evaporación del disolvente
orgánico se ensayan distintos métodos, lográndose finalmente acortar
el proceso inicial de más de 10 horas a 5 horas si se realiza calentando
y a 2 horas si se aplican las dos condiciones: calor y vacío.
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La elección de la temperatura de evaporación se define tras elegir un
intervalo de temperaturas que favorezcan la evaporación del
disolvente, sin llegar a la ebullición del sistema. Tras comprobar la
morfología de las nanoesferas formadas, por microscopía óptica, se
escoge como temperatura de trabajo la de 40 °C puesto que se
comprueba que el proceso es suficientemente rápido y eficaz, en
términos de formación de nanoesferas de tamaño pequeño, con altos
rendimientos y eficacias de encapsulación. Las pruebas se realizan
empleando como formulación tipo la referencia D6 (ver detalles en el
capítulo 6).

Tiempo de
evaporación

Disolvente Condiciones

Diclorometano

y acetona
Evaporación del disolvente a
temperatura ambiente (25 °C)

4 horas

Evaporación del disolvente a
temperatura ambiente (25 °C) y

vacío

Diclorometano

y acetona
2 horas

Evaporación del disolvente a
temperatura ambiente (25 °C)

Acetona 6 horas

Evaporación del disolvente a

temperatura ambiente (25 °C) y
vacío

Acetona 3 horas

10 horas y
evaporación
incompleta

Acetato de

etilo
Evaporación del disolvente a

temperatura ambiente (25 °C)

Evaporación del disolvente a

temperatura ambiente (25 °C) y
vacío

Acetato de
etilo

5 horas

Acetato de
etilo

Evaporación del disolvente
calentando a 40 °C

4 horas

Acetato de
etilo

Evaporación del disolvente
calentando a 40 °C y vacío

2 horas

Tabla 9.1. Resumen de las condiciones ensayadas para optimizar el método
de elaboración de las nanoesferas con acetato de etilo.
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En la figura 9.1 se esquematizan las condiciones experimentales
elegidas para la nueva serie experiencias.

100 mL Agua
+

240 mg PLGA 50/50
24 mg Indometacina

45 mL Acetato de Etilo

D6A: 2%Airvol® 540

JP S5A: 60% CaCl2.6H20, 2%
Mowiol® 4-88, pH 3,5

FIA: 60% CaCl2.6H20,1%
Mowiol® 4-88 y 0,03%
quitosano, pH 3,51

2 min. Emulsificación- Turboagitación

1
Evaporación de la fase orgánica:

Vacío y 40 °C durante 2 h

i
Ultracentrifugación
140.000 G 20 min

1
Lavado de las nanoesferas con 200 mL de agua purificada,

ultracentrifugación, decantación.
Repetir 2 veces y último lavado con 200 mL de solución

reguladora fosfatos 0,1 M y pH 7,4.
Secado en estufa de vacío 12 h

Fig. 9.1. Esquema general del proceso de encapsulación.
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9.1. Optimización del método de elaboración de nanoesferas
en la serie "F"/ acetato de etilo

Tal y como se describe en el capítulo 8, durante la elaboración de las
nanoesferas aparecen cristales aciculares, que se atribuyen a restos de
indometacina en exceso que precipitan en el medio de reacción. Estos
cristales se consiguen separar fácilmente mediante la filtración con un
filtro de acetato de celulosa.

Cuando se sustituye la acetona por acetato de etilo, se comprueba que
continúan apareciendo los mencionados cristales, de mismo tamaño y
morfología.
Dentro de los experimentos diseñados para la optimización del
proceso de encapsulación con acetato de etilo se estudia la
encapsulación empleando dos condiciones distintas:

1- Evaporación del disolvente orgánico en un vaso de
precipitados, calentando a 40 °C.

2- Evaporación en un reactor calentando a 40 °C y en vacío.

Tras el análisis de los medios de reacción con el microscopio óptico se
observa que (a parte de las diferencias en las velocidades de
evaporación ya comentadas anteriormente), cuando la reacción
transcurre en el reactor cerrado herméticamente y aplicando vacío no
aparecen cristales en el medio (figuras 9.2 y 9.3).
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Fig 9.2. Ensayo Fl/ acetato de etilo, en vaso de precipitados. Se observa
presencia de cristales aciculares en el medio de reacción (200 aumentos).
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Fig 9.3. Ensayo Fl/ acetato de etilo, en reactor. No se observa presencia de
cristales aciculares en el medio de reacción (200 aumentos).
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Se puede concluir, por lo tanto, que la aparición de los cristales de
indometacina en el medio de reacción es dependiente de la velocidad
de reacción. Al realizar la encapsulación en el reactor con ayuda de
temperatura y vacío se reduce el tiempo de encapsulación hasta un
mínimo de 2 horas, evitando así la formación de los cristales y la
consecuente necesidad de filtración de la muestra.

9.2. Eficacias de encapsulación

En la tabla 9.2 se muestran los resultados de la valoración de los lotes
fabricados con acetato de etilo, junto con sus replicados.

Contenido
teórico en

activo

Eficacia de

Encapsulación
Contenido
en activo

Rendimiento
Ensayo %

% %
%

48,54 8,97 4,35 79,85D6A-1

8,67 4,88 91,43D6A-2 56,24
60,96 9,14 5,57 82,74D6A-3

96,23 8,75S5A-1 9,10 73,90
S5A-2 87,75 9,51 8,35 78,61
S5A-3 87,72 9,36 8,22 75,48

FIA-I 88,15 9,06 7,99 86,82
F1A-2 92,96 9,47 8,80 75,50
F1A-3 87,93 9,21 8,09 77,95

Tabla 9.2. Resultados del análisis de los lotes fabricados con acetato de etilo
como único disolvente.

En la tabla 9.3 se resumen los resultados obtenidos y se comparan con
sus homólogos en el disolvente original (diclorometano/acetona para
la serie "D", y acetona para las series "S" y "F").
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Contenido en

activo
Eficacia de

Encapsulación
Rendimiento

Ensayo %
%%

D6

Diclorometano/Acetona
PROMEDIO ± DS

85,41 ± 2,3966,44 ± 6,20 6,11 ± 0,59

D6A Acetato de etilo

PROMEDIO ± DS 84,67 ± 6,0255,24 ± 6,27 4,93 ± 0,61

S5 Acetona

PROMEDIO ± DS
72,61 ± 7,9990,42 ± 0,49 8,60 ± 0,31

S5A Acetato de etilo

PROMEDIO ± DS 8,44 ± 0,27 75,99 ± 2,3990,56 ± 4,00

F1 Acetona

PROMEDIO ± DS 92,17 ±1,66 8,63 ± 0,46 84,03 ± 10,40

FIA Acetato de etilo

PROMEDIO ± DS 8,29 ± 0,44 80,09 ± 5,9589,68 ± 2,84

Tabla 9.3. Resultados comparativos del análisis de los lotes fabricados con
acetato de etilo como único disolvente respecto a sus homólogos con el
disolvente original.

Por lo general, se puede afirmar que no hay diferencias significativas
entre un mismo ensayo sustituyendo el disolvente original por
acetato de etilo, sobretodo al sustituir acetona por acetato de etilo, por
lo que se confirma la idoneidad del disolvente propuesto.
En el ensayo de la serie "D", donde se utiliza como disolvente
original la mezcla formada por diclorometano y acetona es donde se
observan mayores diferencias, sobretodo en las eficacias de
encapsulación y en el contenido en indometacina de las nanoesferas.
Estos datos posiblemente se explican debido a la mayor velocidad
con que tiene lugar la formación de las nanoesferas en presencia de
diclorometano-acetona y al efecto Marangoni (Sternling y Scriven
1959).
En las figuras 9.4, 9.5 y 9.6 se muestran gráficamente los datos
comparativos para el mismo ensayo con el disolvente original y tras
sustituirlo por acetato de etilo.
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Fig. 9.4. Comparación de los resultados de eficacia de encapsulación (EE),
contenido en principio activo y rendimiento del proceso de los ensayos D6 al
cambiar el disolvente original por acetato de etilo.
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Fig. 9.5. Comparación de los resultados de eficacia de encapsulación (EE),
contenido en principio activo y rendimiento del proceso de los ensayos S5 al
cambiar el disolvente original por acetato de etilo.
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Fig. 9.6. Comparación de los resultados de eficacia de encapsulación (EE),
contenido en principio activo y rendimiento del proceso de los ensayos F1 al
cambiar el disolvente original por acetato de etilo.

9.3. Características morfométricas

El tamaño de partícula se analiza mediante la técnica de difracción
láser con un equipo Coulter. Los resultados que se muestran en las
tablas 9.4, 9.5 y 9.6 se expresan en número de partículas y se
comparan respecto el valor obtenido con el disolvente original.

D6A-3
Acetato

de Etilo

D6A-1

Acetato

de Etilo

D6A-2

Acetato

de Etilo

Media 0,592 0,599 0,652
Mediana 0,570 0,6480,552
Moda 0,474 0,520 0,571

1,341DS 1,390 1,531
0,418 0,422 0,437E>io%

0,477 0,516E>25% 0,468
0,552 0,570 0,648E>50%

E>75% 0,690 0,714 0,828
0,908 0,910 0,98919 90%

D6A (promedio) Acetato de Etilo 614 ± 33 nm

D6 (promedio) Diclorometano/Acetona
Tabla 9.4. Caracterización morfométrica de los lotes de la serie D6A en

611 ± 21 nm

acetato de etilo y tamañomedio de la referencia con el disolvente original.
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S5A-3

Acetato

de Etilo

S5A-1
Acetato

de Etilo

S5A-2
Acetato

de Etilo

Media 0,707 0,681 0,725
0,623 0,736Mediana 0,700

0,829Moda 0,627 0,520
1,372DS 1,394 1,536

0,450 1,214 0,465Dio%
0,5640,543 0,851P25%

0,700 0,623 0,736P50%
0,496 0,944E>75% 0,918

1,129 0,428 1,112E>90%
S5A (promedio) Acetato de Etilo 704 ± 22 nm

S5 (promedio) Acetona 945 ± 60 nm

Tabla 9.5. Caracterización morfométrica de los lotes de la serie S5A en

acetato de etilo y tamaño medio de la referencia con el disolvente original.

Fl-1 Fl-2 Fl-3
Acetato

de Etilo
Acetato

de Etilo
Acetato

de Etilo

Media 0,742 0,770 0,675
Mediana 0,717 0,689 0,634
Moda 0,520 0,520 0,520
DS 1,488 1,676 1,463
DlO% 0,447 0,441 0,432
P25% 0,533 0,523 0,503

0,717 0,689D50% 0,634
D75% 1,009 1,015 0,855
D9o% 1,304 1,564 1,157

Fl(promedio) Acetato de Etilo 729 ± 49 nm

F1 (promedio) Acetona 755 ± 116 nm

Tabla 9.6. Caracterización morfométrica de los lotes de la serie FIA en

acetato de etilo y tamañomedio de la referencia con el disolvente original.

En la figura 9.7 se representa gráficamente en histogramas las
diferencias en los tamaños de partícula al sustituir el disolvente
original por acetato de etilo. Como puede observarse, no hay
diferencias significativas al efectuar el cambio de disolvente, aunque
se constata un ligero descenso general en los valores del tamaño
medio de partícula en los lotes elaborados con acetato de etilo.
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Diferencias en el tamaño de partícula al sustituir el disolvente original por acetato de etilo
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Figura 9.7. Diferencias en el tamaño de las nanoesferas formuladas con
acetato de etilo con respecto al disolvente original.

9.4. Potencial Zeta

En la tabla 9.7 se incluyen los resultados obtenidos tras la evaluación
del potencial zeta de las nanoesferas.
Se observa que todas las referencias (excepto la F1 formulada con
acetona) presentan una carga negativa.
A pesar de que las referencias F1 contienen quitosano como

coadyuvante en el método de elaboración, su concentración teórica es
muy baja (0,03%) y posteriormente las nanoesferas sufren varios
lavados, por lo que se considera que la cantidad remanente de
quitosano es muy baja y no es de esperar que las nanoesferas
presenten carga positiva. Esta afirmación se ratifica tras la evaluación
del potencial zeta en las diferentes muestras, donde se observa que el
quitosano empleado en la elaboración de las nanoesferas
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prácticamente no afecta a su potencial zeta, con respecto a las
referencias de las series "D" y "S".

Movilidad

(pmcm/Vs ± DS)
Conductividad

(mS/cm)£(mV ± DS)
D6

-22,08 ± 0,85 -1,74 ± 0,07 0,02
CE^CI/acetona

D6A AcOEt -8,29 ± 0,36 -0,65 ± 0,03 0,02
D6A Placebo -9,46 ± 0,24 -0,75 ± 0,02 0,01

S5 Acetona -8,37 ± 1,92 -0,66 ± 0,15 0,05
S5A AcOEt -12,12 ± 1,80 -0,96 ± 0,14 0,01
S5A Placebo -18,11 í 1,07 -1,43 ± 0,08 0,02

FlAcetona 2,14 ± 0,51 0,17 ± 0,04 0,06
FIA AcOEt -12,77 ± 0,84 -1,01 ± 0,06 0,03
FIA Placebo -17,78 ± 2,80 -1,40 ± 0,22 0,02

Tabla 9.7. Resultados de potencial zeta, movilidad y conductividad de los
distintos lotes de las series D6, S5 y Fl.



259RESULTADOS

9.5. Calorimetría diferencial de barrido

Con el objetivo de estudiar la forma en que la indometacina
interacciona con el polímero se analizan los termogramas de las
distintas muestras (figuras 9.8-9.13).

'
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Indometacina,
160,99 °C PLGA,

45,63°C

I
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Fig. 9.9. Termograma PLGA 50/50.Fig.9.8. Termograma indometacina.

Mmi BÍTOl mOSTAfr 5Vs1(tn

Fig.9.10. Termograma de la mezcla física de indometacina y PLGA 50/50
viscosidad 0,20 dL/g a la proporción 11:120 (1:10,9).
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D6A, 55,09 °C
D6AP, 51,10 °C —

PLGA 50/50 —

Indometacina, 160,99 °C
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hETTLER TOLEDO STARP System

Fig. 9.11. Termogramas de las nanoesferas D6A y D6AP placebo junto con
los patrones de indometacina y PLGA 50/50.

NGTTLER TOLEDO STAR' Svsten

Fig. 9.12. Termogramas de las nanoesferas S5A y S5AP placebo, junto con los
patrones de indometacina y PLGA 50/50.
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Fig. 9.13. Termogramas de las nanoesferas FIA y F1AP placebo, junto con
los patrones de indometacina y PLGA 50/50.

Cuando un principio activo se mezcla con un polímero pueden existir
tres situaciones distintas (Pamujula y cois. 2004):

1- El principio activo y el polímero forman una solución sólida y
en este caso hay un desplazamiento en la posición de la Tg del
polímero debido al efecto plastificante del principio activo. La
endoterma de la fusión del principio activo no aparece en el
termograma de las nanopartículas.

2- El principio activo está dispersado en el polímero en una
forma amorfa. La Tg del polímero no se afecta y la endoterma
de la fusión del principio activo no aparece en el termograma
de las nanopartículas.

3- El principio activo está disperso en el polímero en una forma
cristalina. No hay cambio en la posición de la Tg del polímero
ni de la endoterma de fusión del activo.



Proceso de Fabricación Verde262

En este caso, en el termograma de las nanoesferas (figuras 9.11-9.13)
se observa la desaparición de la endoterma de la indometacina,
probablemente debido a que el polímero PLGA y los coadyuvantes
inhiben la cristalización de la indometacina. Por lo tanto, esto indica
que la indometacina pasa de un estado cristalino a uno amorfo. Al
analizar las distintas series de nanoesferas se observa que la
interacción de la indometacina con el polímero no provoca ningún
cambio sustancial en la Tg del polímero, pero en cambio la
endoterma de la indometacina desaparece, lo que indica que el
principio activo se encuentra dispersado en las nanoesferas.
En la tabla 9.8 se muestran los valores de las entalpias, así como las
temperaturas de transición de fusión (o vitrea) de los patrones y de
las tres series de nanoesferas fabricadas con acetato de etilo. Los
valores señalados como "pico 1" son atribuibles a la indometacina y
los señalados como "pico 2" al polímero PLGA 50/50.

Tg (°C)AH (mj)Muestra
Pico 2Pico 2 PicolPicol

Indometacina -334,69 160,99
PLGA 50/50 45,63-8,88
Mezcla
indometacina y
PLGA

-9,75 -153,59 50,14 159,43

D6A -27,72 55,09
D6AP placebo 51,10-26,42
S5A -1,79 43,31
S5AP placebo 50,44-25,96
FIA -27,69 43,13
F1AP placebo -25,76 42,59

Tabla 9.8. Valores de entalpia y temperatura de transición de fusión / vitrea.

Los resultados obtenidos también permiten afirmar que no existe
ninguna incompatibilidad entre los componentes de las nanoesferas,
puesto que no se observa la aparición de ningún pico nuevo.
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9.6. Difracción de Rayos X

Los análisis de difracción de rayos X se realizan con la finalidad de
obtener más información estructural de las distintas series de

nanoesferas, así como para determinar el estado de la indometacina
en las distintas muestras. Con los análisis de rayos X también se
pretende evaluar la posible existencia de nuevas fases presentes en
las nanoesferas, que se hayan podido formar durante el proceso de
encapsulación.
En las figuras 9.14 y 9.15 se muestran los difractogramas de los
precursores principales de las nanoesferas (indometacina y PLGA
50/50). Los difractogramas de los coadyuvantes PVA, quitosano y
poloxámero se han omitido puesto que su presencia en las
nanoesferas se considera despreciable, afirmación que se confirma
con los espectros de IR, RMN y ESCA.
Los difractogramas se expresan en función de la intensidad relativa
(unidades arbitrarias) a cada ángulo 2 0 . La escala de la intensidad se
ha modificado para facilitar la observación de las fases amorfas y
poder observar posibles nuevas transiciones.

Fig. 9.14. Difractograma de rayos X de indometacina, polimorfo y.
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Fig. 9.15. Difractograma de rayos X del PLGA 50/50.

A continuación en las figuras 9.16 a 9.18 se muestran los
difractogramas de rayos X de las distintas series de nanoesferas y se

comparan con el correspondiente placebo, el patrón de polímero y de
un difractograma elaborado con los datos de la combinación del
activo (a la proporción teórica en la nanoesfera) y el polímero.

D6A

D6AP

PLGA

9,1%IM+PLGA

5 10 15 20 25 30 35 40

29

Fig. 9.16. Difractograma de rayos X de las nanoesferas D6A y D6AP placebo.
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Fig. 9.17. Difractograma de rayos X de las nanoesferas S5A y S5AP placebo.

PLGA
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F1A
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Fig. 9.18. Difractograma de rayos X de las nanoesferas FIA y FIA placebo.
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Tras comparar las distintas series de nanoesferas con sus respectivos
placebos se concluye que no se observan diferencias en los
difractogramas, mostrando todos ellos un patrón amorfo,
independientemente de su composición.
En la figura 9.19 se comparan los difractogramas de las distintas
series D6A, SA5 y FIA.

26

Fig. 9.19. Difractograma de rayos X de las nanoesferas DA6, S5A y FIA.

En este caso, tampoco se observan diferencias estructurales
atribuibles al distinto método de encapsulación.
Con estos datos es posible confirmar los resultados observados con
los DSC, es decir, que la indometacina está en forma de dispersión
sólida puesto que no conserva su estructura cristalina original.
No se han observado diferencias estructurales entre las distintas
familias de nanoesferas, posiblemente debido al bajo porcentaje de
activo presente en las nanoesferas. Se profundiza al respecto en los
siguientes capítulos de IR, RMN y XPS.
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9.7. Espectroscopia de infrarrojo

En esta sección se presentan los resultados obtenidos tras los análisis
de espectroscopia de infrarrojo en transformada de Fourier (FTIR) de
los lotes de nanoesferas D6A, S5A y FIA.
Los espectros que se muestran corresponden a los espectros de
absorción y se presentan como el número de onda frente al porcentaje
de transmitancia.

En primer lugar se incluyen los espectros de los precursores
principales, indometacina y PLGA (figuras 9.20 y 9.21). A
continuación se comparan los espectros de cada una las nanoesferas
(lotes D6A, S5A y FIA) con sus correspondientes placebos (figuras
9.22 a 9.24). Por último, en las figuras 9.25 y 9.26 se comparan los
espectros de los tres lotes D6A, S5A y FIA con la finalidad de intentar
evidenciar diferencias atribuibles al método de encapsulación.
Las asignaciones de las bandas de absorción se han realizado de
acuerdo con los datos publicados en la bibliografía (Simón y cois.
1980, Florey 1984, Sócrates 1994, Kiremitci y cois. 1999).
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Fig. 9.20. Espectro de FTIR de indometacina.
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Fig. 9.21. Espectro de FTIR de PLGA 50/50 viscosidad 0,20 dL/g.
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Fig. 9.22. Superposición de los espectros de FTIR de las nanoesferas D6A y
su correspondiente placebo D6AP.
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Fig. 9.23. Superposición de los espectros de FTIR de las nanoesferas S5A y su
correspondiente placebo S5AP.
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Fig. 9.24. Superposición de los espectros de FTIR de las nanoesferas FIA y su
correspondiente placebo F1AP.
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Fig. 9.25. Superposición de los espectros de FTIR de los representantes de los
distintos métodos de encapsulación D6A, S5A y FIA.
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Para facilitar su análisis, a continuación se amplia la figura 9.25. En
primer lugar se representa la zona del espectro correspondiente al
intervalo de número de onda de 3500 a 2000 cm1, con la asignación
de las bandas de absorción más representativas, y a continuación la
zona del espectro correspondiente de 2000 a 500 erar1 (figura 9.26).
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Fig. 9.26. Imagen ampliada de la superposición de los espectros FTIR de las
referencias D6A, S5A y FIA en acetato de etilo.
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En la tabla 9.9 se detallan las principales bandas de absorción
identificadas en los espectros de FTIR y los grupos funciones
asignados.

Grupos funcionales Bandas de absorción
-OH 3645,3510
CH3 2993,2947
C=0 éster 1757

R-CO-NR2 1683

C-H alifático 1454,1423,1394,756
C-O 1273,1174,1130,1091

Tabla 9.9. Bandas de absorción de IR de los espectros de las nanoesferas
representados en la figura 9.26.

Al comparar en detalle los espectros de infrarrojo de las distintas
muestras, se observan principalmente los picos de las bandas de
absorción del polímero PLGA. Este hecho, al igual que sucede con los
difractogramas correspondientes, es atribuible al bajo porcentaje de
indometacina presente en las nanoesferas. No obstante, sí que es
posible detectar el principio activo con la señal que aparece a 1683 y
que corresponde a la señal del grupo amida presente en la
indometacina.
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9.8. ^-Resonancia magnética nuclear

En esta sección se presentan los resultados obtenidos tras los análisis
de resonancia magnética nuclear de protón (aH-RMN) de los lotes de
nanoesferas D6A, S5A y FIA.
En base a los espectrogramas obtenidos se han podido caracterizar las
distintas moléculas que están formando parte de la composición de
las nanoesferas. A continuación se muestran los distintos espectros
obtenidos para las nanoesferas y sus correspondientes placebos, junto
con el de los productos de partida.
La asignación de los desplazamientos químicos de los protones en las
distintas moléculas se ha realizado en base a los datos bibliográficos
(Pretsch y cois. 2001, Horisawa y cois. 2002). No se ha entrado en
detalle en la descripción de señales ni en la descripción del tipo de
protones (presentes en la bibliografía) puesto que el principal objetivo
era la identificación de los componentes de las nanoesferas.
En las figura 9.27 se muestra la estructura química de la
indometacina, junto con su espectro de aH-RMN y en la 9.28 las
correspondientes al PLGA 50/50.
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Fig. 9.27. Espectros 'H-RMN de la indometacina y estructura química en la
parte superior.
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Fig. 9.28. Espectros 'H-RMN del PLGA y estructura química en la parte
superior, "m" son las unidades de PLA y "n" las de PGA.
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El análisis de las muestras por ]H-RMN muestra la presencia de las
señales de la indometacina y del PLGA en el espectro de la muestra
D6A (figura 9.29). En el mismo espectro se observa la aparición de
una banda ancha alrededor de 2 ppm, atribuible a trazas de PVA
presente en las nanoesferas. El espectro de las nanoesferas D6AP
placebo presentan las señales típicas del PLGA sin que se observe la
presencia de ningún pico adicional (figura 9.30).

Fig. 9.29. Espectros 1H-RMN de las nanoesferas D6A.

Fig. 9.30. Espectros ’H-RMN de las nanoesferas D6AP
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En la figura 9.31 se muestra el espectro 'H-RMN de las
nanoesferas S5A. Se puede observar que es muy parecido al de la
muestra D6A, si bien en este caso el pico a 2 ppm es muy pequeño. El
espectro de las nanoesferas de la referencia S5AP placebo (figura 9.32)
es idéntico al del placebo D6AP, es decir, sólo aparecen las señales del
PLGA.

Fig. 9.31. Espectros 'H-RMN de las nanoesferas S5A.

Fig. 9.32. Espectros 'H-RMN de las nanoesferas S5AP.
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En la figura 9.33 se muestra el espectro 'H-RMN de las
nanoesferas FIA. Se puede observar que es muy parecido al de la
muestra D6A y S5A, si bien en este caso no se observa la aparición de
la banda del alcohol del PVA. El espectro de las nanoesferas de la
referencia F1AP placebo (figura 9.34) es idéntico al del placebo D6AP
y S5AP, es decir, sólo aparecen las señales del PLGA.

Fig. 9.33. Espectros 'H-RMN de las nanoesferas FIA.

Fig. 9.34. Espectros 'H-RMN de las nanoesferas F1AP.
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Como conclusión se puede afirmar que el RMN resulta ser una
herramienta fundamental para caracterizar los diferentes grupos
funcionales que están formando parte de la composición de las
nanoesferas.

9.9. Ensayos de liberación in vitro y ajuste a modelos
matemáticos

A continuación se presentan los resultados obtenidos tras los ensayos
de liberación in vitro de las nanoesferas D6A, S5A y FIA (tablas 9.10a-
c y figuras 9.35 y 9.36). Las condiciones de realización de los ensayos
de liberación se describen en el capítulo 3.4. Los resultados que se
presentan corresponden al promedio de 12 replicados y aparecen en
forma de tablas donde se reflejan las concentraciones, el porcentaje
liberado y las desviaciones estándar (DS) promedio, en cada tiempo
de toma de muestra.

Para el cálculo del MDT se ha asumido un modelo no compartimental
y una administración extravascular. El cálculo se ha realizado con el
programa WinNonlin 4.1.

D6A (promedio 12 replicados)
DSLiberaciónConcTiempo

(min) %%(mg/mL)
000o

3,3711,510,004430

1,3528,2860 0,0105
2,1341,380,0151120

1,990,0197 ■ 53,98240

3,2655,870,0204360

11,860,0209 58,54480

9,280,0197 54,741440

8,5451,940,01871800

10,730,0186 52,022880

MDT (min) 1449,1280

Tabla 9.10a. Datos de liberación de la referencia D6A.
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S5A (promedio 12 replicados)
Liberación DSConcTiempo

(min) %%(mg/mL)
00 00

14,46 9,4130 0,0094
12,030,0200 31,1060

39,90 7,45120 0,0255
3,960,0319 50,13240

49,42 2,71360 0,0314
1,490,0299 46,97480

45,97 0,031440 0,0292
0,730,0281 44,241800

43,79 0,132880 0,0278

MDT (min) 1442,3395

Tabla 9.10b. Datos de liberación de la referencia S5A.

FIA (promedio 12 replicados)
Liberación DSTiempo

(min)
Conc

(mg/mL) % %

0 0 0 o

16,9130 0,0096 3,64
60 0,0152 26,54 1,62

0,0192 33,35120 0,41
240 0,0205 35,89 2,18
360 0,0202 35,32 2,59
480 0,0193 33,83 3,37
1440 0,0199 35,05 6,60
1800 0,0198 34,90 6,78
2880 0,0233 40,74 3,23

MDT (min) 1505,1883
Tabla 9.10c. Datos de liberación de la referencia FIA.
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Fig. 9.35. Perfil de liberación in vitro de las nanoesferas D6A, S5A y FIA.
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Fig. 9.36. Comparación del perfil de liberación in vitro de las nanoesferas
D6A, S5A y FIA elaboradas con acetato de etilo y comparación con sus
homólogos elaborados con los disolventes originales.
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Según se observa en los perfiles de liberación, junto con los valores de
MDT de las nuevas series con acetato de etilo, la liberación de las
nanoesferas de indometacina elaboradas con el método verde es más

rápida que las elaboradas inicialmente con acetona y/o
diclorometano.

Los perfiles de liberación in vitro de las tres referencias estudiadas se
analizan con el programa WinNonlin 4.1. con la finalidad de intentar
ajustarlos a tres posibles modelos matemáticos que describan el
patrón de liberación. Teniendo en cuenta la morfología de las
nanoesferas, así como el hecho de que son sistemas matriciales que no
se disgregan, se eligen tres posibles modelos: ecuación de primer
orden, Higuchi o de raíz cuadrada y la ecuación de Hixson y Crowell
o de raíz cúbica (Hixson y Crowell 1931, Higuchi 1963, Karasulu y
cois. 2003).
El ajuste se realiza en las primeras ocho horas del ensayo de
liberación, que corresponde al intervalo de liberación rápida de
indometacina.

En la tabla 9.11 se muestran los valores de las estimaciones del

porcentaje máximo de fármaco liberado en las nanoesferas D6A,
según la ecuación de orden 1 y de Hixson y Crowell y en la tabla 9.12
para el modelo Higuchi. También se muestra la estimación de las
constantes de liberación, sus respectivos CV, así como el criterio de
información de Akaike (AIC) y el criterio Bayesano de Schwarz
(SBC).
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D6A, ajuste de primer orden
CV (Qn.jx) CV (Ki) AIC SBCMuestra Q. K,

23,47 39,16 39,051 63,10 8,08 0,0079
40,71 40,602 63,45 9,31 0,0077 26,6

13,53 32,90 32,793 64,73 4,34 0,0094
0,0099 12,45 31,80 31,694 63,82 3,92
0,0073 13,86 32,27 32,165 68,59 4,97

34,80 34,696 68,82 6,13 0,0071 16,85
7 5,84 0,0092 18,05 33,57 33,4651,38

17,32 33,14 33,038 51,05 5,51 0,0096
0,0137 12,31 30,10 29,999 53,16 3,5

11,47 29,01 28,9010 52,59 3,22 0,0142
25,09 24,9811 55,09 2,33 0,0141 8,28
25,54 25,4312 55,01 2,43 0,0138 8,58

PromedioPromedio Promedio 0,0103 32,34 32,2359,23
DSDS DS 4,67 4,676,79 0,028

y CrowellD6A, aiusté ae lixson

CV (K2)Muestra Q CV (Q„.„) AIC SBCK2

0,0123 6,35 36,00 35,901 54,18 6,06
2 54,48 7,53 0,0121 8,80 38,86 38,75
3 0,0127 3,27 28,72 28,6157,56 3,35

0,0127 3,35 28,70 28,594 57,53 3,35
5 64,57 4,56 0,0092 11,73 34,48 34,37
6 64,67 5,14 0,0089 13,08 36,11 36,00
7 49,62 4,75 0,0098 11,55 30,14 30,03
8 49,52 30,52 30,414,96 0,0100 11,61
9 39,2753,76 8,57 0,0110 15,90 39,16
10 53,35 8,84 0,0111 15,82 39,67 39,56
11 55,81 8,14 0,0112 14,65 39,14 39,03
12 55,64 7,91 0,0112 14,37 38,67 38,56

Promedio Promedio Promedio55,89 0,0110 35,02 34,91
DS 5,00 DS 0,0013 DS 4,37 4,38

Tabla 9.11. Valores individuales de Q
para la serie de experimentos D6A, según el modelo de orden 1 y Hixson y
Crowell.

K, sus CV, valores de AIC y SBCmax/

D6A, ajuste de Higuchi
Muestra k3 CV (K3) AIC SBC

3,08861 6,72 42,66 42,56
2 3,0702 7,40 43,93 41,58
3 3,3217 4,42 37,83 42,85
4 3,3135 4,34 37,53 44,51
5 3,2860 4,44 37,74 42,93
6 3,2672 4,99 39,29 43,33
7 2,5966 7,64 42,04 45,85
8 2,6062 7,68 42,15 47,06
9 2,9063 7,87 44,02 51,60
10 2,8945 7,90 44,02 51,77
11 3,0236 7,89 44,61 49,19
12 3,0100 7,90 44,56 48,75

Promedio 3,0320 Promedio 41,70 41,65
DS 0,2512 DS 2,820 2,820

Tabla 9.12. Valores individuales de K3 y su CV, junto con los valores de AIC
y SBC, para la serie de experimentos D6A, según el modelo de Higuchi.
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En la tabla 9.13 se comparan los datos experimentales de porcentaje
de fármaco liberado con los valores teóricos, según los distintos
modelos ajustados en las nanoesferas D6A.

Referencia D6A
Predicción

Higuchi
Tiempo
(min)

Predicción
Hixson y Crowell

% liberado Predicción orden 1

o o o o o

30 15,98 13,95 16,6111,51
25,55 23,4960 28,28 27,71

120 41,38 42,62 42,57 33,21
57,95 46,97240 53,98 54,97

360 58,54 60,00 57,5355,87
480 58,54 59,58 62,60 66,43

Tabla 9.13. Comparación de los valores experimentales y teóricos de la serie
D6A tras el ajuste a los modelos de orden 1, Hixson y Crowell e Higuchi.

En la figura 9.36 se muestran los perfiles de liberación experimentales
y los estimados para los modelos de orden 1, Hixson y Crowell e
Higuchi, en la referencia D6A.

Ajuste de los perfiles de liberación in vitro
Referencia D6-acetato de etilo

70,00

60,00

50,00

| 40,00

I
30,00

20,00 ♦ datos experimentales

orden 1

Higuchi10,00

Hixson y Crowell

0,00
0 100 200 300 400 500 600

Tiempo (mln)

Fig. 9.36. Comparación de los perfiles de liberación estimados y observados
en las nanoesferas de la serie D6A.
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En la tabla 9.14 se muestran los valores de las estimaciones del

porcentaje máximo de fármaco liberado en las nanoesferas S5A,
según la ecuación de orden 1 y de Hixson y Crowell y en la tabla 9.15
para el modelo Higuchi. También se muestra la estimación de las
constantes de liberación, sus respectivos CV, así como los criterios
AIC y SBC.

S5A, ajuste de primer orden
CV (Ki) SBCQ; CV (Q™,) AICMuestra K,

0,0057 35,95 38,85 38,741 50,55 14,68
31,46 37,30 37,192 49,91 12,54 0,0059
16,76 33,32 33,213 51,07 5,07 0,0111
17,86 34,48 34,374 50,26 5,12 0,0133

23,705 48,01 2,50 0,0134 8,72 23,81
0,0137 10,20 26,01 25,906 47,90 2,90

17,07 34,70 34,597 53,45 4,90 0,0133
16,32 34,06 33,968 52,62 4,40 0,0163

28,739 48,12 2,85 0,0324 13,71 28,83
10 48,00 2,68 0,0337 13,20 28,06 27,95

2,07 0,0212 8,37 24,40 24,3011 52,21
12 52,10 2,14 0,0199 8,47 24,64 24,53

Promedio Promedio50,35 5,15 0,0167 30,70 30,60
DS DS 5,35 5,352,00 4,13 0,0089

S5A, ajuste de Hixson y Crowell
CV (K2)Muestra Qm,. CV (Q„,4k) k2 AIC SBC

36,91 36,801 45,72 8,40 0,0070 19,94
2 45,53 7,16 0,0072 17,25 34,95 34,84
3 34,7550,14 6,76 0,0106 13,39 34,86
4 50,39 9,11 0,0109 15,99 39,34 39,24
5 48,11 7,08 0,0108 12,22 35,19 35,08
6 48,13 7,66 0,0108 13,08 36,33 36,22
7 53,65 39,598,73 0,0111 15,54 39,48
8 53,95 11,18 0,0114 17,98 43,38 43,27
9 51,98 19,66 0,0116 27,29 51,18 51,07
10 51,94 20,04 0,0116 27,65 51,45 51,35
11 54,79 13,88 0,0116 20,62 46,85 46,74
12 54,47 13,13 0,0115 20,03 45,91 45,81

Promedio Promedio50,73 11,07 0,0105 41,33 41,22
DS 3,02 4,71 0,0016 DS 6,23 6,23

Tabla 9.14. Valores individuales de Qmax, K, sus CV, valores de AIC y SBC
para la serie de experimentos S5A, según el modelo de orden 1 y Hixson y
Crowell.
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S5A, ajuste de Higuchi
SBCCV (Ka) AICk3Muestra

9,37 42,61 42,562,20671

41,63 41,582,2161 8,702

42,91 42,852,6884 7,853

44,518,71 44,574 2,7294
42,98 42,935 2,6088 8,14

43,338,37 43,386 2,6111
45,90 45,857 2,8951 9,03
47,12 47,068 2,9402 9,70

13,77 51,66 51,609 2,8660
51,82 51,772,8666 13,9210

49,1911,05 49,2411 3,0035
48,752,9761 10,81 48,8112

Promedio Promedio 46,05 46,002,7173
DS DS 3,61 3,610,2715

Tabla 9.15. Valores individuales de K3 y su CV, junto con los valores de AIC
y SBC, para la serie de experimentos S5A, según el modelo de Higuchi.

En la tabla 9.16 se comparan los datos experimentales de porcentaje
de fármaco liberado con los valores teóricos, según los distintos
modelos ajustados en las nanoesferas S5A.

Referencia S5A
Predicción

Hixson y Crowell
Predicción

Higuchi
Tiempo
(min)

% liberado Predicción orden 1

o o oo o

30 14,46 19,66 13,36 14,88
60 31,10 31,59 24,57 21,05
120 39,90 43,22 41,31 29,76
240 50,13 49,08 57,30 42,09
360 49,42 49,88 60,00 51,56
480 47,18 49,98 61,44 59,53

Tabla 9.16. Comparación de los valores experimentales y teóricos de la serie
S5A tras el ajuste a los modelos de orden 1, Hixson y Crowell e Higuchi.

En la figura 9.37 se muestran los perfiles de liberación experimentales
y los estimados para los modelos de orden 1, Hixson y Crowell e
Higuchi, en la referencia S5A.
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Ajuste de los perfiles de liberación in vitro
Referencia S5-acetato de etilo

70,00

60,00

50,00

| 40,00
:

i
□
5* 30,00

♦ datos experimentales20,00

orden 1

Higuchi10,00

Hixson y Crowell

0,00
500 6000 100 200 300 400
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Fig. 9.37. Comparación de los perfiles de liberación estimados y observados
en las nanoesferas de la serie S5A.

En la tabla 9.17 se muestran los valores de las estimaciones del

porcentaje máximo de fármaco liberado en las nanoesferas FIA,
según la ecuación de orden 1 y de Hixson y Crowell y en la tabla 9.18
para el modelo Higuchi. También se muestra la estimación de las
constantes de liberación, sus respectivos CV, así como los criterios
AIC y SBC.
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FIA, ajuste de primer orden
CV (Ki) AIC SBCMuestra CV (Qn,.,) K,

23,01 22,9042,86 2,64 0,0133 9,231

21,322 0,0143 8,24 21,4342,57 2,31
23,73 23,623 34,15 2,94 0,0241 12,44

23,250,0242 12,11 23,364 34,15 2,86
9,43 16,26 16,155 34,22 1,54 0,0474

13,20 13,096 34,00 1,22 0,0577 8,86
7 6,26 0,0164 23,22 34,99 34,8839,49

20,56 33,22 33,118 39,33 5,48 0,0169
17,04 26,35 26,249 29,38 4,26 0,0206

26,3210 29,33 4,27 0,0211 17,21 26,43
32,55 0,0334 10 18,79 18,6811 2,04

12 32,34 2,21 0,0405 12,13 20,24 20,13
Promedio Promedio Promedio0,0275 23,42 23,3135,36

DS DS DS0,0142
FIA, ajuste Hixson y Crowell

4,63 6,32 6,32

CV (Q„,„) CV (K;) AIC SBCMuestra k2

42,95 6,95 0,0104 12,00 33,34 33,231

2 42,99 7,93 0,0105 13,18 35,32 35,21
3 36,25 14,89 0,0102 21,14 42,17 42,06
4 36,28 14,96 0,0102 21,39 42,23 42,12
5 37,15 23,05 0,0106 27,06 49,16 49,05
6 37,14 24,49 0,0107 28,37 50,04 49,93
7 40,46 12,96 0,0103 20,81 41,43 41,32
8 40,43 12,77 20,170,0104 41,25 41,15
9 30,70 14,54 0,0096 21,23 39,44 39,33
10 30,74 14,99 0,0096 22,08 39,86 39,75
11 35,08 20,20 0,0102 27,13 46,14 46,03
12 35,22 22,08 0,0102 29,23 47,48 47,37

Promedio 37,11 Promedio Promedio0,0102 42,32 42,21
DS 3,80 DS 0,0003 DS 5,16 5,16

Tabla 9.17. Valores individuales de Qmax, K, sus CV, valores de AIC y SBC
para la serie de experimentos FIA, según el modelo de orden 1 y Hixson y
Crowell.

FIA, ajuste de
Muestra Ka CV (Ka) AIC SBC

1 2,3265 8,26 41,60 41,54
2 2,3362 8,61 42,23 42,18
3 2,0081 10,40 42,76 42,70
4 2,0077 10,48 42,86 42,81
5 2,0804 15,57 48,90 48,84
6 2,0848 16,22 49,50 49,44
7 2,1888 11,67 45,58 45,52
8 2,1919 11,47 45,36 45,30
9 1,6835 11,50 41,69 41,64
10 1,6827 11,79 42,04 41,98
11 1,9351 14,34 46,73 46,68
12 1,9463 15,22 47,65 47,59

Promedio 2,0393 Promedio 44,74 44,69
DS 0,2122 DS 2,92 2,92

Tabla 9.18. Valores individuales de K3 y su CV, junto con los valores de AIC
y SBC, para la serie de experimentos FIA, según el modelo de Higuchi.
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En la tabla 9.19 se comparan los datos experimentales de porcentaje
de fármaco liberado con los valores teóricos, según los distintos
modelos ajustados en las nanoesferas FIA.

Referencia FIA
Predicción

Hixson y Crowell
Predicción
Higuchi

Tiempo
(min)

% liberado Predicción orden 1

o oo o o

11,1730 16,91 19,66 9,84
60 28,28 17,92 15,8026,54

29,49 22,34120 33,35 33,71
39,11 31,59240 35,89 34,95

360 35,32 35,00 40,02 38,69
480 33,83 35,00 43,36 44,68

Tabla 9.19. Comparación de los valores experimentales y teóricos de la serie
FIA tras el ajuste a los modelos de orden 1, Hixson y Crowell e Higuchi.

En la figura 9.38 se muestran los perfiles de liberación experimentales
y los estimados para los modelos de orden 1, Hixson y Crowell e
Higuchi, en la referencia FIA.

Ajuste de los perfiles de liberación ¡n vitro
Referencia F1-acetato de etilo

50,00

45,00

40,00

♦35,00
♦

30,00
5

♦

| 25,00
*

20,00

15,00 ♦ datos experimentales

orden 1
10,00

Higuchi

Hixson y Crowell5,00

0,00
0 100 200 300 500 600400

Tiempo (min)

Fig. 9.38. Comparación de los perfiles de liberación estimados y observados
en las nanoesferas de la serie FIA.



Proceso de Fabricación Verde290

9.10. Microscopía de fuerza atómica

En este capítulo se muestran los resultados del estudio topográfico de
las nanoesferas de las series D6A, S5A y FIA elaboradas con acetato
de etilo y analizadas con la técnica de microscopía de fuerza atómica
(AFM).
En la figura 9.39 se muestra la imagen de las nanoesferas D6A donde
se puede observar con detalle la forma esférica de las partículas.

nm100 200

Fig. 9.39. Imagen de AFM de las nanoesferas D6A.

Las determinaciones de tamaño de partícula se muestran en la
figura 9.40. El diámetro medio de las partículas (n=6) corresponde a
un valor de 38,615 ± 16,97 nm, y la altura media es de
5,53 ±3,45 nm.
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Diámetro 65.65 nm

Altura 13.29 nm
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Fig. 9.40. Análisis de la sección de las nanoesferas serie D6A.

En la figura 9.41 se muestra en detalle la imagen de sección
topográfica de dos nanoesferas de la serie S5A. Los valores
promedios (n=12) de las medidas del diámetro de partícula son 36,18
± 9,51 nm y los valores de altura corresponden a 3,86 ± 0,43 nm.
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Altura 3.91 nm

Diámetro 69.21 nm

Diámetro 59.50 nm

nm
o

o

o

Ln

o 100 200
nm

Fig. 9.41. Análisis de la sección de las nanoesferas serie S5A.

La imagen topográfica de las partículas de la serie FIA muestra que
las nanoesferas se agrupan en forma de racimos (figura 9.42).
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jjm0.2 0.4 0.6 0.8

Fig. 9.42. Imagen de AFM de las nanoesferas FIA.

El análisis de la sección de una partícula se muestra en la figura 9.43.
El diámetro medio de las partículas (n=18) corresponde a un valor de
14,58 ± 2,93 nm y la altura media es de 1,22 ± 0,20 nm.

»
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Fig. 9.43. Análisis de la sección de las nanoesferas serie FIA.

Es de destacar el nivel de detalle que se consigue observar con esta
imagen, puesto que se observa el halo alrededor de la nanoesfera,
probablemente originado por el quitosano que forma parte de la
cubierta.

Con la finalidad de identificar posibles diferencias en la superficie de
las nanoesferas de la serie F se analizan también las muestras del lote
F5A. Fa topografía de la muestra F5A se presenta en la figura 9.44.
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0.8 Mm0.60.2 0.4

Fig. 9.44. Análisis de AFM de las nanoesferas F5A.

En la figura 9.44 se observa una capa que cubre prácticamente la
totalidad del sustrato, así como nanoesferas aisladas distribuidas
uniformemente sobre dicha capa.

El análisis de la sección de una partícula se muestra en la figura 9.45.
El diámetro medio de las partículas (n=24) corresponde a un valor de
19,68 ± 9,88 nm, y la altura media de 2,58 ± 0,94 nm.
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Fig. 9.45. Análisis de la sección de las nanoesferas serie F5A.
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9.11. Espectroscopia de fotoelectrones X

Los análisis de XPS se realizan con la finalidad de entender mejor los
mecanismos de interacción del principio activo y el polímero de las
nanoesferas y también se pretende cuantificar la cantidad de PVA
presente en las nanoesferas.
En primer lugar se realiza un análisis sistemático del espectro
completo de los precursores que intervienen en la formación de las
nanoesferas (PLGA, indometacina y PVA) y a continuación se
compara con los espectros de las nanoesferas D6A, S5A, FIA y sus
respectivos placebos D6AP, S5AP y F1AP, todos ellos elaborados con
acetato de etilo.

Los espectros generales muestran el porcentaje de distribución de la
composición atómica superficial, excluyendo al hidrógeno. Los
porcentajes que se refieren se expresan en número de átomos.
Con la finalidad de simplificar el tratamiento de los resultados, se
asume que algunas posiciones cercanas son equivalentes. Por este
motivo, el Cls del espectro de la indometacina se ha dividido en
cuatro grupos, con los porcentajes de composición teóricos que se
describen a continuación:

r/
co 2' 9
N 12CH3:7

CHsO S 9 3 ChLCOOH
4

i Sm

Porcentaje (%)Grupo Carbono
1 C3, C4, C6, C7, C2', C2', C6', C9, C12 42,11

C2, C5, C8, cr, C3', C4', C5', C9, CU2 47,37
3 C13 5,26

CIO4 5,26
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En la figura 9.46 se muestra la composición atómica superficial de la
indometacina y el espectro general del análisis de XPS. Las
asignaciones de los grupos funcionales se describen en la figura 9.47.

* 10' gulOgnOl spe

?Átomo %
Cls 75,56

Oís 16,5
Q2p 4,1
Nls 4,05

r
9

4

Fig.9.46. Espectro general de la indometacina.
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Fig.9.47. Curva de ajuste del Cls en la indometacina.

Según se puede observar, los carbonos alifáticos y aromáticos aparecen
a 284,24 eV, los carbonos de éter, C aromáticos a a N, C aromáticos a

ó p a Cl, y C alifáticos a a C=0 a 285,37 eV, el carbono amídico a
288,44 eV, y el carbono carboxílico a 289,54 eV.
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En la figura 9.47 se muestra la composición atómica superficial del
PLGA 50/50 y el espectro general del análisis de XPS. Las
asignaciones de los grupos funcionales se describen en la figura 9.48.

BtrxJtng Energy (*V)

Fig.9.47. Espectro general del PLGA 50/50.
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Fig.9.48. Curva de ajuste del Cls en el PLGA 50/50.

Según se puede observar, los carbonos metílicos y la contaminación
espúrea aparecen a 284,72 eV, los carbonos de éter y a a C=0 a
286,85 eV, y los carbonos carboxílicos a 289,07 eV.
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En la figura 9.49 se muestra la composición atómica superficial del
PVA y el espectro general del análisis de XPS. Las asignaciones de los
grupos funcionales se describen en la figura 9.50.

Fig.9.49. Espectro general del PVA.
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Fig.9.50. Curva de ajuste del Cls en el PVA.

Según se puede observar, los carbonos metílicos y la contaminación
espúrea aparecen a 284,71 eV, y los carbonos hidroxílicos a 285,87 eV.
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En las figura 9.51 y 9.52 se muestran los espectros de XPS para las
nanoesferas D6A y D6AP (placebo), respectivamente.

guOViCI ipe

Fig.9.51. Curva de ajuste del Cls en las nanoesferas D6A.
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Fig.9.52. Curva de ajuste del Cls en las nanoesferas D6AP.

Se observa que a diferencia de las nanoesferas placebo, en las
nanoesferas con indometacina aparece la señal de los C aromáticos
a a N, C aromáticos a ó p a Cl, y C alifáticos a a C=0 a 286,12 eV y el
carbono amídico a 288,02 eV.
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En las figura 9.53 y 9.54 se muestran los espectros de XPS para las
nanoesferas S5A y S5AP (placebo), respectivamente.
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Fig.9.53. Curva de ajuste del Cls en las nanoesferas S5A.
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Fig.9.54. Curva de ajuste del Cls en las nanoesferas S5AP.

Se observa que a diferencia de las nanoesferas placebo, en las
nanoesferas con indometacina aparece la señal de los C aromáticos
a a N, C aromáticos a ó p a Cl, y C alifáticos a a C=0 a 286,67 eV y el
carbono amídico a 288,03 eV.
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En las figura 9.55 y 9.56 se muestran los espectros de XPS para las
nanoesferas FIA y F1AP (placebo), respectivamente.

guOímnOI ip*

BmdMtg Enttgy (*V)

Fig.9.55. Curva de ajuste del Cls en las nanoesferas FIA.
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Fig.9.56. Curva de ajuste del Cls en las nanoesferas F1AP.

Se observa que a diferencia de las nanoesferas placebo, en las
nanoesferas con indometacina aparece la señal de los C aromáticos
a a N, C aromáticos a ó p a Cl, y C alifáticos a a C=0 a 286,40 eV y el
carbono amídico a 287,83 eV.



304 Proceso de Fabricación Verde

9.11.1. Cuantificación del material de cubierta por XPS

La técnica de XPS es de gran utilidad en la identificación y
cuantificación de los componentes que forman parte de la cubierta de
las superficies. En este caso se aplica la técnica de XPS para identificar
y cuantificar los componentes que están formando parte de la
cubierta de las nanoesferas.

La consideración de los valores porcentuales de composición frente a
los valores analíticos en masa de las nanoesferas revela diferencias
substanciales, lo que evidencia una composición superficial
diferenciada del interior. Por este motivo se plantea la conveniencia
del análisis de la estructura fina de los espectros de XPS.
Con los espectros de indometacina, PLGA y PVA pueden establecerse
las razones experimentales, en las condiciones de análisis, entre los
carbonos de los distintos grupos, para cada componente, a través de
las relaciones entre las áreas correspondientes. Las razones citadas
permiten evaluar la contribución de cada compuesto en un
determinado espectro realizado, por cálculo de la diferencia entre
espectros.
En los espectros de las nanoesferas placebo y con activo se aprecia
claramente la presencia de indometacina, la cual se evalúa a partir de
la contribución de sus grupos funcionales en cada uno de los picos
obtenidos en la descomposición de los espectros de las nanoesferas.
La descomposición del espectro de las nanoesferas con principio
activo cuenta con la presencia de carbonos amídicos (con un pico a
288,44 eV) que son debidos exclusivamente a la presencia de la
indometacina, lo que permite calcular su proporción relativa con
respecto a los excipientes. A partir del área de este pico se puede
calcular el área correspondiente a los otros grupos, empleando las
proporciones calculadas a partir de los espectros.
Según la descomposición del espectro de la indometacina (figura
9.46) se pueden establecer las proporciones siguientes:
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Carbono carboxílico / Carbono amídicos = 1,09
Carbono de éter / Carbono carboxílico = 22,46

y para el PLGA:
Carbono éter / Carbono carboxílico = 1,52

Según estas relaciones, y teniendo en cuenta que los carbonos
amídicos presentes en las nanoesferas son debidos exclusivamente a
la presencia de indometacina, se puede calcular la composición
superficial relativa de indometacina.
Por diferencia de la proporción de indometacina en los carbonos
carboxílicos del PLGA, se puede calcular la composición relativa de
PLGA.

Finalmente, por diferencia de la proporción de PLGA en los carbonos
de éter, se calcula la proporción relativa superficial de PVA.
En la tabla 9.20 se resumen los valores teóricos (calculados a partir de
la fórmula molecular) y los valores experimentales correspondientes
a la composición atómica y a la descomposición de los carbonos de
los precursores de las nanoesferas. Puede observarse que los valores
obtenidos en los precursores son muy parecidos, lo que demuestra la
fiabilidad de la técnica de XPS en el análisis y cuantificación de
compuestos. Las pequeñas diferencias entre los valores teóricos y
experimentales en el caso del PLGA se deben a la dificultad de
establecer con exactitud el grado de polimerización real de los
monómeros formadores del polímero.
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Indometacina

% Experimental% TeóricoComposición atómica
76% 75,5%Cls

16,5%16%Oís

4,1%4%Nls

4% 4,0%C12p
% %

B.E. (eV) Desp. (eV)Tipo de carbono ExperimentalTeórico

Carbono metilénico y adventicio 284,24 0,00 42,11 44,67
47,37 50,98285,37 1,13Carbono de éter y a carboxílico

Carbono de amida 5,26 2,08288,44 4,20
Carbono carboxílico 289,54 5,30 5,26 2,27

PLGA
% Teórico % ExperimentalComposición atómica
55,6% 62,2%Cls

44,4% 37,8%Oís
% %

Desp. (eV)Tipo de carbono B.E. (eV) Teórico Experimental
Carbono metilénico y adventicio 20%284,72 0,00 37,27

286,85 2,13 40% 37,84Carbono de éter y a carboxílico
Carbono de amida

Carbono carboxílico 40%289,07 4,35 24,89
PVA

Composición atómica % Teórico % Experimental
66,6% 57,5%Cls

33,3% 34,7%Oís

7,8%Nls

% %
Tipo de carbono B.E. (eV) Desp. (eV) Teórico Experimental

Carbono metilénico y adventicio 50%284,71 0,00 61,13
Carbono de éter y a carboxílico 285,87 1,16 50% 38,87
Carbono de amida

Carbono carboxílico

Tabla 9.20. Análisis de la composición atómica y del espectro del C1S de
XPS para los precursores de las nanoesferas.

En la tabla 9.21 se resumen los valores experimentales
correspondientes a la descomposición de los carbonos de las
nanoesferas con activo y las nanoesferas placebo.
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| B.E. (eV) | Desp. (eV) | % Experimental^Tipo de carbono
Nanoesferas D6A

Carbono metilénico y adventicio 284,60 0,00 16,90
1,52 59,14Carbono de éter y g carboxílico 286,12

Carbono de amida 3,42 0,81288,02
Carbono carboxílico 289,33 4,73 23,16

Nanoesferas D6AP

Carbono metilénico y adventicio 284,95 0,00 71,45
1,75 18,09Carbono de éter y a carboxílico 286,70

Carbono de amida

Carbono carboxílico 289,10 4,15 10,46

Nanoesferas SA5
Carbono metilénico y adventicio 0,00 35,84284,88
Carbono de éter y a carboxílico 286,67 1,79 44,27
Carbono de amida 288,03 3,15 0,36
Carbono carboxílico 289,14 4,26 19,53

Nanoesferas S5AP
Carbono metilénico y adventicio 285,00 0,00 56,58

1/74Carbono de éter y a carboxílico 286,74 26,33
Carbono de amida

Carbono carboxílico 289,10 4,10 17,09
Nanoesferas FIA

Carbono metilénico y adventicio 284,76 0,00 66,41
Carbono de éter y a carboxílico 286,40 1,64 23,88
Carbono de amida 287,83 3,07 0,19
Carbono carboxílico 289,03 4,27 9,53

Nanoesferas F1AP
Carbono metilénico y adventicio 284,63 0,00 69,32
Carbono de éter y a carboxílico 287,02 2,39 18,65
Carbono de amida
Carbono carboxílico 288,93 4,30 12,03

Tabla 9.21. Análisis del espectro del C1S de XPS.

En base a estos datos es posible establecer una proporcionalidad de
los distintos componentes en la Superficie de las nanoesferas (tabla
9.22).
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% %
% %%

% Indom.

superficial
Proporción
PLGA:PVA

PLGA PVA
Indom.
en éter

PLGA

superficial
PVA

superficial
en en

éter éter

D6A 18,19 33,87 7,08 30,8 57,3 12,0 1:0,21
87,9 1:0,14D6AP 15,9 2,19 12,1

S5A 8,08 29,09 7,09 18,03 65,7 16,0 1:0,24
S5AP 25,98 0,35 98,7 1,3 1:0,01

1:0,37FIA 4,27 14,27 5,34 17,9 59,8 22,4
F1AP 18,29 0,36 98,1 1,9 1:0,02

Tabla 9.22. Composición superficial de las nanoesferas.

Según los valores obtenidos, se observa que la indometacina se
encuentra distribuida por la superficie de las nanoesferas, en un
porcentaje que oscila entre el 57,3 y 65, 7%. Esto confirma que la
indometacina se halla distribuida homogéneamente por la superficie
y el interior de las nanoesferas.
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9.12. Liofilización de las muestras

Como paso final en la formulación de las nanoesferas se procede a su
estabilización mediante el proceso de liofilización. Los lotes escogidos
para liofilizar han sido los que inicialmente presentaban (de cada
referencia) el tamaño medio de partícula más pequeño, es decir, los
lotes D6A-1, S5A-2 y F1A-2.
Las condiciones de liofilización se describen en el capítulo 3.5.
Tras la liofilización de las muestras se procede a su caracterización.
En la tabla 9.23 se muestran los valores de pH de los lotes antes y
después de liofilizar.

pH antes de liofilizar pH después de liofilizarEnsayo
D6A-1 4,94,8
S5A-2 4,7 4,8
F1A-2 4,6 4,5

Tabla 9.23. Valores de pH antes y después de liofilizar.

Como puede observarse, durante el proceso de liofilización el pH de
las muestras no se ve afectado.

En la tabla 9.24 y en la figura 9.57 se muestran los valores de tamaño
medio de partícula obtenidos en los lotes liofilizados tras ser
rehidratados con agua Milli-Q y se compara con los valores antes de
liofilizar (tabla 9.25 y figura 9.58). Los análisis se han realizado por
difracción láser y son valores promedio de tres medidas.
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S5A-2 F1A-2D6A-1

0,630 0,680 0,609Media (|am)
0,562 0,590 0,543Mediana (pm)
0,520 0,520 0,474Moda (pm)
0,256 0,302 0,237DS (nm)

Dio% 0,419 0,425 0,416
E>25% 0,471 0,485 0,464
D50% 0,562 0,590 0,543
D75% 0,703 0,770 0,668
D»i 0,907 1,047 0,850

Tabla 9.24. Caracterización morfométrica de los lotes en acetato de etilo

antes de liofilizar.

DMTarantial Numbar (Avaraga)
15 D6-1 AcOEl

S6-2 AcOEl
F1-2 AcOEl14
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Fig.9.57. Superposición de los tamaños promedio de los lotes D6A-1, S5A-2 y
F1A-2 antes de liofilizar.



311RESULTADOS

D6A-1
liofilizado

S5A-2
liofilizado

F1A-2
liofilizado

1,741 1,338 1,153Media ([-im)
1,0711,578 1,219Mediana (pm)

1,321 1,097 0,910Moda (pin)
1,778DS (pm) 1,624 1,651

1,051 0,788 0,607Dio»/,,
D2S% 1,237 0,944 0,775
D50% 1,578 1,219 1,071
D75% 2,179 1,683 1,567

3,309 2,545 2,383D90%
Tabla 9.25. Caracterización morfométrica de los lotes en acetato de etilo tras

la liofilización y posterior rehidratación con agua Milli-Q.

DlfT#r#ntial Num6#r <Av#r*fl#)
10 D6-1 aofjav

S5-2 llof.Sav
F1-2 «of.iav
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0.4 0.6 I 4 6 8 10 20 40 60 100 200 400 600 1000 2000
Partid# Diam#t#r (pm)

Fig.9.58. Superposición de los tamaños promedio de los lotes D6A-1, S5A-2 y
F1A-2 después de liofilizar.

Como puede observarse por los valores de tamaño de partícula
obtenidos, durante el proceso de liofilización se produce un
incremento de tamaño, que en la tabla 9.26 se muestra en valores
porcentuales.
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Tamaño medio
de partícula
antes de

liofilizar (|im)

Tamaño medio de

partícula de las
partículas

rehidratadas (pm)

Incremento de
tamaño (%)

176,35D6-1 AcOEt 0,630 ± 0,26 1,741 ± 1,62
S5-2 AcOEt 96,760,680 ± 0,30 1,338 ± 1,65
Fl-2 AcOEt 1,153 ± 1,78 89,330,609 ± 0,24

Tabla 9.26. Incremento en el tamaño medio de partícula tras la liofilización.

Este incremento en el tamaño medio de las nanoesferas se atribuye a
la formación de agregados, afirmación que se ha podido comprobar
con las imágenes obtenidas por SEM y AFM. Por otro lado, se ha
podido corroborar en la bibliografía que es un resultado habitual
después de la liofilización e incluso secado de las nanoesferas
(Quintanar-Guerrero y cois. 1998, Bozdag y cois. 2004, Choi y cois.
2004). Algunos autores afirman que este hecho
íntimamente relacionado con el porcentaje de PVA residual presente
en la cubierta de las nanoesferas. ( Alléman y cois. 1993, Lee y cois
1999, Konan y cois. 2002).

se encuentra

9.13. Osmolalidad de las formulaciones

Se procede al análisis de la osmolalidad de las formulaciones
liofilizadas, una vez rehidratadas en agua Milli-Q. Se calcula la
osmolalidad de las muestras liofilizadas con un osmómetro
Advanced

(Massachussets, USA). Los viales están cargados de 3 mL de solución
de muestra junto con 2 mL de solución de manitol (al 2% p/v), por lo
que la concentración teórica de indometacina es de 0,96 mg/mL, es
decir, de 2,88 mg/vial. A continuación se muestra un resumen de las
cantidades de vehículo que se requieren para conseguir obtener un
valor de osmolalidad cercano a 290 mOsm (tabla 9.27).

Micro-Osmometer Advanced Instruments3MO,



313RESULTADOS

Osmolalidad Osmolalidad
en 2 mL de

agua Milli-Q agua Milli-Q

Osmolalidad

en 1 mL de en 1,2 mL deLote

agua Milli-Q
D6A-1 210 mOsm
S5A-2 383 mOsm 311 mOsm
F1A-2 605 mOsm 297 mOsm

Tabla 9.27. Valores de osmolalidad de los distintos lotes de nanoesferas, una
vez reconstituidos en las cantidades de agua Milli-Q que se describen.

Se puede concluir que viales liofilizados con una concentración
teórica de 2,88 mg de indometacina por vial son isotónicos tras su
reconstitución con 1 ó 2 mL de agua Milli-Q como vehículo.
Se confirma así también la idoneidad del manitol como agente
crioprotector, puesto que las soluciones resultantes de la
reconstitución de los liofilizados son prácticamente isotónicas al
adicionar agua como único vehículo.
Este hecho también supone una gran ventaja, puesto que se consigue
mediante los parámetros ajustados durante la formulación una
composición de nanoesferas que no requiere que el vehículo
reconstituyente lleve excipientes adicionales al agua.
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DISCUSIÓN

El análisis estadístico del diseño factorial de la serie "D" pone de
manifiesto:

Ninguno de los factores estudiados (composición del polímero,
viscosidad del coadyuvante PVA ni porcentaje de coadyuvante)
influye significativamente sobre el parámetro tamaño de
partícula, en las condiciones experimentales realizadas, si bien
los valores de tamaño de partícula más pequeños se obtienen
utilizando el PLGA 50/50 y el PVA Airvol® 540 al 2%.
Todos los factores estudiados afectan significativamente la
eficacia de encapsulación, obteniéndose los valores de eficacia
de encapsulación más elevados cuando se utiliza PLGA 50/50 y
el PVA Airvol® 540 al 2%.

El tipo de polímero es el factor que más influye en el tiempo
medio de disolución.

Las distintas velocidades de liberación se atribuyen a los
distintos tamaños de partícula, es decir, para nanoesferas de
menor tamaño, más rápida es la velocidad de cesión de
principio activo. Pero además del tamaño de partícula,
probablemente el pequeño efecto burst inicial observado se deba
a otro factor, como es la presencia de "nanoporos" o poros de
tamaño nanométrico, que no son visibles ni aplicando la técnica
de microscopía electrónica de barrido. Esta afirmación coincide
con la teoría postulada por algunos autores, en su caso haciendo
referencia a micropartículas (Wang y cois. 2000a y 2000b).
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Se elige como mejor referencia de la serie “D" la número D6 porque
(coincidiendo con el estudio estadístico de la respuesta óptima para el
tamaño medio de partícula y EE), es la referencia que presenta un
menor tamaño medio de partícula, junto un alto porcentaje de
encapsulación de indometacina y rendimiento global de
encapsulación. Además, se consigue una lenta liberación de la
indometacina, sin efecto "burst". Esta referencia corresponde a la que

emplea como polímero al PLGA 50/50 y como coadyuvante PVA
Airvol 540 al 2%.

El análisis estadístico del diseño factorial de la serie "S" pone de
manifiesto que ninguno de los factores estudiados (viscosidad del
polímero, tipo de sal y pH de la fase acuosa) influye
significativamente sobre la respuesta del tamaño medio de partícula,
eficacia de encapsulación ni tiempo medio de disolución, en las
condiciones experimentales realizadas.
Se elige como mejor referencia de la serie "S" la número S5 por ser la
que presenta uno de los menores tamaños de partícula y máxima
eficacia de encapsulación. El rendimiento global del proceso de
encapsulación también es satisfactorio con un 73% y además presenta
el perfil de cesión de indometacina más lento, sin efecto "burst".

El análisis estadístico del diseño factorial de la serie "F" pone de
manifiesto:

Ninguno de los factores estudiados (método de encapsulación,
tipo de coadyuvante ni porcentaje del mismo) influye
significativamente sobre tamaño medio de partícula ni sobre la
viscosidad de la suspensión de nanoesferas (medida tras la
evaporación de la fase orgánica), en las condiciones
experimentales realizadas.
El método de encapsulación y el tipo de coadyuvante afectan
significativamente la eficacia de encapsulación.
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Se elige como mejor referencia de la serie "F" la número F1 por ser
una de las que presenta un tamaño medio de partícula más pequeño,
además del valor más alto de eficacia de encapsulación. También es la
referencia con la que se consigue un mayor rendimiento del proceso
global de encapsulación, además de unos tiempos medio de
liberación más lentos.

En ninguno de los 3 diseños factoriales estudiados (series D, S y F) no
se haya relación directa entre la viscosidad del medio y el tamaño
medio de las nanoesferas, en las condiciones experimentales
ensayadas.

De cada serie de diseños factoriales se eligen como mejores las
referencias D6, S5 y F1 por ser las que proporcionan eficacias de
encapsulación más altas, mayores rendimientos de proceso, tamaño
de partícula más pequeño y MDT prolongado, sin efecto burst.

Para solucionar el problema ambiental y de impacto en la salud
humana que provoca el uso de disolventes organoclorados en la
elaboración convencional de nanoesferas, se elige el acetato de etilo
como disolvente verde alternativo.

La sustitución de los disolventes originales por acetato de etilo
provoca la aparición de cristales aciculares en el medio de reacción.
Se consiguen aislar e identificar dichos cristales, que resultan ser
indometacina y se relaciona su aparición con la disminución en la
velocidad de encapsulación que ocasiona el empleo de acetato de
etilo. Al realizar la encapsulación en un reactor hermético con ayuda
de temperatura y vacío se reduce el tiempo de encapsulación de 10
horas a un mínimo de 2 horas, evitando así la formación de los
cristales y la consecuente necesidad de filtrar la muestra para
separarlos del medio.
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Optimizando las condiciones de reacción se evita la necesidad de
filtrar la muestra, lo que supone un aumento del rendimiento del
proceso y un ahorro de costes, además del ya comentado beneficio
medioambiental que todo ello conlleva.
El análisis comparativo de las EE, contenido en indometacina y
rendimiento del proceso de los lotes D6, S5 y F1 pone de manifiesto
que no hay diferencias significativas entre un mismo ensayo
sustituyendo el disolvente original por acetato de etilo, por lo que se
confirma la idoneidad del disolvente propuesto.

El análisis comparativo de los tamaños medio de partícula pone de
manifiesto que no hay diferencias significativas al efectuar el cambio
de disolvente, si bien se observa un ligero descenso de los tamaños
promedio de partícula en las referencias elaboradas con acetato de
etilo.

La presencia o ausencia de indometacina no supone una modificación
de los valores del potencial zeta en las nanoesferas preparadas con
acetato de etilo. La presencia de quitosano en la composición de las
nanoesferas de la serie F1 tampoco se traduce en cambios en los
valores de potencial zeta, probablemente debido a que está presente
en concentraciones muy bajas (la concentración teórica es del 0,03%).

Algunos autores relacionan el porcentaje de PVA empleado en la
fabricación de las nanoesferas con los valores de potencial Z (Maia y
cois. 2004). En el caso de las nanoesferas D6A, S5A y FIA elaboradas
con acetato de etilo los resultados que se obtienen son desiguales, en
función del tipo de disolvente empleado (tabla 10.1)

Potencial Z

(AcOEt)
Potz Z

(disolvente original)
Viscosidad (cps)

D6 (Airvol 2%) 20,0896 -22,08 -8,29
S5 (Mowiol 2%) 5,5589 -8,37 -12,12
F1 (Mowiol 1%) 4,6434 2,14 -12,77

Tabla 10.1. Valores de potencial Z y de viscosidad de las nanoesferas.

Los tipos y porcentajes de PVA se muestran en la figura 10.1 en
función de la viscosidad (ver detalles en el capítulo 8).
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Fig. 10.1. Relación entre los valores de potencial zeta y el tipo y la
concentración de PVA.

Los análisis de DSC de las referencias D6A, S5A y FIA preparadas en
acetato de etilo muestran que la indometacina pasa de un estado
cristalino a uno amorfo.
Los termogramas indican que la indometacina se haya dispersada en
las nanoesferas y también confirman que no existe incompatibilidad
entre los componentes de las nanoesferas.

Los análisis de RX de las muestras D6A, S5A y FIA preparadas con
acetato de etilo muestran un patrón amorfo de la indometacina, en
todos los casos.
Tras el análisis de los difractogramas se concluye que no se observan
diferencias estructurales en las distintas referencias de nanoesferas, ni
comparando los distintos métodos de encapsulación entre sí.
Los difractogramas muestran que la indometacina está presente en
las distintas referencias de nanoesferas en forma de dispersión sólida.
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Los análisis por FTIR de las referencias D6A, S5A y FIA preparadas
con acetato de etilo permiten identificar señales atribuibles a la
indometacina y al polímero PLGA.

A través de los espectros de aH-RMN se ha podido caracterizar con
detalle la composición química de los lotes de nanoesferas D6A, S5A
y FIA elaboradas con acetato de etilo, observándose las señales
atribuibles a indometacina y a PLGA.

Los resultados obtenidos en los espectros de RMN, junto con los
resultados de los análisis de las nanoesferas con DSC, RX e IR,
permiten obtener una valiosa información estructural de las
nanoesferas. Con los datos obtenidos con el DSC, IR y los RX se
confirma que se ha formado una entidad nueva, que es la nanoesfera,
puesto que se observan diferencias en el punto de fusión de la
indometacina, de transición vitrea en el PLGA (DSC) y en el estado
cristalino de la indometacina (RX). Con los espectros de IR se
identifica por primera vez en la composición de las nanoesferas una
banda de absorción correspondiente a la indometacina, entre todas
las bandas del PLGA. Sin embargo, no es hasta el análisis de los
espectros de RMN que se confirma con claridad la presencia de la
indometacina formando parte de las distintas series de nanoesferas.

Los ensayos de liberación in vi tro muestran que en las referencias
preparadas con acetato de etilo se libera un 10-25% más de
indometacina que en las elaboradas con los disolventes originales,
comparando los últimos tiempos de muestreo (tabla 10.2). Este hecho
se atribuye a que las nanoesferas preparadas con acetato de etilo
presentan una cubierta más porosa.
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FIA
Liberación

D6 S5 S5 A F1D6A
LiberaciónTiempo Liberación Liberación Liberación Liberación

(min) % % % % % %

0 00 o o o o

30 1,50 11,51 2,07 14,46 8,92 16,91
31,10 18,25 26,5460 7,65 28,28 7,62

13,04 41,38 14,76 39,90 26,37 33,35120

27,01 35,89240 21,32 53,98 16,71 50,13

55,87 22,07 49,42 27,20 35,32360 22,25

28,23 33,83480 23,46 58,54 21,28 46,97
54,74 45,97 30,99 35,051440 29,80 21,41

31,01 34,901800 27,59 51,94 20,00 44,24

25,79 52,02 19,38 43,79 29,77 40,742880

Tabla 10.2. Porcentajes de liberación de las referencias elaboradas con los
disolventes originales, con respecto a las elaboradas en acetato de etilo.

Los perfiles de liberación in vi tro de las referencias D6A, S5A y FIA
preparadas con acetato de etilo se ajustan a los modelos de primer
orden, Hixson y Crowell e Higuchi y se comprueba que en todos los
casos se obtienen unos valores más bajos de AIC y SBC (criterios que
valoran la bondad de los ajustes, basados en la máxima probabilidad)
en los ajustes al modelo de primer orden. Los coeficientes de
correlación entre los valores observados y los predichos (r2) también
corroboran la bondad de los ajustados (tabla 10.3).

Primer
orden

Hixson y
Crowell Higuchi

AIC 32,34 35,02 41,70
D6A SBC 32,23 34,91 41,65

r2 0,9903 0,9875 0,9543
AIC 30,70 41,33 46,05

S5A SBC 30,60 41,22 46,00
r2 0,9890 0,9515 0,8972
AIC 23,42 42,32 44,74

FIA SBC 23,31 42,21 44,69
r2 0,9904 0,8984 0,8396

Tabla 10.3. Valores de AIC y SBC de los ajustes de los perfiles de liberación
de las nanoesferas a los modelos de primer orden, Hixson y Crowell e
Higuchi.
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Por lo tanto, se puede proponer la ecuación que describe los perfiles
de liberación de las distintas series de nanoesferas:

Nanoesferas D6A:

% liberado = 100 (1- e-0,0103t)
r2 = 0,9903

Nanoesferas S5A

% liberado = 100 (1- e-0,0166t)
r2 = 0,9890

Nanoesferas FIA

% liberado = 100 (1- e-0,0275t)
r2 = 0,9904

Los análisis de las nanoesferas por AFM muestran un tamaño de
partícula muy por debajo de los valores obtenidos con técnicas como
la microscopía óptica y la difracción láser, siendo posible discriminar
entre partículas aisladas y agregados. Se confirma la idoneidad de la
aplicación de la técnica de AFM en la obtención de medidas fiables
del tamaño de nanoesferas.

La aplicación de la técnica de XPS en la caracterización y
cuantificación de los componentes en la superficie de las nanoesferas
pone de manifiesto que la indometacina se distribuye
homogéneamente entre el interior y la superficie de las mismas.
Se observa que en las nanoesferas con indometacina, las referencias
que presentan mayor porcentaje residual de PVA en superficie
corresponden a las que tienen un mayor tamaño de partícula según la
técnica de difracción láser, pero menor tamaño según la técnica de
AFM (tabla 10.4).
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Tamaño (nm) ± DS
Coulter

Tamaño (nm) ± DS
AFM

Referencia % PVA residual
medido por XPS

38,615 ± 16,97D6A 12,0% 614 ± 33

S5A 15,0% 704 ±22 36,18 ± 9,51
FIA 14,58 ± 2,9322,4% 729 ± 49

Tabla 10.4. Relación entre el porcentaje de PVA residual y el tamaño medio
de las nanoesferas.

La explicación en la discrepancia de tamaños se haya en la presencia
de agregados, que con la técnica de difracción láser no es posible
diferenciar. Esta afirmación se corrobora tras la observación de las

micrografías de SEM y las imágenes de AFM, que evidencian la
presencia de aglomerados de nanoesferas. Por lo tanto, se puede
concluir que a más cantidad de PVA, más pequeñas son las
nanoesferas resultantes. Este hecho se puede explicar porque en el
método de elaboración verde no hay acetona que produzca las
turbulencias del efecto Marangoni y en este caso, cantidades
crecientes de PVA provocan una estabilización de las gotas de la
emulsión, evitando su coalescencia, lo que se traduce en un tamaño
final de nanoesfera más pequeño.
Es de destacar que se ha conseguido cuantificar el porcentaje residual
de PVA en las nanoesferas por un método alternativo al convencional
y de forma precisa y mucho más fácil.

Se elige como método de secado de las nanoesferas la liofilización.
Se ha puesto a punto un método de liofilización satisfactorio para
todo tipo de nanoesferas.
Se ha constatado la necesidad de incorporar un agente crioprotector
para favorecer la reconstitución de las muestras liofilizadas.
En el estudio de la escala de agregación y resuspensión de los
distintos liofilizados se observan diferencias en función del

crioprotector ensayado. En los liofilizados donde se emplea el
manitol como agente crioprotector no se observa formación de
agregados y es posible la reconstitución de los mismos mediante
agitación manual.
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Se observa que tras la liofilización de las nanoesferas preparadas con
acetato de etilo, el pH del medio no varía. En cambio, se detecta un
aumento del tamaño medio de partícula, que se atribuye a la
formación de agregados. Esta observación coincide con datos
publicados en la bibliografía y se explica por la presencia residual de
PVA en la cubierta de las nanoesferas.

Los viales liofilizados con una concentración teórica de 2,88 mg de
indometacina por vial son isotónicos tras su reconstitución con 1 ó 2
mL (dependiendo de la referencia) de agua Milli-Q como único
vehículo.

Se confirma la idoneidad del manitol como agente crioprotector,
puesto que las soluciones resultantes de la reconstitución de los
liofilizados son prácticamente isotónicas al adicionar agua como
único vehículo.

Se puede concluir que con el riguroso estudio de los parámetros de
proceso se ha conseguido una composición de nanoesferas que no
requiere que el vehículo reconstituyente lleve excipientes adicionales
al agua para obtener una formulación para inyección segura.
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CONCLUSIONES1.Los métodos de elaboración de nanoesferas desarrollados y
optimizados mediante diseño factorial de experimentos han
demostrado ser métodos eficaces, reproducibles, industrialmente
escalables y rentables.2.Se ha demostrado la viabilidad de las técnicas de elaboración de
nanoesferas de indometacina con los métodos de emulsificación

espontánea-difusión de disolvente (SESDM) y de salificación,
aplicando un proceso de fabricación de química verde, es decir, sin
impacto negativo sobre la salud humana ni el medioambiente.3.Los métodos de elaboración de nanoesferas desarrollados

permiten una encapsulación eficaz de la indometacina (eficacias
de encapsulación superiores al 90%) y rendimientos de proceso
superiores al 80%.4.Los resultados de los ensayos de liberación in vitro permiten
concluir que las nanoesferas presentan unos perfiles de liberación
prolongada durante más de ocho horas y responden a la ecuación
de primer orden.5.Las nanoesferas elaboradas con acetato de etilo liberan entre un

10 y un 25% más de indometacina que las elaboradas con los
disolventes originales diclorometano y/o acetona.
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de nanoesferas) se halla relación directa entre la viscosidad del
medio y el tamaño de las nanoesferas. Queda por lo tanto
demostrado que, en las condiciones experimentales ensayadas, la
viscosidad del medio no influye en el tamaño de las nanoesferas.7.Puede concluirse que el acetato de etilo es una buena alternativa
al uso de disolventes organoclorados y que es de óptima
aplicación como disolvente único en los dos métodos de
elaboración de nanoesferas.8.El empleo de acetato de etilo supone una ventaja económica
puesto que el tratamiento de los residuos generados por
disolventes oxigenados es inferior al de los disolventes
organoclorados.9.Se ha demostrado la aplicabilidad de técnicas instrumentales de
alta resolución, ampliamente difundidas en el campo de la
caracterización de materiales, y de novedosa aplicación en la
caracterización de nanoesferas de uso farmacéutico.10.El análisis de las nanoesferas con las técnicas de DSC, IR, RMN,
RX y XPS confirman que se ha formado una entidad nueva, que es
la nanoesfera, puesto que se observan claras diferencias con los
resultados de los análisis de los productos de partida.11.La caracterización de las muestras pone de manifiesto que la
indometacina está formando parte de la estructura matricial de
las nanoesferas en estado amorfo y en forma de dispersión sólida.12.Se confirma la idoneidad de la aplicación de la técnica de AFM en
la medición de los tamaños de partícula, puesto que permite
discriminar partículas individuales de los agregados.



327CONCLUSIONES13.Por primera vez en el campo de la microencapsulación y
nanoencapsulación se ha desarrollado un método de valoración
de la cantidad de PVA residual en las nanoesferas mediante la
técnica de XPS. Este método se presenta como una alternativa
muy práctica y eficaz al convencional método de valoración.14.Las nanoesferas de indometacina desarrolladas permiten la
formulación de un inyectable liofilizado de preparación
extemporánea, reconstituyéndose con agua p.i. como vehículo
único.15.La formulación desarrollada del inyectable es adecuada para su
correcta administración, presentando unas características idóneas
de pH e isotonicidad.
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