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Soy de las que piensan que la ciencia tiene una 

gran belleza. 

Un científico en su laboratorio no es solo un 

técnico: es también un niño colocado ante 

fenómenos naturales que le impresionan como un 

cuento de hadas. 

–Marie Curie 
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NLC Acarreadores lipídicos nanoestructurados 

NLC-CH  Acarreadores lipídicos nanoestructurados                             

recubiertos con chitosán 

nm Nanómetros 

NNI national nanotechnology initative, Iniciativa 

Nanotecnológica Nacional por sus siglas 

en inglés  

OMS Organización mundial de la salud 

OVA Ovoalbúmina 

Pa Pascales 

PEF Flujo espiratorio máximo 

RADS  Síndrome de disfunción reactiva de la vía    

aérea 

rpm Revoluciones por minuto 

r2 Coeficiente de determinación 

SLN Nanopartículas lipídica sólida 

TXB2 Tromboxano B2 

6-HF 6-Hidroxiflavona 

 

 

 



 
 

RESUMEN 

El asma es una enfermedad de las vías respiratorias, en la cual se presentan 

diversos síntomas. Las vías respiratorias se encuentran recubiertas por una capa 

de mucosa que, al presentar dicha enfermedad, existe un incremento del mucus. La 

6-hidroxiflavona es una molécula con potencial efecto antiasmático y 

broncodilatador, donde, según estudios de toxicidad, existe una dosis adecuada 

para generar el efecto sin producir daño en el organismo. El desarrollo de 

acarreadores lipídicos nanoestructurados ha tenido un gran impacto en la mejora 

de las nanopartículas lipídicas; los acarreadores lipídicos recubiertos de un polímero 

mucoadhesivo han tenido un gran potencial en el desarrollo de tratamientos para la 

vía pulmonar. 

El objetivo de este proyecto fue obtener y caracterizar un polvo seco para inhalación 

formulado con NLC cargados con 6-HF, así como evaluar su eficacia in vitro y ex 

vivo. 

En el desarrollo de los acarreadores lipídicos nanoestructurados se empleó el 

método de emulsión evaporación de disolvente, donde se utilizó como lípido líquido 

el miristato de isopropilo y lípido sólido por su nombre comercial “lipocire”. Se 

probaron distintas proporciones de molécula lípido (X1= 1:1 y 2:1), así como distintas 

proporciones de lípidos (X2=5:50 y 5:500) y una velocidad de agitación(X3) variando 

desde 6000 hasta 15000 rpm. Con un mezclador Ultraturrax® se agitaron ambas 

fases, agregando por goteo la fase oleosa durante 10 minutos. La suspensión 

obtenida se vertió en un matraz bola, para poder evaporar el disolvente empleando 

el equipo Rotaevaporador IKA®, en donde se mantuvo a condiciones constantes 

(30 °C durante 25 min). Las partículas sin disolvente fueron utilizadas para la 

cuantificación de la molécula por el método de difusión por membrana de diálisis. 

En este estudio, se tomó el lote de nanoparticulas y se colocó una bolsa de diálisis 

previamente lavada con agua destilada (24 horas a 25 °C). La bolsa fue colocada 

en 250 mL de H2O destilada en un vaso de precipitado y se colocó en agitación 

magnética durante 4 horas. Posteriormente, a la suspensión se le agregó una 

solución de crioprotector (D-manitol) al 1% y se colocó en frascos ambar para poder 



 

 
 

ser liofilizado a una presión de 5 Pa y una temperatura de -80°C durante 24 horas. 

Las partículas optimizadas se caracterizaron por tamaño promedio (Y1) y eficiencia 

de encapsulación (Y2), además de estudios por DRX, DSC, FTIR para evaluar el 

estado sólido y sus interacciones. Los perfiles de liberación se realizaron a dos pH 

distintos (5.5 y 7.4) a 37°C, durante 72 h, cada uno con su respectivo modelado 

matemático. La mucoadhesión se determinó mediante la técnica de interacción por 

mucinas, empleando dos concentraciones distintas (1 y 2%) durante 4 horas a 37 

°C. También se llevaron a cabo las pruebas reológicas de los polvos y las pruebas 

de aerolización empleando la técnica de cascada de Andersen, en donde, se obtuvo 

la MMAD y el GSD de DPI. Finalmente, se realizó la evaluación ex vivo de las 

partículas en un modelo de tráquea de rata. 

En los resultados que se obtuvieron, se encontraron tamaños de partículas desde 

523 hasta 1038 nm. Utilizando MSR se optimizaron los niveles de los factores de 

estudio para obtener NLC de tamaño mayor a 500 nm y con la mayor eficiencia de 

encapsulación posible, de las cuales se obtuvieron nanopartículas de 621.13 ±10.91 

nm con una eficiencia del 82.88 ± 1.69%. En la caracterización del estado sólido por 

FTIR no hay formación de nuevos enlaces. En la técnica de DRX se evidenció que 

el estado de los NLC es cristalino y que la molécula disminuye su cristalinidad. Por 

último, en la evaluación ex vivo se obtuvo un 30% de efecto traqueo relajante en los 

primeros 30 minutos de los acarreadores lipídicos nanoestructurados, de los 

recubiertos con polímero bioadhesivo y la mezcla con lactosa. 

Los acarreadores lipídicos nanoestructurados obtenidos, fueron adecuados para 

una formulación de polvo seco, con una MMAD para ser depositada en tráquea. 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

ABSTRACT 

Asthma is a disease of the respiratory tract, in which various symptoms are present. 

The respiratory tract is covered by a mucous layer and, when this disease occurs, 

there is an increase in mucus. The 6-hydroxyflavone is a molecule with potential 

antiasthmatic and bronchodilator effect, where, according to toxicity studies, there is 

an adequate dose to generate the effect without producing damage in the organism. 

The development of nanostructured lipid carriers has had a great impact on the 

improvement of lipid nanoparticles; lipid carriers coated with a mucoadhesive 

polymer have had great potential in the development of treatments for the pulmonary 

tract. 

The objective of this project was to obtain and characterize a dry powder for 

inhalation formulated with 6-HF-loaded NLC, as well as to evaluate their efficacy in 

vitro and ex vivo. 

In the development of the nanostructured lipid carriers, the solvent evaporation 

emulsion method was used, where isopropyl myristate was used as liquid lipid and 

solid lipid by its commercial name "lipocire". Different lipid molecule ratios (X1= 1:1 

and 2:1), as well as different lipid ratios (X2=5:50 and 5:500) and agitation speed 

(X3) varying from 6000 to 15000 rpm were tested. With an Ultraturrax® mixer, both 

phases were agitated, adding the oily phase by dripping for 10 minutes. The 

suspension obtained was poured into a ball flask, in order to evaporate the solvent 

using the IKA® Rotaevaporator equipment, where it was kept at constant conditions 

(30 °C for 25 min). The particles without solvent were used for quantification of the 

molecule by the dialysis membrane diffusion method. In this study, the batch of 

nanoparticles was taken and placed in a dialysis bag previously washed with distilled 

water (24 h at 25 °C). The bag was placed in 250 mL of distilled H2O in a beaker and 

placed under magnetic stirring for 4 hours. Subsequently, 1% cryoprotectant solution 

(D-mannitol) was added to the suspension and placed in amber vials so that it could 



 

 
 

be lyophilized at a pressure of 5 Pa and a temperature of -80 °C for 24 hours. The 

optimized particles were characterized for average size (Y1) and encapsulation 

efficiency (Y2), in addition to XRD, DSC, FTIR studies to evaluate the solid state and 

their interactions. Release profiles were performed at two different pH (5.5 and 7.4) 

at 37°C, for 72 h, each with their respective mathematical modeling. Mucoadhesion 

was determined by the mucin interaction technique, using two different 

concentrations (1 and 2%) for 4 h at 37°C. Rheological tests of the powders and 

aerolization tests were also carried out using the Andersen cascade technique, 

where the MMAD and GSD of DPI were obtained. Finally, the ex vivo evaluation of 

the particles was performed in a rat trachea model. 

In the results obtained, particle sizes from 523 to 1038 nm were found. Using MSR, 

the levels of the study factors were optimized to obtain NLC larger than 500 nm and 

with the highest possible encapsulation efficiency, from which nanoparticles of 

621.13 ±10.91 nm were obtained with an efficiency of 82.88 ± 1.69%. In the solid 

state characterization by FTIR there is no formation of new bonds. In the XRD 

technique it was evidenced that the NLC state is crystalline and that the molecule 

decreases its crystallinity. Finally, in the ex vivo evaluation it was obtained a 30% of 

relaxing tracheal effect in the first 30 minutes of the nanostructured lipid carriers, 

those coated with bioadhesive polymer and the mixture with lactose. 

The nanostructured lipid carriers obtained were suitable for a dry powder 

formulation, with an MMAD to be deposited in trachea.





 

 
 

 

1. INTRODUCCIÓN 

Existen diferentes vías de administración para los medicamentos, entre ellas, la vía 

pulmonar. En esta vía podemos encontrar diversas ventajas en comparación con 

vías más convencionales, como la oral, como es la gran superficie de absorción 

disponible en los sacos alveolares, debido a la alta vascularización, la baja actividad 

enzimática, la rápida absorción del fármaco y la capacidad de superar el 

metabolismo de primer paso. Esta vía sería recomendada para tratar las afecciones 

pulmonares, sin embargo, muchas de estas afecciones son tratadas por 

administración de medicamentos a través de la vía oral, lo que limita la 

biodisponibilidad y eficacia. Ya se conoce y se tiene experiencia para tratar los 

trastornos respiratorios de forma local, y recientemente se ha buscado atender 

algunas enfermedades sistémicas administrando medicamentos por vía pulmonar, 

como la insulina, hormonas de crecimiento humano y oxitocina. Sin embargo, la 

eficacia en la administración pulmonar de fármacos está condicionada a las 

propiedades fisicoquímicas del fármaco y a las tecnológicas de los sistemas que 

son administrados, principalmente forma y tamaño de las partículas.  

El asma es una de las afecciones que primordialmente se tratan de forma local, 

sobre las vías respiratorias medias y altas. Es una condición crónica de los 

pulmones que afecta a cerca de 339 millones de personas y el tratamiento más 

común es basado en broncodilatadores y antiinflamatorios administrados por la vía 

pulmonar, como corticoesteroides inhalados, modificadores de leucotrienos, 

agonistas beta de acción prolongada e inhaladores de combinación. Sin embargo, 

el uso de estos dispositivos y fármacos no han tenido un mayor impacto dado que 

no es depositado por completo en los pulmones, al igual que la biodisponibilidad de 

los fármacos empleados no es del 100%. 

La 6-hidroxiflavona ha sido estudiada y se han encontrados diversos efectos a nivel 

respiratorio, donde, su toxicidad es muy baja y este podría tener un excelente uso 

antiasmático. 



 
 

Por su parte, la tecnología farmacéutica como responsable del desarrollo de 

formulaciones para los fármacos y procesos de manufactura, ha integrado en sus 

estrategias tecnológicas la mejora de las propiedades de los fármacos, tanto 

fisicoquímicas (como la baja solubilidad) como tecnológicas (como la fluidez o 

aerolización). Lo anterior mediante la ingeniería de partículas y el uso de tecnologías 

emergentes como la nanotecnología, la cual ha propuesto y creado sistemas 

novedosos de alto impacto debido a las nuevas propiedades que adquieren los 

materiales en la escala nano, conocidos como nanoacarreadores farmacéuticos, 

entre ellos las nanopartículas lipídicas. Una nueva generación de nanopartículas 

lipídicas conocidas como acarreadores lipídicos nanoestructurados (NLC) poseen 

ventajas como una capacidad ilimitada de carga de fármacos, control en la 

liberación, estabilidad en el estado sólido y durante el almacenamiento.  

Por otro lado, diferentes trabajos han reportado la ventaja de emplear polímeros 

biodegradables y mucoadhesivos para aumentar el tiempo de residencia en la zona 

de aplicación, estas características favorecen la vía pulmonar, ya que se conoce 

que los pulmones cuentan con una capa de mucus en el tracto respiratorio. El 

chitosán es un polímero catiónico que presenta buenas propiedades de 

biodegradación y bioadhesión que son favorables para su aplicación en el desarrollo 

de los sistemas de liberación. 

En este proyecto se elaboraron NLC, libres y recubiertos con chitosán (NLC-CH) 

cargados con 6-hidroxiflavona (6-HF), esta ha reportado actividad traqueorrelajante 

y antiasmática en un modelo animal de asma alérgica. En este sentido, se diseñaron 

NLC por el método de emulsión simple mediante evaporación de disolvente. 

Obteniendo la optimización de sus características físicas y su formulación en  polvos 

secos para inhalación para finalizar con la evaluación en un modelo  in vitro y ex 

vivo de tráquea aislada de rata para corroborar su eficacia.



 

 
 

2. ANTECEDENTES Y MARCO TEÓRICO 

2.1 Asma, un problema de salud 

El asma es una enfermedad no transmisible de importancia mundial con importantes 

consecuencias para la salud pública tanto de niños como de adultos, incluida una 

alta morbilidad y mortalidad en casos graves. En ella el revestimiento de los 

bronquios se inflama y llena de moco (figura 1), lo que hace que las vías 

respiratorias se estrechen y disminuya el flujo de aire que entra y sale de los 

pulmones, dificultando la respiración. Lo anterior lleva como consecuencia una 

limitación en la actividad física, insomnio, fatiga, niveles reducidos de actividad y 

ausencia escolar y laboral, así como ataques continuos que, de no cuidarse, podrían 

empeorar la salud y la calidad de vida del paciente (Soren-Pedersen, 2018; WHO, 

2017). 

 

Figura 1. Cambios en las vías aéreas en pacientes asmáticos (Soren-Pedersen, 2018) 

 

La OMS estima que 300 millones de personas padecen asma en el mundo, y es 

probable que para el año 2025 otros 100 millones puedan verse afectados. La 

incidencia y la prevalencia del asma son más altas en los niños y además es una 

población con pocas formas farmacéuticas disponibles, mientras que la morbilidad 

y la mortalidad es más alta en los adultos. El asma infantil es más común en los 

niños de 3 a 12 años, y en los adultos es más frecuente en las mujeres, justamente 

alrededor de la pubertad, lo que sugiere que las hormonas sexuales pueden 



 
 

desempeñar un papel en la etiología del asma (WHO, 2017; Mancilla-Hernández, 

2015). La epidemia mundial de asma que se ha observado tanto en niños como en 

adultos aún continúa, especialmente en países de ingresos bajos a medianos, 

aunque ha disminuido en algunos países desarrollados. En México hay 

fluctuaciones en la prevalencia de asma, siendo las áreas tropicales las que 

presentan hasta un 33% de los casos; en el año 2019 se reportaron 22 458 casos 

de asma, teniendo un mayor índice la población femenina con 12 523 casos 

(Mancilla-Hernández, 2015; Secretaria de salud, 2019).   

Para iniciar el manejo del paciente con asma se inicia con un tratamiento no 

farmacológico que consiste en modificar el estilo de vida del paciente evitando 

ciertas sustancias o factores que podrían irritar las vías aéreas incrementando las 

exacerbaciones de sus síntomas (COMAAIPE, 2017). 

 El diagnóstico se basa en la observación de signos objetivos de obstrucción 

bronquial, básicamente por medio de la exploración física (signos de dificultad 

respiratoria, sibilancias, espiración prolongada e hipoventilación). Esto lo llevan a 

cabo mediante la técnica de espirometría forzada con prueba broncodilatadora; esta 

prueba consiste en medir la cantidad y la velocidad de salida del aire durante la 

espiración y uno de los parámetros que se utiliza para cuantificar la obstrucción de 

las vías aéreas es el volumen de aire exhalado en el primer segundo (FEV1) 

(COMAAIPE, 2017). 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

2.1.1 Clasificación del asma 

a) Asma ocupacional 

El asma ocupacional se divide en dos: 

Tabla 1. Clasificación del asma ocupacional (Global Initiative for Asthma,2019) 

Asma ocupacional 

Inmunológica No inmunológica 

 Inducida por la sensibilización a 

agentes específicos en el 

medio de trabajo. 

 Los agentes causales pueden 

ser de alto peso molecular o de 

bajo peso molecular.  

 Los agentes de alto PM son 

proteínas o glucopéptidos de > 

10kDa (inducen la producción 

de IgE específica, resultando 

en una respuesta alérgica 

típica). 

 Es causada por irritantes. 

 El síndrome de disfunción 

reactiva de la vía aérea (RADS) 

es la forma más representativa.  

 El asma inducida por irritantes 

incluye casos de asma que se 

presentan después de una o 

más exposiciones a altos niveles 

de irritantes. 

 

b) Clasificación del asma por fenotipos  

Con el avance en los últimos años de las bases moleculares del asma, se conoce 

que existen varios mecanismos inmunológicos (endotipos) que pueden llevar a la 

inflamación bronquial y los síntomas clínicos (fenotipos). De tal forma, ya existen 

varios tratamientos específicos dirigidos a las alteraciones inmunológicas. 

Dado que se trata de tratamientos biológicos, su costo es muy elevado y solo son 

costo-efectivos para pacientes con asma grave, cuyo tratamiento está en manos de 

especialistas. 

Para un manejo biológico adecuado, la clasificación por endotipos es indispensable, 

sin embargo, para el manejo del paciente en los niveles 1 y 2 la clasificación por 



 
 

endotipos no influye en el manejo, aunque es útil diferenciar algunos fenotipos, por 

ejemplo, asma alérgica o no alérgica (tabla 2). 

 

Tabla 2. Clasificación del asma por fenotipos (Global Initiative for Asthma,2019) 

Clasificación de asma por fenotipos 

Asma alérgica Asma no alérgica 

Inicio temprano, Antecedentes 

patológicos del paciente (APP) y 

Antecedentes heredo familiares 

(AHF) positivos para atopia 

Algunos adultos con asma eosinofílica, 

neutrofílica o pauci-granulocítica 

Asma de inicio tardío 
Asma con limitación fija al flujo de 

aire 

Adulto, mujer 
No-reversibilidad, después de años de 

asma 

Asma con obesidad 

síntomas muy aparentes, pero no eosinofilia 

 

c) Clasificación clásica del asma 

Por otro lado, existe la clasificación clásica de dicha enfermedad, donde según la 

Global Initiative for Asthma se divide en tres principalmente: asma leve, moderado 

y grave (Global Initiative for Asthma,2019). 

Cuando se presenta la leve o moderada y hay crisis, el paciente habla con frases, 

prefiere estar sentado a acostado, no está agitado, su frecuencia respiratoria va 

aumentando, tiene una frecuencia de pulso de 100-120 lpm, tiene saturación de O2 

del 90-95% y la PEF> 50% del valor teórico o del mejor valor. Sin embargo, en la 

grave el paciente habla con palabras sueltas, se sienta encorvado hacia adelante y 

agitado. Tienen una frecuencia respiratoria > 30/min, su frecuencia de pulso> 120 

lpm, tiene una saturación de O2 <90% y una PEF <50% del valor teórico o del mejor 

valor. 



 

 
 

Se ha comprobado que en el 50% de los pacientes entre 14 a 45 años tienen ritmos 

cardíacos entre 90 y 120 golpes por minuto; solamente 10% a 12% exceden este 

valor. La frecuencia respiratoria se encuentra entre 20 y 30 respiraciones por minuto 

en más del 50% de pacientes y más de 30 respiraciones por minuto en menos del 

20%. La cianosis, las respiraciones de jadeo, y un pecho silencioso en un asmático 

indican enfermedad grave.  

 

2.1.2 Tratamientos actuales, ventajas y desventajas 

Para el tratamiento farmacológico los más utilizados durante una crisis se dividen 

en broncodilatadores de acción rápida y medicamentos antiinflamatorios y se ajusta 

la vía de administración según la velocidad y la potencia del efecto necesario en 

cada paciente (INER, 2017). 

Los broncodilatadores se dividen en de acción corta y acción prolongada.  

Los broncodilatadores de acción corta se usan como un "alivio rápido" o mejor 

conocidos como "inhaladores de rescate", la acción de los broncodilatadores 

inhalados comienza unos minutos después de inhalarlos y dura de 2 a 4 horas y 

también son utilizados antes del ejercicio para prevenir el asma inducida por el 

ejercicio, algunos de ellos en el mercado son: albuterol (AccuNeb, Proair HFA, 

Proventil HFA, salbutamol (Ventolin HFA), también disponible como solución 

genérica para nebulizadores),metaproterenol, disponible como solución genérica 

para nebulizadores, levalbuterol (Xopenex HFA), pirbuterol (Maxair) (WebMD,2019; 

Almadhoun et al, 2020). 

Los broncodilatadores de acción prolongada se pueden usar todos los días para 

controlar el asma, junto con un esteroide inhalado. Solo deben usarse con 

esteroides inhalados para el control a largo plazo de los síntomas del asma. Para 

tratar los síntomas del asma, existen tres tipos de broncodilatadores;  agonistas, 

anticolinérgicos y teofilina (figura 2); estos se pueden encontrar en distintas formas 

farmacéuticas como tabletas, soluciones y suspensiones, sin embargo, la más 

empleada es la inhalada. Algunos de ellos en el mercado son Advair, Dulera y 



 
 

Symbicort (una combinación de un broncodilatador beta-agonista beta de acción 

prolongada y un esteroide inhalado), salmeterol (Serevent), formoterol (Foradil) 

(WebMD,2019; Almadhoun et al, 2020; Perez-Padilla y Menezes, 2019) 

El mecanismo de acción de los broncodilatadores se inclina principalmente en la 

activación del receptor 2 y así lograr la relajación del musculo liso, sin embargo, el 

uso constante de estos reduce su eficacia debido a la baja regulación del receptor 

en las vías respiratorias. Los broncodilatadores de acción corta tienen una vida 

media de 3 a 6 horas, mientras que los broncodilatadores de acción más larga tienen 

una vida media de 18 a 24 horas (Almadhoun et al, 2020). 

Por otro lado, presentan diversos efectos adversos. Los más frecuentes incluyen 

temblores, nerviosismo, palpitaciones cardíacas repentinas y notables y calambres 

musculares. Los efectos más graves incluyen la constricción repentina de las vías 

respiratorias bronquiales, o broncoespasmo paradójico, hipocalemia y, en casos 

raros infarto de miocardio (WebMD, 2019; Almadhoun et al, 2020).  

Los inhibidores de leucotrieno son medicamentos que disminuyen la inflamación al 

prevenir la acción de los leucotrienos. Estos tipos de medicamentos no se usan para 

aliviar los síntomas agudos, pero se pueden usar para prevenir sus síntomas. 

Algunos ejemplos de inhibidores de leucotrieno que están disponibles incluyen: 

 Montelukast (Singulair) 

 Zafirlukast (Accolate) 

 Zileuton (Zyflo) 

 

 

 



 

 
 

Salmeterol 

 

Salbutamol 

 
 

Teofilina 

 
 

Fluticasona 

 
 

Montelukast 

 

Figura 2. Estructuras químicas de los fármacos más empleados en el tratamiento 

del asma 



 
 

2.1.3  Otras alternativas para la atención del asma 

Los medicamentos que se usan actualmente como terapias presentan desventajas, 

como el alto costo y los efectos secundarios, que comprometen el cumplimiento del 

tratamiento. Últimamente, la medicina tradicional ha informado el uso de productos 

naturales como tratamiento alternativo o complementario. A pesar del amplio 

progreso científico en el área de tecnología química y farmacéutica en la síntesis de 

nuevas moléculas, los medicamentos elaborados con productos naturales todavía 

contribuyen enormemente al descubrimiento y desarrollo de nuevos medicamentos. 

Los productos naturales han llamado la atención en las compañías farmacéuticas 

debido a su uso fácil y económico, lo que les permite realizar muchos estudios que 

evalúan sus actividades terapéuticas, su toxicidad y su seguridad. Estos productos 

naturales, vitaminas y otros suplementos utilizados como tratamientos auxiliares 

representan alrededor del 40% de las terapias convencionales; entre las 

enfermedades para las que se utilizan los productos naturales, se pueden destacar 

aquellas de carácter alérgico e inflamatorio (Ventola, 2010; Mainardi, 2010). 

En los últimos años, ha habido un mayor interés en el estudio de los flavonoides, 

que son metabolitos secundarios de compuestos polifenólicos de plantas, y se han 

reportado más de 6000 estructuras. Los flavonoides han exhibido actividades 

farmacológicas importantes, como antioxidantes, antialérgicos, antiinflamatorios, 

inmunomoduladores, antiasmáticos y agente relajante del músculo liso vascular, 

entre muchos otros (Flores-Flores et al, 2018). Se ha comprobado que algunas 

alternativas herbales empleadas en el asma proporcionan alivio sintomático y 

también ayudan a inhibir el desarrollo de la enfermedad. Por lo tanto, estas plantas 

tienen un papel multifacético en el manejo del asma, lo que sugiere diferentes sitios 

de acción dentro del cuerpo (Amaral-Machado, 2020). 

En la tabla 3 podemos observar algunas plantas medicinales previamente 

estudiadas en el cual se ha encontrado un potencial efecto antiinflamatorio, 

antiasmático y antialérgico. En donde se observa que en recientes estudios de la 

Barleria prionitis se ha encontrado con abundancia en sus hojas distintos tipos de 

flavonoides y flavonas. 



 

 
 

Tabla 3. Agentes antialérgicos, antiinflamatorios y antiasmáticos 

Nombre común 

de la planta 

Parte 

usada/extracto/fracción 

Constituyente químico 

principal 
Referencia 

Pavetta 

crassipes  
hoja/acuoso 

Flavonoides, taninos, 

antraquinonas. 

 Amos et al. 1998 

(50) 

Thymus vulgaris  etanol Flavanonas  
Meister et al. 1999 

(54) 

Asystasia 

gangetica 
hoja/metanol,acetato de etilo 

Isoflavona glucósido, 

dalhorinina 

 Akah et al. 2003 

(53) 

Pavetta 

crassipes  hojas/acuoso 

Flavonoides, taninos, 

antraquinona 

 Amos et al. 1998 

(50) 

Nelsonia 

canescens hoja/extracto de etanol Flavonoides 

Owoyele et al. 

2005 (52) 

Barleria prionitis Hojas y raíces 

Flavonas (6-

hydroxiflavona) 

Savithramma et al. 

2007 (51) 

 

2.2  Flavonoides y flavonas; uso en la medicina y en la farmacia 

Se sabe que cuando existe el padecimiento de alguna enfermedad crónica 

degenerativa la primera recomendación es el mantener una dieta saludable alta en 

frutas y verduras. Sin embargo, no se sabe que compuestos se encuentran en ellos 

y son responsables de los beneficios que nos brindan. Los compuestos 

potencialmente responsables de contribuciones significativas a estos resultados 

incluyen vitaminas, minerales, fibras solubles e insolubles y fitoquímicos como los 

carotenoides e índoles (Peris et al 1995).  Actualmente, la atención se ha enfocado 

en compuestos polifenólicos, particularmente los flavonoides. los compuestos 

potencialmente responsables de contribuciones significativas a tales resultados 

incluyen varias vitaminas y minerales, fibras solubles e insolubles y fitoquímicos 

como los carotenoides e indoles. La atención creciente se ha centrado 



 
 

recientemente en compuestos polifenólicos, particularmente los flavonoides (Peris 

et al, 1995; Ajay, 2003).   

Los flavonoides son sintetizados por diferentes tipos de plantas y están presentes a 

lo largo de nuestra dieta en frutas, verduras, nueces, semillas, hierbas, especias y 

granos integrales. Son sustancias sólidas cristalizadas o amorfas de color blanco o 

amarillento. Sus heterósidos son solubles en agua caliente, alcohol y disolventes 

orgánicos polares, siendo insolubles en los apolares. Sin embargo, cuando están 

en estado libre, son poco solubles en agua, pero son solubles en disolventes 

orgánicos más o menos oxigenados, dependiendo de su polaridad.  

Farmacológicamente, los flavonoides destacan por su baja toxicidad, presentando 

en general actividad sobre el sistema vascular como efecto protector de la pared 

vascular, también tienen efecto antioxidante, pueden inhibir la peroxidación lipídica, 

poseen efectos antimutagénicos y tienen la capacidad de inhibir diversas enzimas. 

Por otro lado, ejercen otros efectos como diuréticos, antiespasmódica, antiulcerosa 

y antiinflamatoria (Peris et al, 1995). 

Con base a la bibliografía se ha observado el efecto relajante traqueal y 

antiasmático de distintas flavonas. En estos estudios se comparó el efecto de la 6-

hidroxiflavona, 6-aminoflavona, 6-metoxiflavona, 6-cloroflavona,7-hidroxiflavona,3-

hidroxiflavona, crisina y quercetina; en los cuales se ha visto un efecto mayor en la 

6-hidroxiflavona (6-HF) (Flores-Flores et al, 2019; Flores-Flores et al, 2018). 

2.2.1.1 Fuentes de obtención y usos comunes 

La obtención de flavonas se basa principalmente en el uso de las plantas 

enriquecidas en dichos compuestos y la previa búsqueda de información para la 

extracción de estos. Una vez teniendo la planta, estas se someten al proceso de 

limpieza y secado a temperatura ambiente bajo sombra. Posteriormente se 

pulveriza y se extrae mediante maceraciones sucesivas con disolventes específicos 

(hexano, diclorometano, metanol, etanol, entre otros), por un tiempo determinado 

que puede ir desde 24 hasta 72 horas. La extracción de estos compuestos se puede 

realizar con metanol al 85 %, con posterior filtración. El filtrado se concentra y todo 

el metanol se remueve; la capa acuosa es sucesivamente compartimentada con 



 

 
 

una serie de disolventes orgánicos como: n-hexano, cloroformo y acetato de etilo. 

Después se lleva a cabo la preparación del extracto hidroalcohólico, para después 

ser eliminado el disolvente (Ajay, 2003). 

La ruta biosintética de la cual se derivan los flavonoides es del ácido shikímico, la 

cual es la responsable de la secuencia de carbonos que da origen al segundo anillo, 

mientras que la cadena lateral de la estructura de un flavonoide proviene de la ruta 

del acetato de malonato, la cual forma el primer anillo. Los usos más comunes de 

esta flavona son como antiinflamatorio, broncodilatador, tratamiento para 

osteoporosis, antihipertensivo y antiasmático (Flores-Flores, 2018; Chien-Hung, 

1996). 

  

2.2.2 La 6-hidroxiflavona como broncorrelajante 

La 6-HF es un derivado de un producto natural de tipo flavonoide (figura 3), la cual 

en estudios previos mostró una actividad antiasmática en un modelo de asma 

alérgica, disminuyendo de manera significativa el índice de broncoconstricción 

(CE50= 84.14 Mmol), además de que no presenta efectos de toxicidad a dosis de 

hasta 2000 mg/kg de peso en un modelo de toxicidad aguda. Se determinó el 

mecanismo de acción ex vivo, el cual sugiere que su efecto relajante puede ser 

mediado por un posible bloqueo de canales de calcio en el músculo liso de la 

tráquea y activación de segundos mensajeros (Flores-Flores, 2019). 

En estudios previos se observó que una dosis de 50 mg/kg en el modelo de cobayos 

por vía intragástrica no presentaban alteraciones significativas en perfiles de 

glucosa y lípidos en sangre ni en enzimas marcadoras de hígado indicando que el 

metabolismo y la función hepática no fueron alterados. Además, no se 

documentaron muertes ni síntomas de toxicidad durante los 28 días de tratamiento 

por vía oral con 6-HF. El estudio aportó pruebas sólidas en términos de la seguridad 

y la eficacia farmacológica del 6-HF como posible fármaco antiasmático y también 

demostró sus actividades no tóxicas a nivel fisiológico y celular (Flores-Flores, 

2019; Flores-Flores, 2018; Avila-Villareal, 2016). 



 
 

 

Figura 3. Estructura de la 6-HF (PubChem, 2020) 

 

2.2.2.1 Propiedades fisicoquímicas y biofarmacéuticas 

Esta molécula es un compuesto aromático, tiene un peso molecular de 238.2 g/mol, 

un log P de 3.17 y la biodisponibilidad de esta flavona no se conoce, pero Isaac y 

cols han demostrado que el promedio de las concentraciones pico de los flavonoides 

se da a las 1.75 horas después de haber sido administradas por vía oral (Jiménez 

et al, 2009). La 6-HF es prácticamente insoluble en agua, lo cual ha menguado su 

biodisponibilidad cuando se administra de forma oral (Ahedo-Arenas, 2019). 

 

2.3 Vía pulmonar para la administración de fármacos 

La vía pulmonar supone la administración de medicamentos a través de la nariz o 

la boca hacia los pulmones con la finalidad de generar el efecto a lo largo de este. 

Inicialmente esta vía fue implementada para tratar enfermedades respiratorias y 

actuar como efecto local. Además, la administración de medicamentos por esta vía 

ofrece grandes ventajas en el tratamiento de enfermedades respiratorias en 

comparación de las demás vías como evitar el metabolismo de primer paso, una 

alta absorción debido a la gran irrigación sanguínea y la posibilidad de generar 

efectos locales y sistémicos. A pesar de las grandes ventajas, esta vía suele 

presentar irritación de las mucosas del tracto respiratorio, perdida de dosis debido 

a que parte de esta puede ser deglutida, además que debido a su rápida absorción 

se pueden presentar efectos indeseables que no podrían ser revertidos (Joshi, 

2019). 



 

 
 

La administración de fármacos por vía inhalatoria o pulmonar, es la primera vía de 

elección para tratar las enfermedades respiratorias crónicas, como son el asma y la 

enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC). Esto es debido a sus ventajas 

comparando con la convencional, ya que ofrece una actuación directa sobre la vía 

aérea y consigue un efecto rápido sin la necesidad de usar grandes dosis, además 

de disminuir los efectos secundarios (Patil, 2010). Además, a diferencia del 

suministro oral, donde un fármaco puede ser fuertemente metabolizado y alterado 

por las enzimas del intestino y el hígado, los pulmones tienen solo una pequeña 

fracción de la actividad del metabolismo del fármaco y del transportador de flujo de 

salida del intestino y el hígado. Por lo tanto, las moléculas pequeñas se pueden 

administrar de manera adecuada y eficiente en el cuerpo a través de los pulmones 

sin la producción de una compleja serie de metabolitos (Joshi, 2006). 

 

La vía de administración pulmonar de medicamentos se ha convertido de gran 

interés científico y biomédico en el área de la investigación médica, esto es debido 

a que el pulmón es capaz de absorber productos farmacéuticos para poder 

favorecer el efecto local y sistémico (Patton, 2004). 

2.3.1 Sistema respiratorio: anatomía y fisiología de los pulmones 

Las superficies epiteliales de los pulmones están en contacto directo con el medio 

ambiente y están sujetas a fuerzas físicas a medida que los tubos de las vías 

respiratorias y los alvéolos se estiran y comprimen durante la ventilación (figura 4). 

Se ha prestado cada vez más atención al potencial de la vía pulmonar como 

administración no invasiva para la administración sistémica y local de agentes 

terapéuticos, debido a la alta permeabilidad y la gran área de superficie de absorción 

de los pulmones (aproximadamente 70-140 m2 en humanos adultos con membrana 

mucosa) y buen suministro de sangre (Hogan, 2014). 

El material que no llega a los pulmones se deposita en el dispositivo o en la 

orofaringe del paciente. La barrera más importante para la absorción de fármacos 

inhalados es el epitelio del pulmón (Patton, 1996). 

 



 
 

 

Figura 4. Anatomía del sistema respiratorio (toda materia) 

 

2.3.2 El mucus como barrera de protección 

Las superficies de los conductos de las vías respiratorias, así como los 

gastrointestinales y reproductivos, están en contacto con agentes extraños como 

microbios o partículas que deben ser eliminadas, cerca de 100 mil millones de 

partículas entre agentes patógenos y químicos se encuentran suspendidos en el 

aire, donde se ha reportado que más de 12 mil litros de aire son inhalados al día, 

siendo el tracto respiratorio responsable de dicho proceso. Con la finalidad de 

mantener un pulmón sano, dichas vías se encuentran protegidas por un gel 

extracelular, conocido como la barrera mucosa. Esta forma una capa discontinua y 

es de suma importancia mantenerla, debido a la función protectora epitelial, ya que 

es considerada la primera línea de defensa innata, evitando así la invasión y el daño 

del tejido subyacente (Turner et al, 2007).  



 

 
 

El mucus es una secreción proteica, lipídica con contenido de iones y agua, donde 

las glicoproteínas ligadas a las mucinas son aquellas sustancias orgánicas 

principales componentes del mismo, donde más del 95% de su composición es 

agua y el restante conteniendo lípidos, sales inorgánicas y mucinas (figura 5) (Song 

X et al, 2015). 

Figura 5. Composición estructural del mucus presente en el tracto respiratorio (TR) (Song 

et al, 2015) 

 

La producción de moco en las vías respiratorias es normal. Sin ella, las vías 

respiratorias se secan y trabajan de manera incorrecta. Pero a veces el moco se 

produce en exceso, provocado por cambios en la naturaleza o enfermedades del 

tracto respiratorio, esto provoca la necesidad de toser y expectorar este moco como 

esputo. El tracto respiratorio produce alrededor de dos litros de moco al día, el alto 

contenido de agua ayuda a humedecer el aire inspirado que pasa. El moco contiene 

glucoproteínas conocidas como mucinas, así como proteínas derivadas del plasma. 

Las mucinas secretadas y asociadas a células sirven para crear una barrera, y las 

"balsas" biofísicas de glicoconjugados poliméricos se unen y transportan patógenos 

desde las vías aéreas conductoras hacia el exterior. Las mucinas presentes en el 

moco están directamente involucradas en los fenómenos de adhesión. El término 



 
 

"mucinas" generalmente se aplica para incluir un grupo algo heterogéneo de 

glicoproteínas que están codificadas por la familia de genes MUC pero difieren en 

sus secuencias de glucosilación y polipéptidos (Richardson, 2013).  

Las mucinas son glucoproteínas heterogéneas de alto peso molecular (106-107 g / 

mol) en donde el 75% es de carbohidratos y el 25% de residuos de aminoácidos 

unidos mediante enlaces glucosídicos entre acetilgalactosamina y residuos de 

serina o treonina las cuales presenta regiones densamente recubiertas con glicanos 

cortos (la estructura en forma de "cepillo" con aproximadamente 3-10 nm de 

diámetro y 50-200 nm de longitud (Hanisch, 2000). 

Las mucinas secretadas en las vías respiratorias (MUC5B, MUC5AC y MUC2), 

están codificadas por genes ubicados en una región del cromosoma 11, forman un 

gel mucoso que interrumpe la adhesión de ciertas partículas a las superficies 

celulares, como el caso de algunos patógenos. Aunque las mucinas secretadas en 

las vías respiratorias se asocian notablemente con las células caliciformes que 

contienen abundantes gránulos de mucina, las células club (MUC5AC) y las células 

alveolares (MUC1) en las vías aéreas conductoras y periféricas y las células 

caliciformes en las glándulas submucosas también producen mucinas (Kreda, 

2012).  

2.3.2.1 Ventajas de la mucoadhesión para partículas farmacéuticas 

En el sector farmacéutico, el desarrollo de sistemas novedosos es de necesidad 

terapéutica ya que los sistemas de administración convencionales presentan 

parámetros farmacocinéticos que puede verse alterados o modificados por la 

formulación. Formulaciones novedosas que han sido desarrolladas se incluyen 

excipientes que coadyuvan a la formulación a mejorar propiedades y/o generar una 

funcionalización del producto (Dash, 2010). 

El amplio estudio sobre la composición, función, estructura y entre otras 

propiedades del mucus presente en el sistema respiratorio ha sido considerado en 

el desarrollo de productos funcionalizados como una estrategia para generar, ya 

sea; un efecto local, retardo en la liberación del fármaco y/o reducción de efectos 

adversos debido al metabolismo de primer paso en sistema circulatorio. De tal forma 



 

 
 

que diversos polímeros con propiedades mucoadhesivas, es decir que presenten 

características de adhesión a aquellas membranas mucosas se han empleado en 

el desarrollo de formulaciones con diversas funciones como las mencionadas 

anteriormente. Las ventajas que se presentan mediante el uso de estos polímeros 

en las formulaciones van estrictamente ligadas a la función, por ejemplo si se 

requiere generar un efecto local o sistémico, el empleo de estos aditivos le 

proporciona a la formulación una liberación local en el sitio diana con la finalidad de 

ser especifico, permanecer en contacto con el sitio de absorción, disminuir la 

frecuencia de administración, generar un apego al tratamiento por parte del paciente 

e incluso reducir efectos adversos(Cook, 2017). 

Algunos polímeros empleados en el desarrollo de nanopartículas son (Kumar, 

2014): 

Por su excelente fuerza de bioadhesión 

 Carbopol® 

 Alginato de sodio 

 Carboximetilcelulosa 

 Hidroxilpropilmetilcelulosa 

 Policarbofil 

Algunos otros con muy buena fuerza de bioadhesión son (Kumar, 2014): 

 Goma guar 

 Poli (metil vinil éter-anhídrido co-maleico) 

 Gelatina 

Otros con buena fuerza de bioadhesión (Kumar, 2014): 

 Pectina 

 Chitosán 

 

 

 

 

 



 
 

2.3.3 Dispositivos y formulaciones en la administración pulmonar 

 

Los medicamentos inhalados son esenciales en las enfermedades respiratorias. 

Existe una variedad de medicamentos para la vía pulmonar, los cuales consisten en 

inhalar la sustancia para serdepositada en el tracto respiratorio lo más rápido posible 

y así poder ser absorbidos. Existen dispositivos para mejorar la administración de 

los fármacos por esta vía. Entre los más conocidos se encuentran los inhaladores 

de dosis medida presurizados (pMDI), los inhaladores de polvo seco (DPI), los 

nebulizadores y los inhaladores de niebla suave 

Inhaladores de dosis medida presurizados (pMDI): Los pMDI se introdujeron por 

primera vez en la década de 1950 y actualmente se prescriben como sistemas 

portátiles para tratar afecciones pulmonares. Consisten en una formulación que 

contiene el fármaco disuelto o resuspendido en un propelente o una mezcla de 

diversos, además, se incluyen agentes amortiguadores, conservadores, 

saborizantes y la sustancia activa que se emplea, lo que comprende cerca del 1% 

del contenido total. Dicha formulación permite la entrega de dosis eficiente y 

consistente al paciente. El cartucho del dispositivo es un bote de tamaño apropiado 

para contener la formulación suficiente para el número requerido de dosis. En la 

figura 6 se pueden observar los componentes de este tipo de dispositivos; la cámara 

de expansión es representa en el espacio A: en la cual al momento de activarlo, se 

suministra el medicamento ; la letra B representa la boquilla por donde se liberan 

las partículas de aerosol, sirviendo como un conducto entre el dispositivo y el 

paciente, la válvula dosificadora es la que libera la dosis deseada, ubicado en el 

diagrama como la letra C, finalmente la .formulación líquida es contenida en el 

apartado D donde están contenidos los excipientes antes mencionados (Mullen et 

al 2018; Stein et al, 2014; Doan et al, 2011; Muller, 2004). 

Una de las desventajas que pueden presentar este tipo de dispositivos es la falta de 

coordinación entre la respiración del paciente y la actuación del inhalador, aunque 

este problema ya se ha solucionado con la nueva generación de dispositivos pMDI 

que son activados por la respiración, es decir, funcionan coordinando la frecuencia 

respiratoria del paciente y automáticamente la sensibilidad del disparador es 



 

 
 

ajustada para suministrar la formulación. Otra desventaja con mayor impacto es que 

se puede perder hasta el 30% de la formulación al momento de utilizar este 

dispositivo (Muller, 2004). 

 

 

Figura 6. Inhalador de dosis medida presurizado (Muller, 2004) 

 

Inhaladores de polvo seco (DPI): Los inhaladores de polvo seco son dispositivos 

que permiten la aerolización y entrega de medicamentos hacia los pulmones en 

forma de polvo seco para el tratamiento de las enfermedades respiratorias, sin 

necesidad del empleo de propelente. Se caracterizan por ser de fácil manejo, 

portátiles y duraderos, además este tipo de dispositivos requieren una mínima 

coordinación entre la respiración del paciente y la actuación del inhalador, donde la 

formulación siendo sometida a una mayor dispersión, obliga a desaglomerarla a 

partículas más pequeñas (Muñoz, 2006). 

Algunos ejemplos diseñados como el Clickhaler, Multihaler y Diskus tienen la 

capacidad de suministrar el polvo a altos flujos de aire que divide las partículas 

agregadas provenientes de la formulación para lograr ser respiradas por el paciente, 

existen ya patentes que han sido formulados en dichos dispositivos con el uso de 

diferentes fármacos y dosis, mostrados en la tabla 4. La composición de la 

tecnología DPI basada en cápsula se puede observar en la figura 7, que consiste 

en lo siguiente; una boquilla que funciona como el canal entre la boca y el dispositivo 

y es donde la administración tiene lugar (A), un botón que acciona el dispositivo (B), 



 
 

un filtro que se encarga del intercambio en la resistencia del flujo interno (C), la 

cámara donde se deposita la capsula (D), la letra E representa la cápsula y la F, la 

entrada de aire, donde el impacto tiene lugar y a su vez es significativo en la 

aerolización del polvo con base a los demás excipientes que lo conforman. A pesar 

de las grandes ventajas que estos dispositivos presentan, una limitación debe ser 

considerada en el sentido del equilibrio entre la resistencia del inhalador y el caudal 

en el dispositivo. En estos dispositivos para lograr la desaglomeración particular se 

requiere de un flujo de aire rápido, logrando una fracción más fina debido a las 

impactaciones. Sin embargo, el llegar a flujos de aire muy elevados compromete a 

las partículas a ser depositadas en la región orofaríngea y a su vez, reduce la 

cantidad de activo que debería llegar al órgano diana (United States 

Pharmacopeial Convention, 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

Tabla 4. Tipos de inhaladores de polvo seco  

# Dispositivo Patente Especificaciones Dosis 
Fármacos 

disponibles 

1 Spinhaler Aventis 
Tiene la forma de un polvo seco 

contenido en cápsulas claras de 

color naranja y blanco llamadas 

spincaps. Es un dispositivo inhalador 

accionado por la respiración que 

libera medicamentos del Rotacap 

1 capsula 
Cromoglicato de 

sodio 

2 Rotahaler 

GlaxoSmithKline 

1 cápsula 

Salbutamol 

Dipropionato de 

beclometasona 

3 Diskhaler 

Es un inhalador de polvo seco que 

contiene pequeñas bolsas (o 

ampollas), cada una con una dosis 

de medicamento, en un disco. 

Blister 4,8 
Salbutamol 

Salmeterol 

4 Diskus 

No lo use para tratar problemas 

respiratorios repentinos por asma o 

EPOC. 

60 blisters 
Salbutamol 

Salmeterol 

5 Turbuhaler Astra Zeneca 

El uso del dispositivo puede ser 

difícil para niños pequeños o en 

adultos con falta de aliento. Se 

recomienda usar el amortiguador y 

el espaciador disponibles para 

emergencias 

200 

depósitos 

Formoterol 

Budesonida 

Formoterol 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Inhalador de polvo seco (Muller, 2004) 

 

Nebulizadores: Otro tipo de dispositivos utilizados para generar el suministro de 

aerosol de una formulación, son los nebulizadores. Que de forma específica cuando 

el paciente realiza el proceso de inspiración, se generará el suministro del aerosol 

cuando éste cruce el dispositivo. Mientras que, al momento de exhalar, el aire dentro 

del aerosol expulsa la formulación hacia el exterior de la atmósfera, por lo que puede 

haber pérdidas o fugas del residual del activo en condiciones atmosféricas 

(Boonyo,2007). 

Uno de los dispositivos que fueron desarrollados para producir aerosoles 

inicialmente es el nebulizador de chorro donde su mecanismo principal para el flujo 

de gas es con el empleo de un compresor. Este tiene como finalidad generar la 

atomización de la formulación, el gas debe pasar a través de una abertura en el 

dispositivo que será el mismo por el cual la expulsión de la nube de la formulación 

tendrá lugar, donde las partículas que son atomizadas constan de gotas de poco o 

gran tamaño que llegan al deflector previamente impulsadas por aire  Dicha 

impactación causada por los deflectores afecta las gotas más grandes y luego se 

fuerza hacia el otro lado, destinado a ser reciclado en forma líquida dentro del 

nebulizador. En la figura 8 se representan los esquemas sobre la conformación de 

los nebulizadores existentes; El nebulizador Jet (1) o nebulizador de chorro consta 

de un dispositivo el cual presenta una vía de entrada de aire inhalado adicional (A), 



 

 
 

la boquilla (B), que es aquel apartado del dispositivo destinado a que el paciente 

logre la inhalación de la formulación, La liberación del aerosol se da mediante un 

conducto donde el gas a presión pasa a través de él (C), El deflector es aquel medio 

por el cual el suministro de aerosol atraviesa hacia el conducto de liberación (D), 

como se ha observado en los dispositivos antes mencionados, este dispositivo 

contiene un deposito (E) que contiene la formulación completa y como se logra 

observar, en este tipo de dispositivos, el suministro de aire a presión que se ejercerá 

sobre la formulación tomara lugar en la parte inferior del mismo (F) y consta de un 

equipo externo al dispositivo que funciona mediante energía eléctrica llamado 

compresor (Muller, 2004). 

Una ventaja que presentan los nebulizadores ultrasónicos es su mayor capacidad 

de salida que los anteriores, sus características están representadas en la figura 7 

(2). Estos nebulizadores poseen un generador de ondas ultrasónicas (A) donde las 

últimas son representadas en (B). Además, estos sistemas presentan dos boquillas 

(C y E) donde un ventilador (D) genera el flujo de la boquilla C a la E, que esta última 

es la boquilla para inhalación, por último, el generador debe ir conectado a una 

fuente de alimentación (F) (Muller, 2004). 

Una variedad de medicamentos se encuentra disponibles en forma nebulizada, 

beurer® y respironics ®. La desventaja de estos dispositivos es que algunos tienden 

a ser grandes y voluminosos, además de que comúnmente requieren de energía 

eléctrica para su funcionamiento (Mullen, 2018). 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Ejemplos de nebulizadores (1) Jet. (2) Ultrasónico (Muller, 2004) 

1 2 



 
 

2.3.4 Mecanismos de deposición de partículas; impacto del tamaño y forma 

Las partículas de los dispositivos utilizados para la administración de fármacos por 

la vía oral se depositan en el tracto respiratorio dependiendo del tamaño, la 

densidad, la forma, la carga y las propiedades de la superficie de las partículas y el 

patrón de respiración del individuo.  

El diámetro de masa media aerodinámica (AD) de las partículas inhaladas es de 

gran importancia dado que de esto dependerá la deposición de estas al ingresar al 

organismo. Existen cinco mecanismos de deposición los cuales son: impactación 

inercial, sedimentación, difusión, intercepción (figura 9); y precipitación 

electrostática, que está relacionada con la carga de partículas. La impactación 

inercial es un mecanismo de deposición significativo para partículas con un AD 

mayor de 2 μm. Como estas partículas son demasiado grandes para poder 

permanecer en la corriente de aire en movimiento, tienden a impactarse 

inercialmente en las vías respiratorias extratorácicas y traqueobronquiales 

superiores. Para partículas con una AD de 1μm, la gravedad y la sedimentación son 

los mecanismos dominantes para su deposición en las vías aéreas de conducción 

más pequeñas del tracto traqueobronquial. Las partículas con una AD de 0,5 a 1μm 

se someten a una deposición difusa de browniana o se exhalan (Alcalá-Alcalá, 

2014).  

El tamaño de estas partículas se define mediante lo que se denomina diámetro de 

la masa media aerodinámica (DMMA) o diámetro de una partícula de masa igual a 

la mediana de las partículas de una población, es decir, aquel diámetro de la 

partícula en el que el 50% de la masa del aerosol se encuentra por encima del 

mismo y el otro 50% por debajo. 

 



 

 
 

 

Figura 9. Tipos de deposición de partículas (Tronde et al, 2003) 

 

Actualmente existe un mercado amplio en dispositivos para la administración de 

medicamentos por esta vía, por ejemplo; cartuchos presurizados, inhaladores de 

polvo seco, cámaras espaciadoras, nebulizadores de diferentes tipos. Por otro lado, 

es importante mencionar los factores que influyen en el depósito pulmonar de las 

formulaciones contenidas en estos dispositivos  

 Tamaño de las partículas: los inhaladores y nebulizadores generan aerosoles 

de partículas de distinto tamaño que se clasifican por el diámetro de masa 

media aerodinámica (DMMA). El tamaño óptimo para que las partículas se 

depositen en los alveolos y pequeñas vías respiratorias es de 0.,5-5 μm de 

DMMA, las partículas de diámetro entre 0.5 y 2 µm se desplazan de forma 

errática por las vías aéreas y alvéolos (movimiento browniano) 

depositándose en las zonas más periféricas (figura 8). 



 
 

 Técnica de inhalación: es uno de los factores más importantes que determina 

la biodisponibilidad del fármaco en la vía aérea inferior y la eficacia 

terapéutica de los inhaladores. 

 Flujo inspiratorio: el ideal es entre 30 y 60 L/min (Cook et al, 2017). 

En general, para la descripción del depósito respiratorio de partículas, se requieren 

tres componentes: modelo geométrico del pulmón, características aerodinámicas y 

comportamiento de las partículas 

2.3.4.1 Ingeniería de partículas en el desarrollo de sistemas pulmonares; 

micro y nanotecnología  

La nanotecnología es una tecnología que se concibió en los años con la idea de 

conocer y manipular la materia a escala atómica o molecular, para que sea aplicada 

en distintas áreas de la tecnología. La “national nanotechnology initative (NNI)”, la 

define como el área encargada del estudio, diseño, caracterización, síntesis y 

aplicación de sistemas y materiales, que poseen propiedades físicas, químicas y 

biológicas mejoradas debido a su tamaño (escala nanométrica) (Weiss et al, 2008). 

Las nanopartículas orgánicas se consideran materiales interesantes debido a su 

biodegradabilidad, biocompatibilidad y facilidad de preparación. El ácido poliláctico-

co-glicólico (PLGA), el chitosán (CHI) y los liposomas son nanopartículas orgánicas 

que han sido ampliamente investigadas recientemente. El CHI es uno de los buenos 

candidatos como adyuvante para la aplicación nasal y pulmonar debido a su 

mucoadhesividad, biocompatibilidad, baja toxicidad y efectividad en el transporte de 

antígenos, ya que es capaz de abrir las uniones estrechas de la membrana nasal y 

pulmonar (Mahapatro & Singh, 2011; Boonyo et al, 2007).  Este polímero es 

soluble en medio ácido, en donde los grupos amino son protonados y produce 

cargas positivas; donde estas cargas positivas obtenidas dan buenos resultados en 

la mucoadhesión al formar una fuerte interacción electrostática con los residuos de 

ácido siálico cargados negativamente de la mucina, lo cual provoca un aumento del 

tiempo en la eliminación (Soane et al, 2000; Van Der Lubben et al, 2003). 



 

 
 

La aplicación de esta ciencia a la farmacia ha permitido diseñar novedosos sistemas 

de liberación de fármacos, entre ellos los que se encuentran son los liposomas, 

nanopartículas lipídicas sólidas y dentro del grupo de los nanotransportadores 

basados en lípidos han llamado la atención los acarreadores lípidos 

nanoestructurados (NLC), debido a que presenta ventajas distintas a los demás 

acarreadores como son la gran cantidad de carga en el sistema y la gran estabilidad 

que presentan. 

Estos acarreadores son una mezcla de lípidos sólidos y líquidos, lo que produce 

más imperfección en la matriz para acomodar más moléculas de fármaco en 

comparación de las nanopartículas lipídicas sólidas. Las nanopartículas lipídicas 

muestran una alta eficiencia de encapsulación de fármacos y una alta estabilidad y 

no requieren el uso de disolventes orgánicos durante la producción, por lo que su 

producción es económica y fácil de escalar.4,6 Además, las nanopartículas lipídicas 

están hechas de lípidos endógenos o lípidos similares a los que tenemos en el 

organismo y por esta razón, se consideran biocompatibles, biodegradables y no 

tóxicos (Song et al, 2015; Muller et al, 2004). 

 

2.4 Acarreadores Lipídicos Nanoestructurados (NLC) 

Los NLC son un nanosistema compuesto por una mezcla de lípidos sólidos y 

líquidos (figura 10) lo que permite tener una mejor encapsulación del fármaco que 

cualquier otro sistema lipídico, sobre todo para fármacos de baja solubilidad (Clase 

II y IV). Son nanopartículas con una baja toxicidad, biodegradación, protegen al 

fármaco, cuentan con métodos de manufactura de fácil y escalable preparación, 

pueden encapsular fármacos lipófilos e hidrófilos, se puede controlar el tamaño de 

partícula, generan una liberación controlada y evitan el uso de disolventes 

orgánicos. Sin embargo, podrían provocar una reacción irritante, sensibilidad a 

algunos tensoactivos (Schäfer-Korting et al, 2017). Para su preparación existen 

métodos como la homogenización a alta presión, homogenización en caliente, 

homogenización en frío, emulsión simple-evaporación de disolvente, ultrasonicación 

y doble emulsión-evaporación de disolvente (Zhuang et al, 2010). 



 
 

 

Figura 10. Comparación de una SLN y un NLC (Beloqui et al, 2016) 

 

Los NLC se han propuesto para administrar fármacos por la vía pulmonar, donde 

requisitos como la biocompatibilidad, biodegradabilidad, carga de fármaco 

suficiente, protección del fármaco, estabilidad y capacidad de aerolización son 

importantes. Publicaciones recientes indican que los NLC pueden cumplir los 

requisitos, para ser un sistema de administración adecuado para la aplicación 

pulmonar (Zhuang, 2010; Tronde et al, 2010; Naseri, 2015; Beloqui, 2016). 

2.4.1 Usos de NLC en la administración pulmonar 

Como se mencionó anteriormente, las enfermedades pulmonares son aquellas que 

afectan sus condiciones fisiológicas. En lo que respecta a la parte del tratamiento, 

se han hecho investigaciones de mercado y se ha observado el gran uso de los 



 

 
 

dispositivos, como lo son los MDI, DPI y nebulizadores y gracias a estas 

investigaciones es probable que estos hechos impulsen el desarrollo de 

tratamientos innovadores para la vía pulmonar. 

Los acarreadores lipídicos nanoestructurados (NLC) han llamado la atención dado 

a sus ventajas sobre otros nanoacarreadores existentes que han desarrollado para 

la vía pulmonar. Por ejemplo; se ha observado que mejora el potencial de 

focalización al unirse específicamente a los receptores de las células cancerosas, 

en donde, los NLC, los diseñaron con diferentes moléculas ligando de alta afinidad 

como el ácido hialurónico, transferrina y bombesina para el tratamiento de cáncer 

de pulmón (Russell, 2017).  

De igual manera, se han hecho estudios de tratamientos para asma alérgica, en 

donde se ha encapsulado hasta el 95% del Montelukast mediante la técnica de 

liofilización. Al igual que se han llevado a cabo aerosoles de nanopartículas lipídicas 

sólidas (SLN) y NLC de beclometasona (Da Silva, 2017). 

 Se ha demostrado que los nanoacarreadores nebulizados tienen un 

comportamiento aerodinámico adecuado necesario para la focalización pulmonar 

profunda. 



 
 

3. JUSTIFICACIÓN 

 

El asma es una enfermedad crónica que se presenta en personas de todas las 

edades sin distinguir sexo, se caracteriza por crisis recurrentes donde el paciente 

siente falta de aire y presenta distintas consecuencias como es la opresión en el 

pecho, sibilancias, fatiga, entre otros. Estos varían en cuanto a su severidad y 

frecuencia, pueden durar horas o incluso pueden presentarse solo algunos días del 

año.  

En la actualidad, existe el tratamiento no farmacológico y farmacológico; en el 

tratamiento farmacológico existe una clasificación de ellos entre los más utilizados 

como son los agonistas 2 adrenérgicos acción corta y prolongada, agonistas al 

receptor de leucotrienos, metilxantinas, esteroides inhalados y agonistas 2 

adrenérgicos y esteroides combinados, sin embargo, estos han presentado una 

variedad de desventajas encabezando la de los efectos adversos que estos 

conllevan, además de su seguida y alta dosificación y baja biodisponibilidad.   

El desarrollo de acarreadores lipídicos nanoestructurados (NLC) ha adquirido gran 

auge en los últimos años, debido a la mejora de las nanopartículas lipídicas sólidas 

y propiedades fisicoquímicas de los fármacos como su estabilidad, solubilidad y 

liberación, los cuales son parámetros de suma importancia para que los fármacos 

lleven a cabo su efecto terapéutico.   

La 6-hidroxiflavona es una molécula con potencial efecto antiasmático y 

broncodilatador. Dada su insolubilidad en agua tiene como consecuencia una baja 

biodisponibilidad al ser administrado por la vía oral. Es por ello que este trabajo se 

basa en la administración de la 6-HF por la vía pulmonar, la cual a lo largo del tiempo 

se ha descubierto que es una excelente vía para administrar fármacos con efectos 

sistémicos y locales.  

Con base a lo anterior, en este proyecto se propone una forma farmacéutica de 

liberación prolongada con un fármaco experimental (6-HF), utilizando las ventajas 

que tiene la micro-nanotecnología y los NLC para desarrollar una formulación 
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dispuesta para ser administrada por la vía pulmonar con la finalidad de obtener un 

potencial efecto antiasmático y broncodilatador.  
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4. HIPÓTESIS 

Es posible encapsular 6-HF en NLC bioadhesivos y formularlos como polvo seco 

para inhalación con propiedades tecnológicas y aerodinámicas apropiadas para la 

administración pulmonar, con una liberación adecuada para la vía y un mayor 

tiempo de permanencia, los cuales presentarán un efecto traqueorrelajante en un 

modelo ex vivo de tráquea aislada de rata.
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5. OBJETIVOS 

5.1. Objetivo general 

Obtener y caracterizar un polvo seco para inhalación formulado con NLC cargados 

con 6-HF, así como evaluar su eficacia in vitro y ex vivo. 

5.2. Objetivos particulares 

 

 Desarrollar y validar la metodología analítica para cuantificar la 6-HF en las 

diferentes etapas del proyecto. 

 Obtener y optimizar NLC cargados con 6-HF, con un tamaño nanométrico 

objetivo >500 nm, mediante el uso de Diseño de Experimentos, para después 

ser recubiertos con un material polimérico mucoadhesivo. 

 Llevar a cabo la caracterización física, del estado sólido y biofarmacéutica de 

los NLC mediante diferentes técnicas analíticas.  

 Realizar estudios de eficacia in vitro a través de perfiles de liberación y 

pruebas de mucoadhesión. 

 Formular los NLC optimizados como un polvo seco para inhalación (DPI) 

empleando diferentes excipientes para inhalación.  

 Realizar la caracterización física de las formulaciones propuestas por medio 

de la reología de polvos, morfología, deposición de partículas y propiedades 

aerodinámicas. 

 Evaluar el efecto relajante de la formulación optimizada en un modelo ex vivo 

de tráquea aislada de rata. 
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6. REACTIVOS Y EQUIPOS 

 

6.1 Reactivos 

Fármaco experimental: 

 6-hidroxiflavona, marca SIGMA ALDRICH 

Fármaco control: 

 Teofilina, marca SIGMA ALDRICH 

Inductor de contracción de tráquea: 

 Carbacol, marca SIGMA ALDRICH 

Estabilizante: 

 Kolliphor P188, marca SIGMA ALDRICH 

Lípidos: 

 Lipocire, marca Gattefossé (glicéridos de almendra de palma hidrogenados) 

 Miristato de isopropilo, marca Droguería Cosmopolita 

Disolventes: 

 Acetona, marca SIGMA ALDRICH 

 Dimetilsulfóxido, marca SIGMA ALDRICH 

 

6.2 Equipos 

 

 Balanza analítica, marca OHAUS 

 Espectrofotómetro UV-Vis Cary 60, marca Agilent Technologies 

 Zetasizer nano ZS9, marca Malvern 

 Termocirculador Sous vide, marca PolyScience 

 Ultra-turrax® T18 digital, marca IKA 



 
 

 Potenciómetro SM-38W, marca Science MED 

 Espectrómetro infrarrojo NICOLET 6700, marcaTermo scientific 

 Liofilizador BenchTop Pro, marca SP SCIENTIFIC 

 Microscopio electrónico de barrido JEOL, modelo JSM-76 

 Calorímetro diferencial de barrido (Mettler Toledo®/DSC 3 Start System) 

 Difractómetro de rayos X de polvos (Bruker/D2 Phaser) 

 Vortex (Science MED® MX-S) 

 Rotaevaporador (IKA® RV 10/HB 10) 

 Potenciómetro Science (MED® SM-3BW) 
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7. METODOLOGÍA 

7.1 Metodología general 
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7.2 Selección de los materiales para el desarrollo de NLC mediante pruebas de 

solubilidad aparente  

Se hizo una búsqueda bibliográfica de distintos materiales a emplear en la 

formulación de los acarreadores lipídicos nanoestructurados, así como, distintas 

metodologías para su obtención mediante pruebas de solubilidad (Joshi, 2006; 

Prabhu et al, 2019). 

7.2.1 Pruebas de solubilidad 

Las pruebas de solubilidad se llevaron a cabo con la finalidad de tener como 

vehículo el disolvente más factible para la molécula y los lípidos. Se pesaron 10 mg 

de 6-HF y se colocaron en un tubo de ensaye, donde se fue agregando por separado 

distintos disolventes (etanol, metanol, acetona, cloroformo, diclorometano, acetato 

de etilo) incrementando el volumen en 500 µL. 

Por otro lado, se hizo esta misma prueba empleando lípidos líquidos (LL) y sólidos 

(LS). Se pesaron 10 mg de 6-HF y se colocaron en un tubo de ensaye, por separado 

se pesaban 20 mg de diferentes tipos de lípidos sólidos (lipocire, compritol, tefossé, 

suppocire, ácido esteárico, cera de abeja y fosfatidilcolina) y una vez vertidos en un 

tubo de ensaye se colocaron en un baño maria a 40°C. Una vez fundido el lípido se 

tomaron 200 µL y se vertieron en el tubo de ensaye donde se encontraba la 6-HF 

(incrementando el volumen hasta solubilizar por completo la 6-HF). Para las pruebas 

de solubilidad de los lípidos líquidos se utilizaron tubos de ensaye, donde se tenían 

10 mg de 6-HF y se iban vertiendo 200 µL hasta tener una solución completamente 

traslucida.  

Finalmente, se hizo la prueba de solubilidad y miscibilidad de los LL y LS donde se 

pesaron 20 mg de los LS antes mencionados, se vertieron en tubos de ensaye y se 

les fue añadiendo 200 µL de los disolventes en los que la 6-HF era soluble (acetona, 

NaOH, diclorometano) y una vez disuelto el LS, se le añadieron 500 µL de LL, con 

la finalidad de observar la miscibilidad de estos dos. Esta última prueba de 

solubilidad se hizo con la finalidad de emplear un método de emulsión-evaporación 

de disolvente. 
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7.3  Desarrollo y validación de un método analítico por UV para cuantificar 6-

HF 

Una vez obtenidas las pruebas de solubilidad, se desarrolló un método analítico por 

espectrofotometría UV y posteriormente se validó considerando los siguientes 

parámetros de desempeño: linealidad, exactitud, precisión, límite de detección y 

límite de cuantificación. Todos los parámetros se determinaron con base a la Guía 

de Validación de Métodos Analíticos, editada por el Colegio Nacional de Químicos 

Farmacéuticos Biólogos de México. 

Primeramente, se realizó un barrido de 200 a 800 nm; del cual se observó la longitud 

de absorción máxima (265 nm) que se consideró para realizar una metodología por 

espectrofotometría UV. Las diluciones que se consideraron en la curva de 

calibración fueron de 0.5,0.75,1,1.5 y 2 µg/mL y se realizaron a partir de una stock. 

Se preparó un stock de 1 mg/mL de 6-HF; en donde, se pesaron 25 mg de 6-HF y 

se disolvieron en 25 mL de acetona. Posteriormente se realizó una segunda stock 

con una concentración de 10 µg/mL a partir de la primera aforando con agua 

destilada. 

 Linealidad: Este parámetro se llevó a cabo realizando una curva de 

calibración con 5 diluciones a diferentes concentraciones; las cuales se 

prepararon de la siguiente manera: se utilizaron 5 matraces volumétricos de 

10 mL, se tomaron diferentes cantidades (dependiendo de la solución) de la 

segunda stock y se aforó con agua. Estas muestras obtenidas se midieron 

en un espectrómetro UV marca Agilent a 265 nm. Esto se llevó a cabo por 

triplicado. 

 Precisión por repetibilidad: Para la precisión se prepararon 2 

concentraciones conocidas (1 y 2 µg/mL) se leyeron a la longitud de onda 

establecida y se determinó el porcentaje del coeficiente de variación (%CV). 

 

 Exactitud: Se prepararon 2 como en la precisión y se leyeron a 265 nm y 

con esas absorbancias y la ecuación de la recta, se calculó el porcentaje de 

recobro y los intervalos de confianza. 



 
 

 

 Límite de detección: Se determinó empleando la ecuación en donde se 

emplea la desviación estándar, la pendiente de la recta de la ecuación 

obtenida en la regresión lineal. 

𝐿𝐷 =
(3.3 ∗  )

𝑏
 

 

 Límite de cuantificación: De la misma manera que el límite de detección se 

empleó una ecuación utilizando desviación estándar y la pendiente de la 

recta. 

𝐿𝐶 =
(10 ∗  )

𝑏
 

 

7.4  Obtención y optimización de NLC mediante emulsión-evaporación de 

disolvente  

Se empleó un diseño experimental 23 con punto al centro. Se seleccionaron como 

factores: proporción de 6-HF: lípidos (X), proporción de LL/LS y la velocidad de 

agitación. Cada uno con dos niveles, superior e inferior (tabla 5). Como variables de 

respuesta se consideró el tamaño promedio (Y1) y la eficiencia de encapsulación 

(Y2). Esta respuesta se midió como indica el punto 7.5.4. 
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Tabla 5. Factores del diseño experimental a considerar en la formulación de NLC 

Diseño experimental 23 

Factores 

Niveles 

- + 

-1 +1 

F/L  (X1) 1:1 2:1 

LL/LS (mg) (X2) 5/50 5/500 

Velocidad de agitación (rpm) (X3) 6000 12000 

 

Los NLC se obtuvieron empleando el método de emulsión-evaporación de 

disolvente siguiendo las condiciones del diseño experimental. Se preparó la fase 

acuosa, en un vaso de precipitado pesando 10g de kolliphor P188 (poloxámero) y 

disolviendo en 1000 mL de agua destilada (figura 11). 

Por otro lado, se preparó la fase oleosa en un tubo de ensaye con 5 mL de acetona 

y 10 mg de 6-HF utilizando diferentes cantidades de lípidos, correspondiendo a cada 

corrida del diseño experimental. Después la fase acuosa se colocó en el 

homogeneizador Ultra-turrax®, agitando a diferentes velocidades en un tiempo 

constante (10 minutos). Una vez ajustado lo anterior, se añadió la fase oleosa gota 

a gota. Considerando que el tiempo había transcurrido, se obtuvo una emulsión 

lechosa, la cual se llevó a un matraz bola para poder ser evaporado el disolvente. 

La evaporación del disolvente se llevó a cabo durante 30 minutos a 30°C en un rota-

evaporador marca IKA®.Una vez eliminado el disolvente, se recuperó el resto de la 

emulsión y se midieron las variables Y1 y Y2. Para el tamaño promedio (Y1) se utilizó 

la técnica de dispersión dinámica de luz empleando el equipo zetasizer. Se tomaron 

300 µL de la emulsión y se resuspendieron por 5 minutos en 700 µL de H2O 



 
 

destilada. Una vez resuspendidas se vertieron en una celda de plástico y se midió 

en el equipo empleando 3 corridas.  Cada muestra se midió por triplicado. 

 

Figura 11. Esquema de la encapsulación de NLC por el método de emulsión 

simple-evaporación de disolvente 

 

Posteriormente se midió la eficiencia de encapsulación (Y2) por la técnica de 

difusión de membrana descrita en el apartado 7.5.4. 

Una vez obtenida la eficiencia de encapsulación de cada lote, se llevó a cabo la 

optimización mediante la metodología de superficie de respuesta utilizando el 

software Statgraphic Centurion XVI, en el cual se predijeron los niveles adecuados 

de los factores para obtener un tamaño objetivo de 600 nm, con la finalidad de tener 

un sistema con el tamaño indicado para ser depositado en los bronquios y 

bronquiolos. 

7.4.1 Recuperación y secado 

Una vez eliminado el disolvente, se tomó la emulsión y se vertió en frascos ambar 

para liofilizar de 100 mL, se prepararon con manitol al 1%, para poder ser liofilizadas 

a una presión de 5 Pa y una temperatura de -80°C durante 24 horas. Transcurridas 

las horas, se tomaron los frascos y se recuperó la muestra con la ayuda de una 

espátula. 
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7.4.2 Recubrimiento con un polímero bioadhesivo 

Se pesaron 10 mg de NLC liofilizados que se resuspendieron en 2 mL de agua 

destilada. Posteriormente se tomó 1 mL de las nanopartículas suspendidas y se 

vertieron en una celda de plástico de 1 cm de grosor, leyendo en un Zetasizer® 

nano ZS90, con 3 repeticiones a 25°C. 

7.5 Caracterización de los NLC optimizados 

7.5.1 Tamaño promedio 

Se pesaron 10 mg de NLC liofilizados y se resuspendieron en 2 mL de agua 

destilada. Posteriormente se tomó 1 mL de las nanopartículas suspendidas y se 

vertieron en una celda de plástico de 1 cm de grosor y se leyeron por medio de un 

zetasizer® nano ZS90, con 3 repeticiones a 25°C. 

7.5.2 Potencial zeta  

De la suspensión de partículas anterior se tomó otro mL y se colocó con la ayuda 

de una micropipeta en una celda para la determinación del potencial zeta con las 

mismas condiciones que el punto anterior. 

7.5.3  Morfología 

Para el análisis del tamaño de partícula mediante SEM previamente se prepararon 

muestras donde, se pesaron 10 mg de NLC y NLC-CH (por separado) y se colocaron 

en un tubo de ensaye, posteriormente se añadieron 10 mL de agua destilada y se 

suspendieron por 5 min. Transcurrido el tiempo, se tomaron 300 µL de las NLC 

resuspendidas y se colocaron en un cubreobjetos, de la misma manera se llevó a 

cabo el de NLC-CH y se dejaron secar por 24 horas a temperatura ambiente. 

Posteriormente, se cubrieron los cubreobjetos con oro con un espeso de 10 nm, en 

una máquina de pulverización catódica marca JEOL para así ser observados en el 

microscopio electrónico de barrido marca JEOL modelo JSM-7600F, del Instituto de 

Investigaciones en Materiales de la UNAM. 

7.5.4 Eficiencia de encapsulación 



 
 

Es la cantidad porcentual de fármaco que queda atrapada en la nanopartícula y 

refleja la eficiencia de la formulación de los NLC. Para la cuantificación de la 

eficiencia de encapsulación se llevó a cabo la técnica de difusión por membrana de 

diálisis Se vertieron 250 mL de H2O destilada en un vaso de precipitado y se colocó 

en agitación magnética. Se tomó un lote de NLC (10 mL) y se colocó en una 

membrana de diálisis, sellándola con unas pinzas en cada esquina. La membrana 

se colocó dentro del vaso y se tomó lectura del medio después de 4 horas (Chen et 

al, 2012). 

7.5.5  Eficiencia de carga  

Se pesaron 10 mg de NLC liofilizadas y se disolvieron en 5 mL de acetona. 

Posteriormente se hizo una dilución tomando 1 mL de la solución anterior y se 

añadieron 2 mL de H2O destilada, esta nueva solución se agitó con la ayuda de un 

vórtex por 2 minutos y posteriormente se midió en el UV. Se determinó la 

concentración de la 6-HF contenida en las partículas empleando la siguiente 

ecuación (Chen et al, 2012). 

%𝐸𝐶 =
(𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑁𝐿𝐶 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙)

𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 𝑑𝑒 6 − 𝐻𝐹
𝑋 100 

 

7.5.6 Rendimiento 

Las nanopartículas liofilizadas obtenidas se pesaron (considerando un lote) y se 

empleó la siguiente fórmula para la determinación del rendimiento: 

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜(%) =
(𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑙𝑜𝑠 𝑁𝐿𝐶 𝑙𝑖𝑜𝑓𝑖𝑙𝑖𝑧𝑎𝑑𝑜𝑠)

𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑡𝑜𝑑𝑎𝑠 𝑙𝑎𝑠 𝑚𝑎𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎𝑠 𝑝𝑟𝑖𝑚𝑎𝑠
 𝑥 100 

Donde: 

Masa de todas las materias primas es; el peso de los lípidos empleados (50 mg), la 

masa de la 6-HF (5 mg) y el manitol. 
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7.5.7 Interacción de los componentes por espectroscopía infrarroja por 

Transformada de Fourier FT-IR 

Se tomaron alrededor de 5 mg de muestra de NLC con y libre de fármaco, NLC-CH 

con y libre de fármaco, mezclas físicas con y sin fármaco y de las materias primas. 

Para llevar a cabo el análisis, se tomaron los 5 mg de cada muestra y se analizaron 

por separado colocándolas en el cristal del espectrómetro de infrarrojo marca 

thermo scientific, modelo NICOLET 6700, del Centro de Investigaciones Químicas 

(CIQ), UAEM. Se utilizó un rango de muestreo de 500 a 4500 cm-1. 

7.5.8 Determinación del perfil de difracción de Rayos X  de Polvos(DRXP) 

Se prepararon 15 mg de muestra de NLC y NLC-CH (con fármaco), mezcla física 

de lipocire y 6-HF, chitósan y molécula sola. Cada muestra se colocó en el 

difractómetro de rayos X para polvos marca Bruker, modelo D2 PHASER, 5 a 45° 

(2Θ) en el laboratorio 2 de la Facultad de Farmacia, UAEM. 

7.5.9 Determinación de la interacción de los componentes por Calorimetría 

Diferencial de Barrido (DSC) 

Previamente se calibró el equipo empleando indio como referencia, posteriormente 

se colocaron de 5 a 7 mg de cada muestra en charolas herméticas de aluminio 

(chitosán, lipocire, miristato de isopropilo, 6-HF, manitol, kolliphor P 188, NLC, NLC-

CH con fármaco), las charolas se traparon y cerraron con una prensa para su uso 

respectivo. Estas se colocaron en un calorímetro marca Mettler Toledo®. Las 

muestras se analizaron de 10 °C/min, con un rango de temperatura de 30 a 300°C.  

Este experimento se llevó a cabo en la Facultad de Química de la UAEMex. 

7.6 Evaluación de la eficacia in vitro de los NLC 

7.6.1 Perfiles de liberación 

Se llevaron a cabo los estudios de liberación de la 6-HF durante 48 horas utilizando 

una cantidad de NLC y NLC-CH (recubiertos al 1%) equivalente a 1 mg de flavona. 

Los estudios se realizaron por triplicado. 



 
 

Las muestras anteriores se colocaron en bolsas de diálisis 15X5 cm (PM: 14000 Da) 

para que la cuantificación fuera adecuada, y se sumergieron en frascos ámbar con 

100 mL de buffer de fosfatos a un pH 5.5 y 7.4 con lauril sulfato de sodio al 0.1% 

(p/v)  (con la finalidad de mejorar la solubilidad) cada uno. Los vasos se colocaron 

en un baño maria a 37°C, bajo agitación magnética a 100 rpm. Se tomaron 3 mL de 

muestra a los tiempos: 15, 30, 60,120,240,40, 720 minutos y posterior a la última 

muestra se hicieron muestreos cada 24 horas hasta las 48 horas. Cada muestreo 

era sustituido con la misma cantidad de buffer 5.5 para mantener las condiciones 

“sink”. 

Para evaluar la cinética de liberación de la 6-HF y el posible mecanismo de 

liberación se realizó un modelado matemático (tabla 6). Para conocer a qué modelo 

se ajusta, se determinó el coeficiente de determinación (r2) y la constante de 

velocidad (k). 

 

Tabla 6. Modelos matemáticos empleados en los perfiles de liberación de 6-HF 

Modelo matemático Ecuación 

Cinética de orden cero A=Ao-kot 

Cinética de primer orden logC=logCo-kt/(2.303) 

Modelo de Higuchi Ct/C∞=kt1/2 

Modelo de Korsmeyer-Peppas Ct/C∞=ktn 

Hixson-Crowell √𝑄03
-√𝑄𝑡3

= 𝑘HC 

 

7.7 Pruebas de bioadhesión 

7.7.1 Interacción con mucina 

En este estudio se utilizó mucina de estómago cerdo tipo II al 1 y 2% p/v en solución. 

Se pesaron 20 mg de NLC y NLC-CH optimizados y se resuspendieron en 10 mL 

de solución de mucina. Las soluciones obtenidas se colocaron en un baño maria a 

37°C con agitación magnética a 100 rpm. Las muestras anteriores se analizaron a 
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diferentes tiempos: 30, 60, 120, 240 min, determinando su tamaño de partícula y su 

potencial zeta utilizando el zetasizer® nano ZS90 con las mismas condiciones que 

en el punto 7.5.1 y 7.5.2. (Takeuchi et al, 2005). 

7.8 Formulación de NLC como polvo seco para inhalación 

Inicialmente, se eligieron tres proporciones distintas (1:1,2:1 y 1:2) para llevar a cabo 

mezclas de lactosa para inhalación con los NLC optimizados. Una vez elegidas las 

proporciones se consideraron cuatro tipos de lactosa monohidratada distintos:  

Nombre comercial Tipo de lactosa D50 (µm) 

ML001 Polvo  37-61 

ML006 Polvo fino 17 

LH200 Polvo grueso 50-100 

LH201 Polvo grueso 50-100 

 

Posteriormente, se llevó a cabo la mezcla durante 30 minutos empleando una bolsa 

de plástico translucida, manteniendo las proporciones adecuadas, con una masa 

constante de 10 mg de 6-HF en los NLC. Este tipo de mezcla se llevó a cabo con la 

finalidad de obtener una mezcla homogénea de lactosa y nanopartículas. 

 

 

7.8.1 Pruebas reológicas 

7.8.1.1 Densidad aparente y densidad compactada 

Se realizó la prueba de densidad aparente y compactada tomando las mezclas 

antes mencionadas y se colocaron en una probeta de 10 mL, se registró el volumen 

inicial (volumen aparente) y posterior a ello se llevó a cabo el golpeteo a una altura 

de 5 cm durante 100 veces sobre una superficie plana. El volumen que marcó 

después del golpeteo se registró como volumen final (Patton, 2004; Laila, 2012). 



 
 

 

 

7.8.1.2 Angulo de reposo 

Para medir el ángulo de reposo se empleó un embudo con un diámetro de 7 cm y 

un diámetro en orificio de 0.5 cm, se colocó a una altura de 10 cm, se agregaron los 

polvos en el embudo y se tomó el tiempo en que cayo. Finalmente, se midió el 

diámetro de la base y la altura del lecho del polvo (Laila, 2012; Mullarney, 2011). 

 

 

 

 

 

7.8.2  Aerolización y masa media aerodinámica 

La evaluación de la aerolización se llevó con un impactador de cascada de 

Andersen. Este aparato utilizado estaba conformado de 8 estaciones, una boquilla 

donde la formulación es introducida, un conducto y un suministro de vacío (United 

States Pharmacopeial Convention, 2012) (figura 12).  

Se pesaron 1.5 g de NLC, se colocaron en la boquilla del impactador y se empleó 

un vacío de aire de 28.3 l/min durante 15 min. Una vez terminado el tiempo, se retiró 

la boquilla y la tapa para poder cuantificar la cantidad depositada por platillo. Se 

tomó el primer platillo y se pesó con su respectiva tapa. Los ocho platillos se pesaron 

de la misma manera y posteriormente se restó el peso inicial de cada deposito. 

Densidad aparente 

           𝜌𝑎 =
𝑚

𝑉𝑖
 

 
m= masa de la muestra (g) 
Vi= Volumen inicial (mL) 

   Densidad compactada 

                  𝜌𝑐 =
𝑚

𝑉𝑓
 

 
m= masa de la muestra (g) 

Vf= Volumen final (mL) 

   Índice de Carr 

        𝐶𝑎𝑟𝑟 = 100 ( 𝑉𝑖 − 𝑉𝑓)𝑉𝑖 

 
Vi=Volumen inicial (mL) 
Vf= Volumen final (mL) 

   Ángulo de reposo 

        𝐴𝑅 = tan −1(2ℎ)/𝐷  

 
h= altura (cm) 

D= diámetro (cm)) 

   Velocidad de flujo 

        𝑉𝐹 =
𝑚

𝑇
 

 
m= masa de la muestra (g) 

T= tiempo (seg) 
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Figura 12. Impactador de cascada de Andersen 

 

Se preparó una capsula en donde se añadió la formulación ya antes mencionada y 

posteriormente un DPI fue utilizado para introducir el medicamento y proceder a la 

liberación del contenido mediante la ruptura de la capsula. Después se colocó en la 

boquilla del impactador y con ayuda de vacío la formulación se aspiró a través del 

impactador. Este método se llevó a cabo para determinar el diámetro de masa 

media aerodinámica (MMAD) y la desviación estándar geométrica (GSD) utilizando 

los pesos obtenidos en cada platillo. 

7.9 Evaluación del efecto de la 6-HF en el modelo ex vivo 

Para esta evaluación se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de 

aproximadamente 250 a 300 g, en condiciones de bioterio, con libre acceso a 

alimento Rodent Labs Chow® y agua limpia. De acuerdo a la Regulación Federal 

para el Manejo y experimentación de los animales emitida por la Secretaria de 

Agricultura y Recursos naturales se llevó a cabo la manipulación de los animales 

(NOM-062-ZOO-1999). 



 
 

El primer paso fue sacrificar a los animales en una cámara con exceso de éter 

etílico, posteriormente, fue realizada la disección en la parte del cuello y el tórax 

para extraer la tráquea de la rata. Una vez extraída, fue limpiada de tejido 

adyacente, mucosidad y sangre. 

Una vez que se obtuvo la tráquea completamente limpia, esta fue fraccionada en 

anillos de aproximadamente 3 a 5 mm, los cuales se mantuvieron en 10 mL de 

solución de Ringer Krebs en constante burbujeo con O2/CO2 (95:5) a 37° C a un pH 

de 7.4. 

Cada fragmento fue colocado en un sistema isométrico vertical para tejido aislado. 

Los anillos de tejido de tráquea fueron sujetados en la parte inferior de la cámara de 

incubación y a un transductor de fuerza isométrico modelo Grass FT03, el cual 

transforma la información a un sistema BIOPAC®. 

Una vez colocados los fragmentos, se prosiguió a estabilizar y sensibilizar a una 

tensión de 2g durante 30 minutos, lavando cada 20 minutos y ajustando al valor 

inicial. Cada tejido fue sensibilizado induciendo contracciones con carbacol 1 μM, 

una vez que se alcanzó la meseta, fue lavado con solución Ringer Krebs para 

regresar a su estado basal por 15 min, realizando esto por duplicado (figura 11). 

 

7.9.1  Evaluación ex vivo del efecto relajante de los NLC sobre la contracción 

inducida por carbacol 1 µM; en anillos de tráquea aislada de rata 

Los anillos fueron sometidos a una tensión basal de 2g de fuerza en tráquea y se 

dejó un periodo de estabilización aproximado de 20 min. Posteriormente, el tejido 

fue sometido a un proceso de sensibilización durante 15 min con carbacol [1 µM] 

por duplicado. Después, se añadieron las muestras respectivas en cada canal para 

llevar a cabo la evaluación de la relajación de tráquea. Al final, el tejido fue lavado 

con solución de Ringer-Krebs, para recuperar el nivel basal de la tensión (figura 13). 
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Figura 13. Esquema de la evaluación ex vivo (Imagen elaborada por Emmanuel 

Gaona) 

 

Para determinar evaluar el efecto relajante, se añadieron las muestras (6-HF, NLC 

con y sin molécula, NLC-CH, NLC-CH formulada con ML001, carbacol, DMSO y 

teofilina), en donde, la 6-HF y las NLC cargadas se encontraban en su CE50. La 

evaluación se llevó a cabo durante 7 horas, marcando cada hora de ensayo (figura 

14). 



 
 

 

Figura 14. Evaluación del efecto traqueorrelajante de la 6-HF y los NLC 

 



 
 

43 
 

8. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

8.1 Selección de los materiales 

8.1.1 Pruebas de solubilidad 

Se llevaron a cabo las pruebas de solubilidad de la 6-HF con base en la bibliografía. 

En el gráfico podemos observar que la 6-HF fue mayormente soluble en DMSO y 

acetona, sin embargo, se seleccionó como disolvente la acetona ya que los lípidos 

fueron insolubles en DMSO (figura 15).  

Posteriormente, se realizaron las pruebas de solubilidad de lípidos sólidos, donde 

se eligió el lipocire dado a su solubilidad en la acetona. Finalmente se desarrolló la 

miscibilidad del lípido líquido donde se optó por usar el miristato de isopropilo, dado 

que presentaba las características; todo esto con la finalidad de desarrollar una 

metodología de emulsión simple-evaporación de disolvente.  

 

 

Figura 15. Pruebas de solubilidad aparente empleado distintos tipos de lípidos y 

disolventes orgánicos 

Lípidos sólidos

Fosfatidilcolina
Lipocire
Compritol
Tefose
Suppocire
Ácido esteárico
Cera de abeja

Disolventes

DMSO

Acetona

Cloroformo

NaOH 0.01 M



 
 

8.2 Desarrollo del método analítico 

8.2.1 Identificación de la longitud de onda de máxima absorción 

La longitud de onda de máxima absorción se determinó preparando una solución 

stock de 6-HF en acetona en un rango de 800 a 200 nm, utilizando un 

espectrofotómetro UV marca AGILENT. En donde, se obtuvo una longitud máxima 

absorción de 265 nm para la 6-HF (figura 16). 

 

Figura 16. Espectro de absorción de la 6-HF en espectrofotómetro UV en un rango de 200 

a 800 nm 

 

8.3 Validación del método analítico para la cuantificación de 6-HF 

Para la validación del método analítico se analizó una curva de calibración con cinco 

concentraciones distintas y se leyó a 265 nm para así obtener la ecuación de la 

recta y su respectiva r2. 

En la tabla 7 podemos observar los parámetros de desempeño que se tomaron en 

consideración al evaluar con sus respectivos resultados en la validación del método 

analítico de 6-HF. 
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Tabla 7. Parámetros de la validación del método analítico de la 6-HF (A.C Colegio 

Nacional de Químicos Farmacéuticos Biólogos de México, 2012) 

Parámetro Criterio Resultado Cumple 

Linealidad 

 r2≥ 0.98 

ICm= No debe 

incluir el cero 

ICb= debe incluir el 

cero 

 

 r2 = 0.99  Sí  

Precisión (repetibilidad)  CV≤ 3% CV = 0.62  Sí  

Exactitud 

 IC debe incluir el 

100% 

CV≤ 3% 

IC= 99.80-

101.71% 

CV= 0.90%  

 Sí  

Especificidad 
 Sin interacción en 

la longitud de onda 

 No existe 

interacción en la 

longitud de onda 

(figura 10) 

 Sí 

Límite de detección 

Límite de cuantificación 

 - 

- 

0.0055 µg/mL  

0.0166 µg/mL  

- 

- 

Intervalo de confianza (IC)= 95% 

En la figura 17 se pueden observar los barridos de la 6-HF y los excipientes 

utilizados en la formulación, esto con la finalidad de evaluar la especificidad y 

determinar si existe una interacción entre ellos mediante las señales. Se observó 



 
 

que no existe una interferencia de las materias primas por lo cual al cuantificar a 

una longitud de onda de 265nm solo se evaluará la 6-HF. 

 

Figura 17. Espectros de absorción UV de los materiales en la formulación de los NLC y 

NLC-CH (200-800 nm)  

 

8.4 Obtención y optimización de los NLC 

Para la preparación de los NLC se empleó el método de emulsión-evaporación de 

disolvente (Naseri, 2015). Se realizó la preparación de estos utilizando como 

tensoactivo kolliphor P 188 (poloxámero 188) al 1% en la fase acuosa, mientras que 

la fase oleosa correspondió al miristato de isopropilo, lipocire y 6-HF disuelto en 

acetona. Las fases se homogenizaron a 6000 y 15000 rpm. Una vez transcurrido el 

tiempo, se midió el tamaño promedio mediante la técnica de dispersión dinámica de 

luz con un zetasizer® nano ZS90 y se cuantificó la eficiencia de encapsulación 

utilizando un espectrofotómetro UV (tabla 8).  

 

 

 

Miristato
Chitosan
Kolliphor P188
6-HF
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Tabla 8. Matriz del Diseño experimental 23 con resultados 

X1 X2 X3 Y1  Y2 

1:55 2:1 10500 808.10 74.39 

1:10 2:1 15000 786.60 88.89 

1:10 2:1 6000 967.60 95.60 

1:100 1:1 6000 936.30 78.86 

1:10 1:1 6000 523.50 83.98 

1:100 2:1 6000 722.10 89.40 

1:100 1:1 15000 1038.00 86.06 

1:100 2:1 15000 960.80 78.95 

1:10 1:1 15000 914.70 79.58 

 

En el diseño experimental pudimos observar que se obtiene un amplio rango de 

tamaños de partículas, las cuales abarcan desde nano hasta microacarreadores, 

por lo cual se analizó el efecto de los factores mediante análisis estadístico. 

El efecto de los factores y sus interacciones se puede observar con el gráfico de 

Pareto (figura 18), donde se aprecia que el factor velocidad de agitación, la 

proporción de F/L es directamente proporcional al tamaño. La línea azul es 

representativa a un límite de valor significativo; por lo cual se puede apreciar que 

para el tamaño promedio no existe un factor con valores significativos, sin embargo, 

podemos decir que existe una alteración. Las barras de color azul muestran el efecto 

en la disminución del tamaño, es decir, que el tamaño de partícula es inversamente 

proporcional a la interacción de los factores F/L y LL/LS (AB) y LL/LS y velocidad de 

agitación (BC). 



 
 

 

Figura 18. Gráfico de Pareto estandarizado para el tamaño promedio 

 

Donde se obtuvo la siguiente ecuación de ajuste para la optimización de los 

factores:  

Y1= -2.75 + 5.50889 * X1 + 445.611 * X2 + 0.0471407 * X3 - 3.37444* X1 * X2 + 

0.0000803704 * X1 * X3 - 0.0241778 * X2 * X3 

Se optimizó la variable de respuesta mediante metodología de superficie de 

respuesta. Los parámetros a considerar en la optimización se enfocaron 

principalmente en el tamaño de partícula, donde se planteó como objetivo una talla 

>500 nm para garantizar que la partícula se deposite en la superficie de la mucosa 

y tenga un efecto local según la ingeniería de partículas y la deposición de las 

mismas (figura 19). 

Diagrama de Pareto Estandarizada para Tamaño promedio

0 1 2 3 4 5

Efecto estandarizado

B:Relación LL/LS

AC

BC

A:RelaciónF/L

C:Vel agitación

AB +
-
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Figura 19. Superficie de respuesta estimada para el tamaño promedio con contornos 

Se llevó a cabo la reproducción de los lotes optimizados por triplicado (tabla 9) y se 

verificó su tamaño promedio (Y1) y eficiencia de encapsulación (Y2). En el cual 

podemos observar que, para el tamaño, este difiere por 14.33 nm con base en lo 

predicho y obtenido según la técnica de dispersión dinámica de luz. Sin embargo, 

el tamaño sigue siendo favorable para la vía de administración pulmonar. Así mismo 

se observa que para la eficiencia de encapsulación se mostró una variabilidad de 

aproximadamente 15 % del valor encontrado con respecto al valor predicho. Este 

se considera aceptable. 

 

Tabla 9. Niveles óptimos predichos y valores encontrados en la optimización de NLC 

x1 X2 X3 Y1 Y2 

Niveles de optimización Predicho Encontrado Predicho Encontrado 

1:10 
20 mg/30 

mg 

6000 

rpm 
606.80 nm 

621.13 

±10.91 nm 
96.32% 82.88 ± 1.69% 
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8.5 Caracterización de los NLC optimizadas  

8.5.1 Tamaño promedio y potencial Z 

Se llevó a cabo un triplicado del lote para verificar las predicciones sobre el tamaño 

promedio y eficiencia de encapsulación. En la tabla 9 se muestran los valores 

predichos y encontrados de cada factor, así como, el tamaño obtenido por la técnica 

de dispersión dinámica de luz. Como se observa, el promedio obtenido fue de 621 ±

3.49 nm para dicho análisis (figura 20).  

Figura 20. Tamaño promedio de los NLC cargados con 5 mg de 6-HF PDI: 0.221 

 

8.5.2 Eficiencia de encapsulación 

Después de haber validado el método analítico se cuantificó la eficiencia de 

encapsulación de los NLC cargados con 6-HF. 

Según los factores estudiados mencionados anteriormente, se obtuvo una eficiencia 

de encapsulación en un rango de 82 al 90%, lo que indica que la molécula se 

encuentra dentro de la matriz propuesta. Estos valores se consideran viables para 

continuar con la optimización de dicha variable respuesta. 

Una vez optimizada la formulación se obtuvo una eficiencia de encapsulación del 

82.88 ± 1.69 %. 
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8.5.3 Eficiencia de carga 

Para determinar la eficiencia de carga de los acarreadores optimizados, se llevó a 

cabo la metodología 7.5.5, en donde se obtuvo un porcentaje en promedio del 

83.98% ± 3.56 como se observa en la figura 21. 

 

 

Figura 21. Eficiencia de carga en los NLC optimizados 

 

8.5.4 Rendimiento de proceso 

Para calcular el rendimiento se empleó la metodología 7.5.6. Los lotes obtenidos se 

pesaron y con base en el desarrollo de la ecuación del apartado antes mencionado 

se obtuvo un rendimiento del 82.02 ± 9.09, dicho análisis se realizó por triplicado. 

Tales valores indican un buen rendimiento durante la manufactura. 

8.5.5 Morfología 

Para la determinación de la morfología se empleó la técnica de Microscopia 

Electrónica de Barrido, SEM (por sus siglas en inglés). Dicha técnica tiene como 

fundamento utilizar un haz de electrones para formar una imagen, tiene una gran 
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profundidad de campo y esto permite que enfoque una gran parte de la muestra. 

También produce imágenes de alta resolución, que significa que características 

espacialmente cercanas en la muestra pueden ser examinadas a una alta 

magnificación. 

En la figura 22 podemos observar las diferentes formulaciones desarrolladas en 

dicho proyecto donde A representa a una partícula de 700 nm y en B se puede 

observar otra población de NLC con un tamaño de 500 a 700 nm, lo cual podemos 

comparar con los tamaños obtenidos por dispersión dinámica de luz (621.13 nm ± 

3.49). Mediante esta técnica se puede observar que los NLC presentan una 

morfología esférica y homogénea. 

En la figura C y D tenemos las NLC-CH en la formulación final del polvo seco 

(mezcla de NLC-CH con lactosa ML001). En donde se logran observar las NLC-CH 

con cristales de lactosa incrustados en la muestra, lo cual provoca que el tamaño 

de partícula aumente y la morfología sea amorfa. De igual manera existe una mayor 

aglomeración provocada por el polímero de recubrimiento (chitosán). Sin embargo, 

a pesar de dicho incremento, no afecta en la deposición particular dado el tamaño 

que es mantenido dentro del rango especificado previamente.  
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Figura 22. Micrografías por microscopía electrónica de barrido donde A y B son 

NLC, C y D son NLC-CH en mezcla con lactosa ML001. 

 

 

 

 

 

 



 
 

En la figura 23, podemos observar las micrografías de las NLC y NLC-CH donde, 

podemos decir que existe una mayor aglomeración en los NLC-CH y no presentan 

una forma esférica. En la figura B podemos observar una capa gruesa alrededor de 

la partícula que evidencia el recubrimiento con CHI. 

Con base en lo antes mencionado, podemos inferir que las partículas se encuentran 

cubiertas por el polímero CHI, pero se requiere de un mayor porcentaje de 

crioprotector para disminuir la aglomeración de estas (92) (93). 

 

 Figura 23. Micrografías por SEM donde A se observa una masa de NLC 

aglomerados y en B se observa los NLC-CH.  
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8.5.6 Presencia e interacción de los componentes por FT-IR 

Durante la caracterización estructural y presencia de componentes mediante 

espectrometría infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR) se prepararon 

mezclas físicas, NLC, NLC-CH y 6-HF.  

En la figura 24 se pueden observar los espectros FT-IR de la 6-HF, los NLC y los 

NLC-CH. 

Con respecto al espectro de la 6-HF se pueden observar bandas características 

correspondiente al grupo carbonilo presente a los 1600 cm-1 aproximadamente, a 

los 1540 cm-1 debido a estiramientos de doble enlace carbono- carbono de los 

anillos del benceno, así como unos ligeros sobretonos característicos de un anillo 

aromático. Además de observar estiramientos con respecto al grupo éter a los 1180 

cm-1 como grupo funcional característico presente en la molécula. 

En las bandas del espectro de NLC y NLC-CH se observa un desplazamiento del 

grupo carbonilo de la 6-HF. Considerando también que los lípidos presentan grupos 

carbonilos característicos de los grupos ésteres, por lo que se observan 

sobrepuestos. 

En el espectro de NLC-CH se observa claramente a 3200 cm-1 la banda 

característica de los grupos alcohol (OH) que se encuentran presentes en el 

polímero de recubrimiento CHI, así como algunos éteres presentes característicos 

de dicho polímero, que además como se mencionó anteriormente la molécula 6-HF 

tiene presente en su estructura química.  

 



 
 

 

Figura 24. Espectros IR de la 6-HF, NLC libres y con 6-HF y NLC-CH 

 

Longitud de onda (cm-1) 



 
 

57 
 

8.5.7 Determinación del perfil de difracción mediante difracción de Rayos X 

(DRX) 

Para investigar los cambios de la estructura cristalina de los NLC y NLC-CH, se 

realizaron los ensayos empleando la técnica de difracción de rayos x de polvos. 

Los patrones de difracción de rayos x de NLC, NLC-CH, 6-HF, lipocire y lactosa, se 

pueden observar en la figura 25. El difractograma de 6-HF muestra un pico intenso 

en 2Θ igual a 13° y un difractograma definido, lo cual es característico de estructuras 

altamente cristalinas. Por otro lado, en las NLC se observa menos intenso y en las 

NCL-CH desaparece, lo que indica el amorfismo de la 6-HF en las nanopartículas. 

Las intensidades de las NLC y NLC-CH son más definidas, lo que sugiere que el 

grado de cristalinidad es mayor en las nanopartículas que en las materias primas. 

Además, los difractogramas de las nanopartículas muestran cambios graduales con 

el aumento del contenido de lipocire en la matriz lipídica. Mientras que en la mezcla 

física no muestra picos definidos, en los NLC se observa un pico agudo en 2Θ igual 

a 18° y 23°. En el polímero mucoadhesivo se observa que el CHI corresponde a una 

sustancia amorfa. 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

Figura 25. Patrones de difracción de rayos X de polvos de los materiales y de las 

formulaciones (NLC y NLC-CH) 

 

 

 

 

 



 
 

59 
 

8.5.8 Interacción de los componentes por DSC 

La calorimetría diferencial de barrido (DSC) es una técnica altamente sensible para 

estudiar las propiedades termotrópicas de muchas macromoléculas y extractos 

biológicos diferentes. Esta técnica se ha aplicado al campo farmacéutico con 

estudios de excipientes y medicamentos de ADN. En los últimos tiempos, se ha 

prestado más atención a los sistemas de administración de fármacos basados en 

lípidos y a las interacciones farmacológicas con membranas biomiméticas. Se han 

utilizado transiciones de fase altamente reproducibles para determinar valores, tales 

como el tipo de interacción de unión, pureza, estabilidad y liberación de un 

mecanismo de administración de fármacos (Chiu & Prenner, 2011). También se 

puede utilizar para analizar la incorporación de medicamentos en las nanopartículas 

mediante el examen del cambio de entalpía. El DSC es una de las principales 

herramientas utilizadas para la caracterización del estado de la matriz, con 

polimorfismo e incorporación de fármacos en las dispersiones de lípidos. Las 

nanopartículas tienden a tener una temperatura de fusión disminuida en 

comparación con las materias primas que no tienen el tamaño nanométrico. 

En la figura 26 se observan los termogramas de la mezcla física, de los NLC, NLC-

CH con y sin fármaco y de la 6-HF. En la 6-HF podemos observar un evento 

endotérmico a los 240°C característico del punto de fusión de la molécula, lo cual, 

nos permite afirmar la pureza de ella. Los termogramas de NLC no mostraron una 

banda intensa como en la mezcla física, lo cual puede ser indicativo de la 

disminución de la cristalinidad. Los estudios de DSC revelan el efecto polimérico, 

es decir, el efecto de encapsulación de los lípidos en un fármaco basado en los 

cambios en los valores máximos del punto de fusión, es decir, para el fármaco puro 

muestra un pico endotérmico a 240° C y para el fármaco unido muestra no muestra 

un pico ya que, disminuye con el aumento del lipocire y el chitosán. 

El inicio del pico endotérmico debe estar relacionado con la acumulación de presión 

debido a la evaporación del agua dentro de las charolas. Los polisacáridos suelen 

tener una fuerte afinidad por el agua y, en estado sólido, estas macromoléculas 



 
 

pueden tener estructuras desordenadas que pueden hidratarse fácilmente 

(Netsomboon & Bernkop, 2016). 

En las NLC-CH se puede observar un evento exotérmico a 220 °C 

aproximadamente, el cual puede deberse al reordenamiento de las moléculas del 

chitosán. 

 

Figura 26. Termogramas de la mezcla física, NLC y NLC-CH con fármaco y de la 6-HF 

8.5.9 Recubrimiento con chitosán 

Los NLC se recubrieron con CHI a diferentes concentraciones y por medio de un 

ANOVA se eligió la concentración más adecuada para la experimentación. 

Dado que el valor P (0.016) del tamaño promedio fue menor que el alfa (0.05) en la 

comparación de las 3 concentraciones de CHI (tabla 10), se observó que, si existe 

una diferencia estadísticamente significativa, sin embargo, en la carga de potencial 

zeta no se encontró una diferencia estadísticamente significativa entre los valores 

obtenidos. 
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Se decidió utilizar la concentración de CHI al 1% ya que se conoce que, con 

respecto al uso del polímero CHI en altas concentraciones de éste en sistemas 

particulados, tienden a formar aglomeraciones entre ellas, además de que se obtuvo 

un tamaño adecuado para ser formulado para la vía pulmonar (United States 

Pharmacopeial Convention, 2012). 

Tabla 10. Tamaño promedio y potencial zeta de los NLC a diferentes concentraciones de 

CHI. 

Recubrimiento con 

CHI 

(%) 

Tamaño promedio 

nm 

Potencial Zeta 

mV 

1 832.35 ± 5.62 30.13 ± 1.79 

2 1354.10 ± 4.62  28.23 ± 1.53 

3 1895.00 ± 31.43 30.23 ± 1.58 

 

8.5.10 Pruebas de mucoadhesión  

8.5.10.1 Incubación por mucinas 

En el estudio se empleó mucina de estómago de cerdo tipo II al 1 y 2% p/v. Se 

pesaron 50 mg de NLC recubiertos, los cuales se resuspendieron en 3 mL de buffer 

pH 5.5. Por otro lado, se pesaron 60 mg de mucinas y fueron disueltos en 3 mL de 

buffer pH 5.5. 

En los NLC no se observa un cambio brusco en el tamaño dado que podemos 

observar que las tallas oscilaban entre 600 a 700 nm (ver tabla 11) durante todo el 

ensayo, sin embargo, podemos decir que incrementó ligeramente la talla por una 

posible aglomeración de las partículas. Para el análisis del potencial zeta, mediante 

un ANOVA se encontró que el valor-P (0.3121) es mayor que 0.05, por lo que no 

existe una diferencia estadísticamente significativa entre las desviaciones estándar, 



 
 

con un nivel del 95.0% de confianza en el análisis del potencial zeta para los NLC 

cargados con 6-HF (anexo). 

En la figura 27 se puede observar un incremento en la talla de las NLC-CH, en la 

segunda hora surge un incremento de hasta 500 nm, mientras que en la tercera y 

cuarta hora la talla se mantiene constante en 2000 nm. En el análisis de varianza 

(ANOVA) del tamaño promedio en función de las NLC-CH cargados con 6-HF se 

observa una diferencia estadísticamente significativa puesto que el valor P de la 

prueba F es menor que 0.05. De la misma manera, se puede observar un cambio 

significativo en el potencial zeta, donde conforme transcurre el tiempo, la interacción 

de mucina-partículas provoca un cambio en la carga. Esto surge dado que existe 

una interacción electrostática entre la mucina y el CHI. Las interacciones entre el 

CHI y las mucinas dependen de varios factores intrínsecos como puede ser el peso 

molecular del polímero, pero también dependen en gran medida de los factores 

externos o ambientales en los que tiene lugar la interacción, por ejemplo, el pH del 

medio, concentración de mucinas e incluso la temperatura. El CHI tiene, en general, 

un pKa alrededor de 6.1, por lo tanto, a un pH más bajo que el pKa, el grupo amina 

en las unidades de N-acetil-glucosamina será protonado, lo que conducirá a fuerzas 

de repulsión electrostática entre ellos y, por lo tanto, favorecerá una conformación 

más extendida de la molécula (Celli, 2007; Lu, 2013). 
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Figura 27. Tamaño promedio y potencial Z de las NLC y NLC-CH al interaccionar con 

mucinas 

 

8.5.11 Evaluación de la eficacia de los NLC in vitro 

8.5.11.1 Perfiles de liberación 

Se realizaron estudios de liberación de los NLC optimizados y recubiertos a 

condiciones “sink” usando el aparato II según la FEUM, se colocaron los vasos a 

37°C con 100 rpm. Se tomaron muestra del medio a diferentes tiempos y se midió 

por medio del espectrofotómetro UV remplazando con medio fresco. 

Se evaluó el perfil de liberación de los NLC optimizados y recubiertos (con 1 mg 

respecto a 6-HF). Como control se evaluó la liberación del polvo de 6-HF sin ser 

formulado. En la figura 28 se observan los perfiles correspondientes a pH 5.5 de las 

partículas recubiertas y sin recubrir. Se observa que no existe una diferencia 



 
 

significativa entre de los perfiles de las NLC y NLC-CH, sin embargo, en 

comparación con el polvo de 6-HF se observa un aumento en la disolución 

empleando las nanopartículas (Jia et al, 2009). 

Después de obtener los perfiles de liberación, los resultados se ajustaron a 

diferentes modelos matemáticos con la finalidad de dilucidar el mecanismo de 

liberación. En la tabla 11 se observan las r2 y constantes de cada modelo; 

observando un mejor ajuste en el modelo de Higuchi, lo cual nos puede decir que la 

molécula es liberada por difusión. El modelo de Higuchi se basa en los siguientes 

supuestos: la difusión del fármaco solo ocurre en una sola dimensión, hinchazón y 

disolución de la matriz, moléculas de fármaco mucho más pequeñas que el espesor 

del sistema, difusividad constante del fármaco, el entorno de liberación actúa como 

un sumidero perfecto y una solubilidad del fármaco mucho mayor que la 

concentración inicial del fármaco en la matriz (Dash, 2010). 
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Figura 28. Perfiles de liberación a pH 5.5 de 6-HF a partir de los NLC y NLC-CH en 

comparación con la disolución del polvo de fármaco 
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Tabla 11. Modelos matemáticos ajustados al perfil de liberación 

 

 

 

 

 

 

 

8.6  Formulación y evaluación de las propiedades aerolizables de los NLC. 

 

8.6.1 Formulación y evaluación de las propiedades aerolizables de las NLC-

CH. 

En la elaboración de DPI se requiere de la incorporación de excipientes con 

partículas con un diámetro mayor a las NLC para mejor la dispersión del flujo y en 

la actualidad, el más utilizado es la lactosa monohidratada (Da Silva et al, 2017). 

El epitelio alveolar del pulmón puede ser dirigido de manera efectiva al administrar 

los fármacos en una formulación de un DPI, con un MMAD menor a 5 µm. El 

desarrollo de formulaciones de polvo seco para inhalación es una propuesta 

atractiva porque mejora los problemas de estabilidad y solubilidad de los fármacos. 

Además, un aerosol de polvo seco ofrece la capacidad de proporcionan una amplia 

gama de dosis únicas por inhalación. Otras ventajas son la baja susceptibilidad al 

crecimiento microbiano y la idoneidad para fármacos tanto solubles en agua como 

insolubles (Healy et al, 2013). 

En este proyecto se utilizaron dos marcas comerciales distintas de lactosa 

(respitose y lactohale); de las cuales se utilizaron dos modelos distintos de cada una 

(ML001, ML006, LH200 y LH201). Una vez obtenida las mezclas se evaluaron las 

propiedades de flujo de los polvos mediante sus pruebas reológicas (figura 29). 

Modelo r2 Constante (k) 

Higuchi 0.985 19.337 h-1/2 

Orden cero 0.8706 5.0428 h-1 

Primer orden 0.4765 0.1098 h-1 

Hixon-crowell 0.5217 -0.233 h-1/3 

Korsemeyer-peppas 0.34 n= 0.3694 
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Figura 29. Evaluación de las pruebas reológicas de las mezclas de lactosa-NLC  

 

Con base en los resultados se puede observar que, al aumentar la proporción de 

lactosa, la fluidez del polvo se vuelve pobre (anexos). Es por ello que se consideró 

la proporción 1:2 de lactosa-NLC adecuada para esta formulación. Una vez elegida 

la mejor proporción, se analizaron los distintos tipos de lactosa con base en sus 

propiedades reológicas. 

En la tabla 12 podemos observar que las propiedades reológicas van incrementando 

conforme al tamaño de partícula de la lactosa. Según la FEUM, un valor de 5-15% 

en el índice de Carr, es característico de un tipo de flujo excelente, como sucede en 

la ML001. Sin embargo, las otras mezclas cuentan con un tipo de flujo regular (18-

25%). Al igual que, estos valores coinciden con el índice de Hausner, el cual nos 

explica la fluidez de los polvos, considerando de 1.09-1.10 una excelente fluidez. 

Con base en lo ya mencionado, se consideró como mejor proporción la 1:2, ya que 

presentó las mejores propiedades reológicas.  

 

 

 



 
 

Tabla 12. Determinación de las propiedades reológicas de las mezclas en una proporción 

1:2 lactosa-NLC 

Tipo de 

lactosa 

ʆ aparente 

(g/mL) 

ʆ 

compactada 

(g/mL) 

Índice de Carr 

(%) 

Índice de 

Hausner 

Ángulo de 

reposo(°) 

ML001  0.17± 0.00 0.18± 0.00 9.44± 1.70 1.10± 0.02 14.38± 1.83 

ML006  0.17± 0.0 0 0.21± 0.01 20.56± 2.74 1.26± 0.05 17.63± 0.53 

LH200 0.17± 0.00 0.22 ± 0.00 23.33± 2.55 1.30± 0.04 10.46± 5.73 

LH201 0.17± 0.00 0.22 ± 0.00 25.00± 0.0 1.33± 0.00 15.70± 3.43 

Representando el promedio ± DE; densidad aparente, densidad compactada, índice de 

Carr, índice de Hausner y ángulo de reposo con una n=3. 

 

Posteriormente, se evaluó la deposición de partículas utilizando el método de 

cascada de Andersen. En donde, se calculó el diámetro de masa media 

aerodinámica (MMAD), empleando la fórmula: MMAD= 𝑑 (
𝑝

𝑝𝑜𝑋
)1/2 , donde d es el 

diámetro de la partícula previamente calculado, p es la densidad compactada y po 

es la densidad aparente y X es el factor de superficie, que por ser esférica el valor 

es igual a 1 (tabla 13). Se observó que la fluidez de los polvos se ve afectados por 

el tamaño de partícula, es por ello, que se debe considerar la deposición de 

partículas, ya que, en los bronquios y bronquiolos el diámetro oscila entre 1-5 µm. 

Es por ello, que la lactosa ML001 es más conveniente para la formulación de nuestro 

polvo seco para inhalación. La lactosa LH201 es un polvo fino que de igual manera 

presentó una MMAD conveniente para la vía de administración, sin embargo, se 

conoce que entre más pequeña sea la partícula esta será exhalada o eliminada por 

el organismo. 
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Tabla 13. Determinación de las propiedades reológicas de las mezclas en una 

proporción 1:2 lactosa-NLC 

Tipo de lactosa MMAD (µm) GSD 

ML001 2.12 ± 0.95 
0.32 

ML006 8.69 ± 2.27 
0.93 

LH200 8.04 ± 1.38 
0.90 

LH201 0.76 ± 0.14 
-0.11 

 

Una vez eligiendo la ML001 como excipiente adecuado para la formulación, se 

evaluó el MMAD mediante 3 distintas formas; la primera fue la mencionada 

anteriormente, en la segunda ese fue calculando el logaritmo del diámetro vs el 

porcentaje acumulado y finalmente mediante el peso retenido de cada membrana. 

En la tabla 14 se observan el MMAD calculado en las tres maneras de la mezcla 

ML001-NLC en una proporción 1:2. Se puede observar que se obtuvo un MMAD 

menor a 3µm, lo cual es apto, ya que la deposición de partículas esperada se lleva 

a cabo mediante sedimentación en los bronquios y bronquiolos. 

Por otro lado, los valores de la GSD son menores a 2, lo cual es ideal ya que, las 

partículas deben estar lo más cerca posible de la monodispersidad para aumentar 

la deposición en el sitio de acción deseado y aumentar la eficacia del tratamiento 

(Zanen et al, 1998). Esto nos indica que el tamaño de partícula de los polvos 

obtenidos es adecuado para la administración pulmonar. 

 

 

 

 



 
 

Tabla 14. MMAD y GSD de la formulación del polvo seco 1:2 ML001-NLC 

Método MMAD (µm) GSD 

Diámetro en peso 2.02  ± 0.38 1.4  ± 0.21 

Log del diámetro 1.93 ± 0.75 1.71 ± 0.38 

Con densidades 2.12 ±  0.95 0.3 ± 0.18 

 

 

Empleando un microscopio, se observó a 40X la formulación de acarreadores 

formulados con lactosa, así como la forma cristalina de la ML001. Debido a la escala 

de este equipo no se observan a ver los NLC dado a su tamaño, sin embargo, 

alrededor de los cristales se puede observar una aglomeración de partículas, las 

cuales podemos decir que son los NLC (figura 30). La recolección de esta muestra 

fue adquirida del ensayo de impactador en cascada de Andersen de la etapa 3. 

 

Figura 30. A) Cristales de lactosa ML001 con NLC-CH B) Cristales de lactosa ML001 sin 

NLC-CH  
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8.7 Determinación del efecto traqueorrelajante utilizando la concentración 

efectiva media (CE50) 

 

Se determinó el efecto traqueorrelajante en anillos de tráquea aislada de rata de las 

mezclas de los polvos (ML001-NLC-CH, NLC cargados con 6-HF y sin molécula, 

NLC-CH cargados con 6-HF y de la molécula experimental 6-HF), estos fueron 

cargados a la CE50 de la 6-HF con una concentración de 84.14µM (Flores-Flores 

A et al, 2018). 

En la figura 31 podemos observar una barra azul, la cual representa a la 6-HF 

previamente disuelta en DMSO, esto fue debido a que la solubilidad de esta es nula 

en medios acuosos. Así mismo, se utilizó la teofilina como control ya que, se conoce 

que es un fármaco utilizado para el tratamiento del asma. 

Del estudio de las nanopartículas podemos observar que los NLC-CH y NLC 

cargados con 6-HF presentan una relajación de aproximadamente el 30% en los 

primeros 30 minutos, esto se relaciona con el mecanismo de liberación de los 

acarreadores, lo cual confirma que su liberación es controlada. Esto nos puede 

indicar que la formulación puede funcionar como medicamento de rescate y además 

como de tratamiento, ya que en las siguientes horas se puede observar que la 

relajación se mantiene entre el 80 y 100% durante las siguientes 7 horas (figura 31).



 
 

 

Figura 31.- Efecto traqueorrelajante de los NLC, NLC-CH, de la mezcla de lactosa-NLC y de la 6-HF 
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9. CONCLUSIÓN GENERAL 

 

En este proyecto se lograron obtener acarreadores lipídicos nanoestructurados 

recubiertos con un polímero mucoadhesivo (CHI) cargados con 6-hidroxiflavona con 

un tamaño adecuado y propiedades tecnológicas aerolizables para poder ser 

administrados por la vía pulmonar, generando un efecto traqueorrelajante constante 

durante al menos 7 horas. 

 

9.1 CONCLUSIONES PARTICULARES 

 

 

 El método analítico se desarrolló y validó para cuantificar la 6-

hidroxiflavona empleando una longitud de onda de 265 nm. 

 

 

 Se obtuvieron acarreadores lipídicos nanoestructurados por el método de 

emulsión simple- evaporación de disolvente bajo condiciones óptimas. 

 

 Los acarreadores fueron caracterizados, encontrando tallas promedio 

entre 523 a 1038 nm con PDI menor a 0.3, con potencial negativo de -15 

a -23 mV y una eficiencia de encapsulación de 74.39% a 95.6%. 

 

 Los acarreadores fueron optimizados con un tamaño promedio de 621.13 

nm y una eficiencia de encapsulación del 82.88%. 

 

 

 Los acarreadores recubiertos con chitosán obtuvieron un tamaño 

promedio de 832.35 ± 5.62 nm y un potencial zeta de 30.13 ± 1.79 mV. 



 

 
 

 

 

 Los NLC-CH presentaron una mucoadhesión mediante interacción con 

mucinas. 

 

 Los NLC y NLC-CH liberan alrededor del 80% dentro de las primeras 24 

horas en un ambiente ácido característico de pacientes asmáticos (pH 

5.5). 

 

 La mezcla de lactosa-NLC presentó buenas propiedades de flujo 

mediante sus propiedades reológicas. 

 

 

 Se obtuvo un MMAD adecuado para que las partículas sean depositadas 

en bronquios y bronquiolos. 

 

 Los NLC, NLC-CH y la mezcla de ML001-NLC producen un efecto 

relajante de la musculatura lisa de las vías aéreas relacionado a un 

bloqueo de influjo de Ca2+, lo cual nos indica que la 6-hidroxiflavona se 

encuentra encapsulada dentro del acarreador y conforme pasa el tiempo 

la va liberando.
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10. PERSPECTIVAS 

 

 Desarrollar formulaciones probando al menos 3 dosis distintas y 

evaluar sus efectos. 

 

 Evaluar el efecto antiasmático de los acarreadores en un modelo in 

vivo de cobayo. 

 

 

 Llevar a cabo pruebas de estabilidad de las diferentes formulaciones. 
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12. ANEXOS 

12.1 Curva de calibración del método analítico 

 

 

Figura 32. Curva de calibración de 6-HF 
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concentración Abs. Abs./Concentración 

0 0.087 0.000 

0 0.084 0.000 

0 0.085 0.000 

0.5 0.237 0.475 

0.5 0.243 0.487 

0.5 0.238 0.476 

0.75 0.348 0.464 

0.75 0.346 0.462 

0.75 0.336 0.449 

1 0.464 0.465 

1 0.485 0.486 

1 0.498 0.498 

1.5 0.703 0.469 

1.5 0.723 0.482 

1.5 0.719 0.480 

2 0.936 0.468 

2 0.976 0.488 

2 0.941 0.471 

 
Promedio 0.475 

 
DE 0.013 

 
CV 2.647 



 

 
 

 

 

 

 

[experimental] % recobro 

    

1.01 101.258 

1.00 100.212 

1.02 101.614 

2.02 101.027 

2.03 101.267 

1.98 99.166 

PROMEDIO 100.757 

DE 0.911 

CV 0.904 

INTERVALO 

DE 

CONFIANZA 0.956 
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Resumen 
        

         
Estadísticas de la regresión 

       
Coeficiente de correlación 

múltiple 0.998738232 
       

Coeficiente de determinación 

R^2 0.997478057 
       

R^2  ajustado 0.997284061 
       

Error típico 0.013908916 
       

Observaciones 15 
       

         
ANÁLISIS DE VARIANZA 

        

  

Grados de 

libertad 

Suma de 

cuadrados 

Promedio 

de los 

cuadrados F 

Valor crítico 

de F 
   

Regresión 1 0.99471338 0.99471338 5141.75534 2.8079E-18 
   

Residuos 13 0.00251495 0.00019346 
     

Total 14 0.99722834       
   

         

  Coeficientes Error típico 

Estadístico 

t Probabilidad 

Inferior 

95% 

Superior 

95% 

Inferior 

95.0% 

Superior 

95.0% 

Intercepción 

-

0.003210057 0.00846834 

-

0.37906553 0.71075834 -0.0215048 0.01508469 

-

0.021504803 0.015084688 

Variable X 1 0.478194253 0.00666881 71.7060342 2.8079E-18 0.46378715 0.49260135 0.463787155 0.492601351 



 

 
 

12.2 Análisis de varianza de la incubación con mucinas comparando 

tamaño promedio y potencial zeta 

 

 

 

Figura 33. Gráfico de tamaño promedio de NLC cargados en diferentes tiempos de 

incubación con solución de mucinas al 1% (n=3) 
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Figura 34. Gráfico de potencial zeta de NLC cargados en diferentes tiempos de 

incubación con solución de mucinas al 1% (n=3) 
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Figura 35. Prueba pos-hoc para el tamaño promedio de NLC-CH cargados con 6-

HF en diferentes tiempos de incubación con solución de mucinas al 1% (n=3) 

 

Figura 36. Prueba pos-hoc para el potencial zeta de los NLC-CH cargados con 6-

HF en diferentes tiempos de incubación con solución de mucinas al 1% (n=3) 

 

0 1 2 3 4

Medias y 95.0% de Fisher LSD

Tiempo (horas)

-10

0

10

20

30

40

P
o

te
n

c
ia

l 
z
e

ta
 (

m
V

)



 

93 
 

 

Figura 37. Prueba pos-hoc para el tamaño promedio a diferentes concentraciones 

de CHI 

 

 

Figura 38. Prueba pos-hoc para el potencial zeta a diferentes concentraciones de 

CH 
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12.3 Perfil de liberación a un pH 7.4. 

 

Figura 39. Perfiles de liberación a pH 7.4 de 6-HF a partir de los NLC y NLC-CH 

en comparación con la disolución del polvo de fármaco 
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12.4 Recubrimiento mucoadhesivo empleando chitosán 

Tabla 15. Tamaño promedio y potencial zeta de los NLC y NLC-CH al 1% de 

mucinas 

Tiempo/ 

concentración de 

mucina 

Tamaño promedio (nm) Potencial zeta (mV) 

NLC NLC-CH NLC NLC-CH 

0 657.3 ± 45.96 830 ± 1.27 -25.3 ± 1.77 30.2 ± 0.28 

1 660 ± 26.16 1350 ± 82.73 -20.1 ± 0.85 15.6 ± 1.96  

2 687.5 ± 7.78 1908 ± 26.16 -17.1 ± 0.28 -5.43 ± 1.40 

3 703.5 ± 5.23 2190 ± 12.73 
-15.19 ± 

2.12 
-3.25 ± 1.90 

4 720.1 ± 5.66 2202 ± 11.31 -8.3 ± 0.37 -8.89 ± 0.72 

*Tiempo en horas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

12.5 Gráficos de modelos matemáticos ajustados a los perfiles de 

liberación. 

 

Figura 40. Gráfico de modelo de Higuchi 
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Figura 41. Gráfico de modelo de Orden Cero 

 

 

Figura 42. Gráfico de modelo de Primer orden 
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Figura 43. Gráfico de modelo de Hixon-Crowell 

 

 

Figura 44. Gráfico de modelo de Korsmeyer-Peppas 
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Figura 45. Gráfico de modelo de Weibull 

 

 

Figura 46. Gráfico de modelo de Baker Lansdale 
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Figura 47. Gráfico de modelo de Hopfenberg 

12.6 Pruebas reológicas en distintas proporciones. 

12.6.1 Pruebas reológicas en una mezcla de lactosa-NLC con una 

proporción 1:1. 

Tabla 16. Pruebas reológicas de las diferentes lactosas con una proporción 

1:1. 

Tipo de 

lactosa 

ʆ aparente 

(g/mL) 

ʆ compactada 

(g/mL) 

índice de 

Carr (%) 

índice de 

Hausner 

(%) 

Ángulo de 

reposo (°) 

ML001 0.25 0.29 12.50 1.14 15.27 

ML006 0.29 0.33 14.29 1.17 16.73 

LH 200 0.25 0.33 25.00 1.33 11.90 

LH201 0.20 0.29 30.00 1.43 17.40 
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Tabla 17. Pruebas reológicas de las diferentes lactosas con una proporción 

1:1 (réplica 2). 

Tipo de 

lactosa 
ʆ aparente 

(g/mL) 
ʆ compactada 

(g/mL) 
índice de 

Carr (%) 

índice de 

Hausner 

(%) 

Ángulo de 

reposo (°) 

ML001 0.08 0.09 12.50 1.14 15.30 

ML006 0.08 0.10 25.00 1.33 17.30 

LH 200 0.08 0.11 30.00 1.43 8.90 

LH201 0.08 0.10 25.00 1.33 16.30 

 

 

 

Tabla 18. Pruebas reológicas de las diferentes lactosas con una proporción 

1:1 (réplica 3). 

 

Tipo de 

lactosa 
ʆ aparente 

(g/mL) 
ʆ compactada 

(g/mL) 
índice de 

Carr (%) 

índice de 

Hausner 

(%) 

Ángulo de 

reposo (°) 

ML001 0.08 0.09 12.5 1.14 17.70 

ML006 0.08 0.11 30.00 1.43 16.60 

LH 200 0.08 0.12 37.50 1.60 9.50 

LH201 0.08 0.11 30.00 1.43 17.50 

 

 



 

 
 

12.6.2 Pruebas reológicas en una mezcla de lactosa-NLC con una 

proporción 2:1. 

Tabla 19. Pruebas reológicas de las diferentes lactosas con una proporción 

2:1. 

Tipo de 

lactosa 

ʆ aparente 

(g/mL) 

ʆ compactada 

(g/mL) 

índice de 

Carr (%) 

índice de 

Hausner 

(%) 

Ángulo de 

reposo (°) 

ML001 0.29 0.50 42.86 1.75 19.03 

ML006 0.25 0.40 37.50 1.60 16.43 

LH 200 0.22 0.33 33.33 1.50 17.23 

LH201 0.29 0.36 20.00 1.25 22.19 

 

Tabla 19. Pruebas reológicas de las diferentes lactosas con una proporción 

1:1 (réplica 2). 

Tipo de 

lactosa 
ʆ aparente 

(g/mL) 
ʆ compactada 

(g/mL) 
índice de 

Carr (%) 

índice de 

Hausner 

(%) 

Ángulo de 

reposo (°) 

ML001 0.25 0.29 12.50 1.14 19.16 

ML006 0.22 0.33 33.33 1.50 19.37 

LH 200 0.22 0.33 33.33 1.50 25.15 

LH201 0.25 0.40 37.50 1.60 22.70 
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Tabla 20. Pruebas reológicas de las diferentes lactosas con una proporción 

2:1 (réplica 3). 

Tipo de 

lactosa 
ʆ aparente 

(g/mL) 
ʆ compactada 

(g/mL) 
índice de 

Carr (%) 

índice de 

Hausner 

(%) 

Ángulo de 

reposo (°) 

ML001 0.25 0.30 17.5 1.21 17.70 

ML006 0.25 0.33 25.00 1.33 18.18 

LH 200 0.20 0.29 30.00 1.43 21.56 

LH201 0.25 0.33 25.00 1.33 21.04 

 

12.6.3 Pruebas reológicas en una mezcla de lactosa-NLC con una 

proporción 1:2. 

Tabla 21. Pruebas reológicas de las diferentes lactosas con una proporción 

1:2 

Tipo de 

lactosa 

ʆ aparente 

(g/mL) 

ʆ compactada 

(g/mL) 

índice de 

Carr (%) 

índice de 

Hausner (%) 

Ángulo de 

reposo (°) 

ML001 0.17 0.18 8.33 1.09 14.83 

ML006 0.17 0.20 16.67 1.20 17.64 

LH 200 0.17 0.22 25.00 1.33 17.22 

LH201 0.17 0.22 25.00 1.33 22.18 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

Tabla 22. Pruebas reológicas de las diferentes lactosas con una proporción 

1:2 (réplica 2). 

Tipo de 

lactosa 
ʆ aparente 

(g/mL) 
ʆ compactada 

(g/mL) 
índice de 

Carr (%) 
índice de 

Hausner (%) 
Ángulo de 

reposo (°) 

ML001 0.17 0.18 8.33 1.09 14.70 

ML006 0.17 0.21 20.00 1.25 17.30 

LH 200 0.17 0.22 25.00 1.33 19.87 

LH201 0.17 0.22 25.00 1.33 22.34 

 

 

Tabla 23. Pruebas reológicas de las diferentes lactosas con una proporción 

1:2 (réplica 3). 

Tipo de 

lactosa 
ʆ aparente 

(g/mL) 
ʆ compactada 

(g/mL) 
índice de 

Carr (%) 
índice de 

Hausner (%) 
Ángulo de 

reposo (°) 

ML001 0.17 0.19 11.7 1.13 17.70 

ML006 0.17 0.22 25.00 1.33 16.60 

LH 200 0.17 0.21 20.00 1.25 9.50 

LH201 0.17 0.22 25.00 1.33 17.50 
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Tabla 24. Promedio de las pruebas reológicas de las diferentes lactosas con 

una proporción 1:2 

Tipo de 

lactosa 
ʆ aparente 

(g/mL) 
ʆ compactada 

(g/mL) 
Índice de 

Carr (%) 
Índice de 

Hausner 
Ángulo de 

reposo(°) 

ML001 0.17 0.18 9.44 1.10 14.38 

ML006 0.17 0.21 20.56 1.26 17.63 

LH 200 0.17 0.22 23.33 1.30 10.46 

LH201 0.17 0.22 25.00 1.33 15.70 
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12.7 Gráficos y cálculos de la masa media aerodinámica en una proporción 1:2 de ML001-NLC-CH. 

 

Tabla 25. MMAD y GSD calculados por % peso acumulado de lactosa ML001. 

1
 M

L
0

0
1
 

Numero 

Cantidad de 

orificios 

Diámetro 

(Xi) Peso (g) (ni) %peso NiXi 

% peso 

acumulado 

0 96.00 9.00 0.10 6.67 0.90 6.67 

1 96.00 5.50 0.00 0.00 0.00 6.67 

2 400.00 4.70 0.00 0.00 0.00 6.67 

3 400.00 3.30 0.30 20.00 0.99 26.67 

4 400.00 2.10 0.12 8.00 0.25 34.67 

5 400.00 1.10 0.26 17.19 0.28 51.85 

6 400.00 0.70 0.08 5.33 0.06 57.19 

7 201.00 0.34 0.29 19.19 0.10 76.38 

Base 0.00 0.00 0.14 9.12 0.00 85.50 

Suma     1.28 85.50 2.58 85.50 
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Tabla 26. MMAD y GSD calculados por % peso acumulado de ML001 (réplica 2). 

2
 M

L
0

0
1
 

Numero 

Cantidad de 

orificios 

Diámetro 

(Xi)mm Peso (g) (ni) %peso NiXi 

% peso 

acumulado 

0.00 96.00 9.00 0.14 9.33 1.26 9.33 

1.00 96.00 5.50 0.00 0.00 0.00 9.33 

2.00 400.00 4.70 0.00 0.00 0.00 9.33 

3.00 400.00 3.30 0.15 10.00 0.50 19.33 

4.00 400.00 2.10 0.18 12.00 0.38 31.33 

5.00 400.00 1.10 0.30 20.00 0.33 51.33 

6.00 400.00 0.70 0.18 12.00 0.13 63.33 

7.00 201.00 0.34 0.13 8.67 0.04 72.00 

Base 0.00 0.00 0.15 9.85 0.00 81.85 

Suma     1.23 81.85 2.63 81.85 
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Tabla 27. MMAD y GSD calculados por % peso acumulado de ML001 (réplica 3). 

3
 M

L
0

0
1
 

Numero 

Cantidad de 

orificios 

Diámetro 

(Xi)mm Peso (g) (ni) %peso NiXi 

% peso 

acumulado 

0.00 96.00 9.00 0.18 0.35 1.62 0.35 

1.00 96.00 5.50 0.00 0.00 0.00 0.35 

2.00 400.00 4.70 0.00 0.00 0.00 0.35 

3.00 400.00 3.30 0.26 17.33 0.86 17.68 

4.00 400.00 2.10 0.15 10.00 0.32 27.68 

5.00 400.00 1.10 0.18 11.89 0.20 39.58 

6.00 400.00 0.70 0.16 10.40 0.19 49.98 

7.00 201.00 0.34 0.20 13.33 0.07 63.31 

Base 0.00 0.00 0.16 10.58 0.00 73.89 

Suma     1.28 73.89 3.25 73.89 
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Tabla 28. MMAD y GSD calculados por % peso acumulado de ML006. 

1 ML006 

Numero 

Cantidad de 

orificios 

Diámetro 

(Xi)mm Peso (g) (ni) NiXi %peso 

% peso 

acumulado 

0.00 96.00 9.00 0.15 1.34 9.91 9.91 

1.00 96.00 5.50 0.00 0.00 0.00 9.91 

2.00 400.00 4.70 0.00 0.00 0.00 9.91 

3.00 400.00 3.30 0.20 0.66 13.25 23.16 

4.00 400.00 2.10 0.15 0.32 10.00 33.16 

5.00 400.00 1.10 0.18 0.20 11.97 45.13 

6.00 400.00 0.70 0.34 0.24 22.67 67.79 

7.00 201.00 0.34 0.28 0.09 18.59 86.39 

Base 0.00 0.00 0.14 0.00 9.12 95.51 

Suma     1.43 2.84 95.51 95.51 
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Tabla 29. MMAD y GSD calculados por % peso acumulado de ML006 (réplica 2). 

2 ML006 

Numero 

Cantidad de 

orificios 

Diámetro 

(Xi) 

Peso (g) 

(ni) NiXi %peso 

% peso 

acumulado 

0.00 96.00 9.00 0.11 1.00 7.42 7.42 

1.00 96.00 5.50 0.00 0.00 0.00 7.42 

2.00 400.00 4.70 0.00 0.00 0.00 7.42 

3.00 400.00 3.30 0.24 0.80 16.07 23.49 

4.00 400.00 2.10 0.22 0.47 14.87 38.36 

5.00 400.00 1.10 0.19 0.21 12.63 50.99 

6.00 400.00 0.70 0.20 0.14 13.19 64.18 

7.00 201.00 0.34 0.29 0.10 19.20 83.38 

Base 0.00 0.00 0.03 0.00 2.00 85.38 

Suma     1.28 2.71 85.38 85.38 
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Tabla 30. MMAD y GSD calculados por % peso acumulado de ML006 (réplica 3). 

3 ML006 

Numero 

Cantidad de 

orificios 

Diámetro 

(Xi) 

Peso (g) 

(ni) NiXi %peso 

% peso 

acumulado 

0.00 96.00 9.00 0.25 2.25 16.67 16.67 

1.00 96.00 5.50 0.00 0.00 0.00 16.67 

2.00 400.00 4.70 0.00 0.00 0.00 16.67 

3.00 400.00 3.30 0.38 1.25 25.33 42.00 

4.00 400.00 2.10 0.23 0.49 15.65 57.65 

5.00 400.00 1.10 0.17 0.19 11.63 69.29 

6.00 400.00 0.70 0.05 0.04 3.33 72.62 

7.00 201.00 0.34 0.30 0.10 19.82 92.44 

Base 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 92.44 

Suma     1.39 4.33 92.44 92.44 
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Tabla 31. MMAD y GSD calculados por % peso acumulado de LH200. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 LH200 

Numero 

Cantidad 

de orificios 

Diámetro 

(Xi)mm 

Peso (g) 

(ni) NiXi %peso 

% peso 

acumulado 

0 96.00 9.00 0.24 2.16 16.00 16.00 

1 96.00 5.50 0.00 0.00 0.00 16.00 

2 400.00 4.70 0.00 0.00 0.00 16.00 

3 400.00 3.30 0.18 0.13 12.00 28.00 

4 400.00 2.10 0.24 0.50 16.00 44.00 

5 400.00 1.10 0.00 0.00 0.00 44.00 

6 400.00 0.70 0.25 0.17 16.37 60.37 

7 201.00 0.34 0.20 0.07 13.33 73.71 

Base 0.00 0.00 0.36 0.00 24.00 97.71 

Suma     1.47 

 

3.03 97.71 97.71 
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Tabla 32. MMAD y GSD calculados por % peso acumulado de LH200 (réplica 2). 

2 LH200 

Numero 
Cantidad de 

orificios Peso (g) (ni) NiXi %peso 
% peso 

acumulado 

0 96.00 0.30 2.70 20.00 20.00 

1 96.00 0.00 0.00 0.00 20.00 

2 400.00 0.00 0.00 0.00 20.00 

3 400.00 0.15 0.50 10.00 30.00 

4 400.00 0.18 0.38 12.00 42.00 

5 400.00 0.13 0.14 8.67 50.67 

6 400.00 0.40 0.28 26.67 77.33 

7 201.00 0.32 0.11 21.33 98.67 

Base 0.00 0.00 0.00 0.00 98.67 

Suma   1.48 4.10 98.67 98.67 
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Tabla 33. MMAD y GSD calculados por % peso acumulado de LH200 (réplica 3). 

3 LH200 

Numero 

Cantidad de 

orificios 

Diámetro 

(Xi)mm Peso (g) (ni) NiXi %peso 

% peso 

acumulado 

0 96.00 9.00 0.35 3.15 23.33 23.33 

1 96.00 5.50 0.00 0.00 0.00 23.33 

2 400.00 4.70 0.00 0.00 0.00 23.33 

3 400.00 3.30 0.18 0.59 12.00 35.33 

4 400.00 2.10 0.25 0.53 16.67 52.00 

5 400.00 1.10 0.10 0.11 6.67 58.67 

6 400.00 0.70 0.18 0.13 12.00 70.67 

7 201.00 0.34 0.16 0.05 10.65 81.31 

Base 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 81.31 

Suma     1.22 4.56 81.31 81.31 
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Tabla 34. MMAD y GSD calculados por % peso acumulado de LH201. 

1 LH201 

Numero 

Cantidad de 

orificios 

Diámetro 

(Xi) Peso (g) (ni) NiXi %peso 

% peso 

acumulado 

0.00 96.00 9.00 0.10 0.90 6.67 6.67 

1.00 96.00 5.50 0.00 0.00 0.00 6.67 

2.00 400.00 4.70 0.00 0.00 0.00 6.67 

3.00 400.00 3.30 0.28 0.92 18.67 25.33 

4.00 400.00 2.10 0.32 0.67 21.33 46.67 

5.00 400.00 1.10 0.20 0.22 13.33 59.99 

6.00 400.00 0.70 0.30 0.21 19.91 79.91 

7.00 201.00 0.34 0.20 0.07 13.33 93.24 

Base 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 93.24 

Suma     1.40 2.99 93.24 93.24 
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Tabla 35. MMAD y GSD calculados por % peso acumulado de LH201 (réplica 2). 

2 LH201 

Numero 

Cantidad de 

orificios 

Diámetro 

(Xi) Peso (g) (ni) NiXi %peso 

% peso 

acumulado 

0.00 96.00 9.00 0.20 1.80 13.33 13.33 

1.00 96.00 5.50 0.00 0.00 0.00 13.33 

2.00 400.00 4.70 0.00 0.00 0.00 13.33 

3.00 400.00 3.30 0.18 0.58 11.79 25.12 

4.00 400.00 2.10 0.21 0.45 14.31 39.43 

5.00 400.00 1.10 0.18 0.20 12.00 51.43 

6.00 400.00 0.70 0.32 0.23 21.65 73.08 

7.00 201.00 0.34 0.28 0.09 18.59 91.67 

Base 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 91.67 

Suma     1.38 3.35 91.67 91.67 
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Tabla 36. MMAD y GSD calculados por % peso acumulado de LH201 (réplica 3). 

3 LH201 

Numero 

Cantidad de 

orificios 

Diámetro 

(Xi) 

Peso (g) 

(ni) NiXi %peso 

% peso 

acumulado 

0.00 96.00 9.00 0.15 1.35 10.00 10.00 

1.00 96.00 5.50 0.00 0.00 0.00 10.00 

2.00 400.00 4.70 0.00 0.00 0.00 10.00 

3.00 400.00 3.30 0.20 0.66 13.33 23.33 

4.00 400.00 2.10 0.20 0.41 13.01 36.35 

5.00 400.00 1.10 0.13 0.15 8.83 45.17 

6.00 400.00 0.70 0.35 0.25 23.33 68.51 

7.00 201.00 0.34 0.20 0.07 13.21 81.72 

Base 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 81.72 

Suma     1.23 2.88 81.72 81.72 
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Despeje 
de 

fórmula 
MMAD X Y 

GSD 

Y 50% 84% 16% 

Y-52.66 -2.66 31.34 -36.66 X/Y Raíz 

Y-52.66/-
57.02 

0.05 -0.55 0.64 84%/16%   

Antilog 1.12 0.28 4.37 0.06 0.25 

 

 

y = -57.022x + 52.657
R² = 0.8457
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Despeje 
de 

fórmula 
MMAD X Y 

GSD 

Y 50% 84% 16% 

Y-73.41 -23.41 10.59 -57.41 X/Y Raíz 

Y-73.41/-
9.43 

2.48 -1.12 6.09 84%/16%   

Antilog 13.18 0.08 1230269 0.00 0.00 

 

y = -9.9407x + 81.674
R² = 0.8145
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y = -84.44x + 36.319
R² = 0.3886
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Despeje de 
fórmula 

MMAD X Y 
GSD 

Y 50% 84% 16% 

Y-36.319 13.681 47.681 -20.319 X/Y Raíz 

Y-
36.319/84.44 

0.162 0.565 0.24 84%/16%  √84/16 

Antilog 1.452 3.67 1.74 2.109 1.45 
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12.8 Inducción de la contracción con carbacol 1µM 

 

Figura 48. Contracción con carbacol 1 μM después del ensayo 
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12.9 Constancias de participación 
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