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RESUMEN 

Se planteó la siguiente investigación con el objetivo, de elaborar microesferas 

biodegradables de PLGA conteniendo diclofenaco sódico, una forma farmacéutica 

de liberación prolongada para uso parenteral, se preparó para administración 

lntraperitoneal, utilizando los métodos de doble emulsión 0N/0/W) y sus variantes 

propuestos por Bautista. Ch, 2009 <1>; M. Tuncay et. al 2000 <
2>. Los productos 

obtenidos fueron caracterizados utilizando un diseño estadístico experimental, tipo 

Plakett-Burman con siete factores de orden tecnológico, a dos niveles. Las siete 

variables estudiadas fueron: concentración del polímero, concentración de alcohol 

polivinílico (PVA), cantidad de fármaco, volumen de isopropanol, volumen de fase 

acuosa, velocidad de homogenización y tiempo de homogenización. Como 

variables respuesta se evaluaron: a) el rendimiento del proceso, b) la eficacia de 

encapsulación y e) la cantidad de fármaco liberado después de 2 horas en un 

tampón fosfato PBS, pH 6,8 (efecto Burst). Se complementó con estudios in vitro 

durante 5 días observándose una liberación sostenida del principio activo. Para los 

estudios in vivo, se usó carragenina para inducir edema plantar en los animales de 

experimentación Ratas albinas (Rattus norvegicus). Se usó dosis de 5 mg/Kg, 1 O 

mg/Kg de las microcapsulas con mejor caracterización por inyección 

lntraperitoneal, el proceso antinflamatorio se midió a las 1, 3, 5, 9, 15 y 24 horas en 

un pletismómetro. También se calculó el parámetro "Área bajo la curva", para 

analizar el efecto antinflamatorio a lo largo del tiempo. Los factores de orden 

tecnológico que influyeron de manera negativa en las formulaciones fueron la fase 

acuosa, la velocidad y tiempo de agitación, una variación de estos desde el nivel 

inferior al superior serian desfavorables en las formulaciones, mientras que el resto 

de los factores influyeron de manera positiva una variación desde el nivel inferior al 

superior favorecen positivamente en las formulaciones. Se obtuvieron microesferas 

con buena morfología y tamaños adecuados para uso parenteral, en el mejor de los 

casos el rendimiento fue de 88% y una eficacia de 96%, con un efecto Burst 

mínimo. Las pruebas in vitro durante 5 días con la mejor formulación, se demostró 

que libera el principio activo desde las microesferas de manera prolongada con una 

concentración casi constante durante ese tiempo. La evaluación del proceso 



antinflamatorio después de la terapia en los animales tratados con 1 O mg/kg no 

mostraron ninguna diferencia significativa en comparación con el grupo patrón (1 O 

mg/Kg de DIC. SOD. Libre) las dosis de MP. DIC.SOD. de 10 y 5 mg/kg mostraron 

diferencias significativas en comparación con el grupo control (SSN}. 

Palabras Clave: poli (Jactida-co-g/icó/ico ácido) microesferas; diclofenaco sódico; 

método evaporación; inflamación. 
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ABSTRACT 

Was raised the following research with the objective to develop biodegradable 

microspheres of PLGA containing diclofenac sodium, a pharmaceutical form of 

extended-release for parenteral use, was preparad for intraperitoneal 

administration, using the methods of double emulsion 0/VIO/W) and its variants 

proposed by Bautista. Ch, 2009 (1); M. Tuncay et. Al 2000 C
2)The products obtained 

were characterized using a statistical experimental design, type Plakett-Burman 

with seven variables, on two levels. The variables studied were: the polymer 

concentration, concentration of PVA, amount of drug, volume of isopropanol, 

volume of aqueous phase, speed of homogenization, time of homogenization. As 

response variables were evaluated: (a) the process performance, (b) the 

effectiveness of encapsulation and e) the amount of drug released after 2 hours in a 

PBS phosphate buffer, pH 6.8 (effect Burst). lt is complementad by in vitro studies 

during 5 days showing a sustained-release the beginning active. For in vivo studies, 

carrageenan was used to induce plantar edema in experimental animals (Albino 

rats). lt is use doses of 5 mg/kg, 1 O mg/kg of the microcapsules with better 

characterization by intraperitoneal injection, the inflammatory process was 

measured at 1, 3, 5, 9, 15 and 24 hours in a plethysmometer. lt is also calculating 

the parameter "area under the curve", to analyze the antiinflammatory effect over 

time. The order of technological factors that have influenced in a negative way in 

the formulations were the aqueous phase, the speed and time of agitation, A 

variation of these from the lowest to the highest level would be unfavorable in 

formulations, while the rest of the factors positively influenced a variation from the 

lowest to the highest level favor positively in the formulations. Beads were obtained 

with good morphology and sizes suitable for parenteral use, in the best of cases, 

the yield was 88% and an efficiency of 96 %, with a mínimum burst effect. In vitro 

tests for 5 days with the best formulation, it was demonstrated that releases the 

active principie from the microspheres so prolongad concentration with a nearly 

constant during that time. 

¡¡¡ 



The evaluation of the process after the anti-inflammatory therapy in animals treated 

with 1 O mg/kg showed no significant difference in comparison with the standard 

group (10 mg/Kg of DIC. SOD. Free) doses of MP. DIC.SOD 10 and 5 mg/kg 

showed significant differences in comparison with the control group (SSN}. 

Key Words: poly(Jactida-co-g/yco/ic) acid microspheres; diclofenac sodium; 
evaporation method; inflammation. 
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INTRODUCCIÓN 

La inflamación es una de las respuestas más comunes del organismo ya sea aguda o 

crónica, que se producen por diferentes causas como lesiones, golpes, enfermedades 

degenerativas, etc. Que afectan a una gran parte de la población. La medicación 

utilizada para su tratamiento incluye los medicamentos anti-inflamatorios no 

esteroideos (AINEs). (3l Estos medicamentos no son suficientemente eficaces, por esta 

razón, en varios casos, deben ser administrados en forma conjunta con inyecciones de 

corticoides. Sin embargo, la administración de asteroides puede generar efectos 

adversos graves, tales como osteoporosis, elevación de la presión arterial, el síndrome 

de Cushing, etc. ¡4-a¡ La administración de los AINEs podría ser una alternativa a la 

administración de corticosteroides, evitando sus devastadores efectos. Sin embargo, 

debido a la corta vida media que presentan la mayoría de los AINEs, éstas requieren 

inyecciones frecuentes para mantener niveles terapéuticos. En las dos últimas décadas 

y en la actualidad un considerable interés viene suscitado el uso de polímeros 

biodegradables para aplicaciones especializadas como las formulaciones de liberación 

controlada de drogas. El poli (lactida-co-glicolida) PLGA. Ha demostrado ser excelente 

portador de fármacos para los sistemas de micropartículas debido a sus ventajas, 

como biocompatibilidad, biodegradabilidad, no toxicidad. La administración de 

antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) por vía parenteral en pacientes con 

enfermedad inflamatoria crónica es complicada debido a la corta duración del efecto. 

Además, la administración de estos dispositivos formulados como microcápsulas 

proporciona la ventaja de facilitar su inyección a través de agujas normales de 

infiltración. El PLGA se ha estudiado extensamente como polímero portador de 

micropartículas biodegradables. Por lo tanto, principalmente debido a su larga historia 

de seguridad humana, utilizada en forma de suturas quirúrgicas y su disponibilidad 

comercial en diferentes relaciones de monómeros y pesos moleculares hacen factible 

su uso. La experiencia ha demostrado que múltiples factores afectan la eficacia de 

encapsulación y la tasa de liberación del fármaco de estas micropartículas, que 

podrían ser de orden tecnológico, cantidades y tipo de excipientes y principio activo 

usado y el método de elaboración. Muchos de los investigadores han examinado el 

peso molecular del PLGA como uno de los principales factores que afectan la 

liberación del fármaco. Observaron perfiles, con tasas de liberación de fármacos que 

van disminuyendo a medida que aumenta el peso molecular del PLGA. (7l Por otro 
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lado, algunos han informado de que el peso molecular no es un factor determinante y 

en su lugar atribuyen los efectos obtenidos con la viscosidad de la fase interna de la 

emulsión que se forma cuando se hace la preparación de las microesferas. ca, 9l 

Además, algunos autores c1o¡ han reportado mayores tasas de degradación con una 

liberación más rápida, tasa de la droga a partir de polímeros de bajo peso molecular. 

El aumento de la tasa de degradación se asocia con un alto contenido de grupos 

carboxilo terminal (COOH) de los polímeros de bajo peso molecular, y que los grupos 

actúan como catalizadores. Con el fin de mejorar su utilidad terapéutica, se propone 

desarrollar microesferas de ácido poli (láctico-co-glicólico, PLGA), que contienen 

diclofenaco sódico microencapsulado para administración parenteral en el tratamiento 

de procesos inflamatorios. Teniendo en cuenta que el diclofenaco sódico es un AINE 

agente de uso general en el tratamiento de las inflamaciones agudas y crónicas como: 

trastornos artríticos, tales como espondilitis anquilosante, la artritis reumatoidea y 

osteoartritis, también como analgésico y antipirético. El desarrollo de un sistema 

biodegradable de diclofenaco sódico, sobre la base de micropartículas, tiene caso de 

ser de gran interés. Sin embargo, estudios previos indican que los Al N Es muestra una 

gran explosión inicial, cuando se está formulando como microesferas. Para evitar este 

efecto, se ha considerado el uso de un aditivo en la formulación. De hecho, algunos 

investigadores <
11

"
13¡ ya han propuesto el uso de diferentes aditivos para modular la 

difusión de los principios activos a través de la matriz. El estudio tiene como objetivo 

preparar microesferas de PLGA 50:50 cargado con diclofenaco sódico para la 

administración parenteral, capaz de liberar el principio activo, durante un período de 

tiempo posible. Los sistemas microcapsulares obtenidos con las mejores condiciones 

previamente establecidas fueron evaluados para determinar su efecto en el modelo 

antiinflamatorio de edema plantar inducido por carragenina, en ratas. La formulación 

fue diseñada para obtener un efecto antiinflamatorio local y por lo tanto reducir al 

mínimo los efectos secundarios. 

vii 



CAPITULO 1 

l. GENERALIDADES 
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ASPECTOS GENERALES 

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Los agentes antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) son los fármacos recetados 

con mayor frecuencia en todo el mundo en sus diferentes presentaciones: 

comprimidos, cremas e inyectables. Sin embargo, su utilidad clínica sigue siendo 

limitada principalmente por los efectos secundarios nocivos que producen sobre 

todo en el tracto gastrointestinal <14>· Todos los fármacos AINEs comunes producen 

una acción local en el epitelio gástrico debido a su naturaleza ácida. En el medio 

gástrico ácido, sus formas lipofílicas son absorbidas por las células con mayor 

facilidad. Sin embargo, el elevado pH intracelular da lugar a la captura de los 

fármacos AINEs ionizados, que muestran a continuación su acción 

antiprostaglandínica local aún con mayor intensidad y provocan un daño en la 

mucosa gástrica, cada vez que ocurre una lesión celular las prostaglandinas son 

liberadas y aparecen como exudados inflamatorios. Existen dos formas de enzimas 

cicloxigenasas, la ciclooxigenasa 1 (COX 1 ), una isoterma constitutiva encontrada 

en células y tejidos normales, y la ciclooxigenasa 2 (COX 2), encontrada en 

condiciones de inflamación. Estas enzimas convierten al acido araquidónico en 

prostaglandinas, los AINEs inhiben esta enzima evitando la formación de 

prostaglandinas que desencadenan los procesos inflamatorios. <
15

> El diclofenaco 

sódico es un fármaco analgésico y antiinflamatorio derivado del ácido fenilacético 

creado específicamente como antiinflamatorio. Es ampliamente utilizado en la 

terapéutica actual para el tratamiento sintomático de procesos agudos o crónicos 

relacionados con dolor e inflamación. <
16

> En el mercado farmacéutico peruano, el 

diclofenaco sódico se presenta en tabletas, inyectables y en geles. <
17

> Al igual que 

otros AINEs (antiinflamatorios no esteroideos), el diclofenaco sódico es uno de los 

fármacos que se puede utilizar en el desarrollo de sistemas nano y 

microencapsulados, por sus propiedades fisicoquímicas que los hacen fármacos 

modelos de buena solubilidad, y por sus características farmacológicas y su 

aplicación terapéutica. Según el sistema de clasificación biofarmacéutica el 

diclofenaco se encuentra en el grupo 11, es decir, se considera que tiene baja 

solubilidad y alta permeabilidad. <
18

> Por lo antes mencionado, el interés de la 
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liberación de fármacos a trav~s de portadores se ha incrementado 

considerablemente durante los últimos años. Las razones son obvias, si el portador 

tiene el potencial para dirigir el fármaco a su sitio de acción, un efecto 

farmacológico óptimo podría obtenerse y al mismo tiempo, los efectos adversos de 

los fármacos podrían disminuir. <
19

> Este deseo de dirigir los fármacos a los órganos 

blancos específicos es un viejo sueño discutido desde comienzo del siglo XXI. La 

ciencia farmacológica actual encamina sus estudios hacia la búsqueda de un 

vehículo capaz de transportar el fármaco hasta su lugar de acción, a fin de evitar, 

en lo posible, sus efectos adversos. De acuerdo con este criterio, se han 

desarrollado últimamente nuevos sistemas de administración de fármacos, como 

los liposomas, las nanopartículas, micropartículas, nanocápsulas y microcásuplas 

entre otros, siendo portadores coloidales particulares que se usan como sistemas 

de liberación de fármacos. <20
> Los sistemas de transporte basado en materiales 

sólidos poliméricos en forma de nanocápsulas y microcápsulas presentan mayores 

ventajas que los liposomas en cuanto a estabilidad y reproducibilidad, en un intento 

de favorecer la penetración de los fármacos en zonas corporales de difícil acceso 

(barreras hísticas, neoplasias, etc). <
20

> Por un lado deben evitarse concentraciones 

excesivas que provoquen mayor frecuencia y gravedad de efectos colaterales y por 

otro lado, concentraciones insuficientes que pueden originar la pérdida del efecto 

terapéutico. (20) La importancia de los polímeros en la industria farmacéutica 

recientemente, se ha visto incrementada debido a que cumple dos funciones; como 

encapsulantes y como portadores. Los encapsulantes protegen y los portadores 

regulan la liberación del principio activo. Por todo lo mencionado anteriormente es 

necesario realizar estudios orientados a la metodología de elaboración para el uso 

parenteral, aplicar modelos en la investigación farmacológica; que nos permitan 

corroborar la biodegradabilidad e inocuidad de los polímeros usados, así como 

prolongar el efecto terapéutico del principio activo en el organismo. 
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1.2. FORMULACIÓN DEL PROBLEMA 

¿Durante la elaboración y caracterización de microesferas biodegradables para 

uso parenteral a partir de ácido poli(láctico-co-glicolico) conteniendo diclofenaco 

sódico, los factores de orden tecnológico actuaran de manera positiva o 

negativa en las formulaciones y cuál será el efecto que tendrán las microesferas 

sobre edema plantar inducido por carragenina en ratas? 

1.3. OBJETIVOS 

1.3.1. OBJETIVOS GENERALES 

Elaborar y caracterizar diclofenaco sódico microencapsulado en microesferas 

biodegradables de ácido poli (láctico-co-glicolico) para uso parenteral y evaluar el 

efecto sobre edema plantar inducido por carragenina en ratas. 

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS 

• Elaborar micropartículas biodegradables a partir de ácido poli (láctico-co

glicolico) PLGA 50:50 conteniendo diclofenaco sódico. 

• Evaluar la influencia de posibles factores tecnológicos que influyen en la 

formulación de las micropartículas elaboradas con las proporciones del 

biopolímero (PLGA 50:50), principio activo, excipientes, tiempo y velocidad 

de agitación. 

• Caracterizar las micropartículas obtenidas en: forma, tamaño de partícula, 

rendimiento del proceso de encapsulación, eficacia de encapsulación y 

determinación de fármaco adsorbido (efecto Burst). 

• Realizar la evaluación in vitre de la forma farmacéutica obtenida con mejor 

caracterización, en tampón fosfato pH = 6,8 a diferentes intervalos de tiempo 

durante 120 horas. 

• Realizar la evaluación de la actividad antiinflamatoria de la forma 

farmacéutica obtenida con mejor caracterización, por vía intraperitoneal en 

animales de experimentación (ratas albinas), utilizando la prueba de edema 

plantar inducido por carragenina. 
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1.4. JUSTIFICACIÓN 

DESDE EL PUNTO DE VISTA INDUSTRIAL. 

La industria farmacéutica moderna busca constantemente tecnologías para la 

obtención de transportadores de diferentes fármacos como citostáticos, 

antiinflamatorios, péptidos y hormonas, entre otros que se está poniendo a disposición 

de la terapéutica, pero que debido a sus características biofarmacéuticas y/o 

estabilidad in vivo y toxicidad, su aplicación en terapéutica es muy limitada. Dentro de 

estas tecnologías se destaca el empleo de microesferas biodegradables de ácidos 

polilácticos como sistemas poliméricos matriciales de liberación controlada. Los 

polímeros se emplean como materiales transportadores o controladores de la 

liberación de fármacos cuando se elaboran micropartículas. Deben ser biocompatibles 

y en el caso de las micropartículas de uso parenterales, también deben ser 

biodegradables. 

DESDE EL PUNTO DE VISTA DE SU APLICACIÓN 
Por lo tanto los investigadores buscan nuevas alternativas que impliquen uné! 

reducción de su toxicidad y una liberación sostenida o controlada para lograr el efecto 

terapéutico con una sola dosis. En el presente estudio pretendemos contribuir en la 

elaboración de una forma farmacéutica como son microcápsulas biodegradables 

conteniendo como principio activo diclofenaco sódico y evaluar su eficacia terapéutica 

como antiinflamatorio inducido experimentalmente en ratas albinas. En cualquier caso, 

la demostración de su mecanismo y de la acción en sí, necesitará la realización de 

ensayos farmacológicos experimentales in.vitro e in vivo que se pueden realizar a partir 

de la forma farmacéutica adoptada. 

DESDE EL PUNTO DE VISTA ECONÓMICO Y SOCIAL 
Con el tiempo tener una posibilidad de lanzamiento al mercado farmacéutico, 

beneficiando a los pacientes que sufren enfermedades inflamatorias crónicas, pues 

con una sola dosis se logra un efecto terapéutico prolongado y así abaratar los costos 

de las múltiples aplicaciones que se dan con los fármacos convencionales. 

DESDE EL PUNTO DE VISTA CIENTÍFICO 
Las experiencias que se puedan encontrar en esta investigación, serán de mucho 

interés para las futuras generaciones, realizando más estudios de las formulaciones, 

de la forma farmacéutica y estandarizando métodos de microencapsulación, podrían 

ser aplicados para otros tipos de principios activos, y productos naturales y así mejorar 

su utilidad terapéutica. 
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1.5. LIMITACIONES 

De orden bibliográfico: 

En la literatura acerca de la elaboración de microparticulas (microcápsulas, 

microesferas) con principios activos hidrosolubles es muy limitada, puesto que 

sigue siendo materia de investigación. Las bibliografías utilizadas en este trabajo 

de investigación son resúmenes que se encuentran en revistas especializadas de 

acceso limitado, en la presente investigación se adoptaron las metodologías y sus 

variantes propuestas por, Bautista Ch. 2009. y M. Tuncay; et.al. 2000. <
1

• 
2
> 

De orden tecnológico: 

En los laboratorios de tecnología farmacéutica de la Universidad Nacional de San 

Antonio Abad del Cusco, no se cuenta con la tecnología y equipamiento adecuado 

para la elaboración de las microcapsulas; razón por la cual se solicitó la compra de 

los equipo T-25 digital Ultra turax y Eurostar power, que demoró un tiempo 

prolongado;· también por no contar con los demás equipos y materiales de trabajo, 

en un solo área de investigación, se solicitó el uso de otros laboratorios y el 

traslado de algunos equipos, de los diferentes laboratorios para implementar un 

área de trabajo adecuado. 

1.6. HIPÓTESIS. 

Los factores de orden tecnológico actuaran mayormente en forma positiva en las 

formulaciones de elaboración y caracterización de microesferas biodegradables 

para uso parenteral a partir de ácido poli(láctico-co-glicolico) conteniendo 

diclofenaco sódico y las microesferas tendrán efecto sobre edema plantar inducido 

por carragenina en ratas. 
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CAPITULO 11 

MARCO TEORICO 

CONCEPTUAL 
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2.1. VISIÓN HISTORICA 

2.1.1. ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS 

La historia de los antiinflamatorios no esteroideos es conocida desde hace mucho 

tiempo debido a la capacidad curativa que tienen las cortezas de árboles como el 

caso del sauce, usada por diferentes culturas. Tal es el caso del reverendo 

Edmund Stone, que a mediados del siglo XVIII en Inglaterra señalaba buenos 

resultados al usar ésta corteza para curar fiebres. El efecto terapéutico era debido 

a un glucósido que salía de la corteza llamado salicina, de la cual se logró la 

purificación en 1829 por Henri Leroux, quién demostró que también existían 

efectos antipiréticos. La hidrólisis de la salicina genera glucosa y alcohol 

salicílico, que puede transformarse en ácido salicílico in vivo o por manipulación 

química. El salicilato de sodio se usó contra la fiebre reumática, y para 1875 

se usó como antipirético observándose también efectos uricosúricos y actividad 

contra la gota. Posteriormente la preparación del ácido acetilsalicílico fue 

continuada por Félix Hoffmann quién trabajaba para la compañía Bayer, y Heinrich 

Dresser lo comenzó a utilizar para el año 1899 bajo el nombre aspirina que hace 

referencia a la especie vegetal Spiraea, de la que inicialmente se preparó éste 

ácido. 

Son los compuestos sintéticos los que aún se usan por ser menos costosos que los 

compuestos naturales, al igual que muchos otros que se descubrieron en el siglo 

pasado y que comparten los mismos efectos o casi todos. Entre ellos tenemos a los 

derivados del p-aminofenol (acetaminofén) o a la indometacina. !21
> Existen un 

gran número de agentes antiinflamatorios que poseen actividad analgésica, 

los cuales podemos clasificar como analgésicos débiles y fuertes. Estos 

últimos también son denominados como narcóticos u opiáceos. Los débiles 

también presentan usualmente propiedades antipiréticas y antireumáticas. !22
> 

Dentro de los analgésicos débiles o no narcóticos encontramos al diclofenaco, que 

tiene las propiedades terapéuticas mencionadas de antiinflamatorio, antipirético y 

antireumático. Este fármaco se encuentra en el grupo denominado 

antiinflamatorios no esteroideos o AINEs. !22
> No todos los AINEs han sido 

aprobados por la FDA para todas las enfermedades reumáticas, es probable que 
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todos sean eficaces para la artritis reumatoide, osteoartritis, síndrome musculo 

esqueléticos localizados (esguinces y torceduras) y gota (excepto tolmetin, el 

cual resulta ser ineficaz). Debido a efectos adversos de la aspirina por 

administraciones prolongadas o dosis más altas de las recomendadas, puede 

presentarse dolor abdominal, diarrea, náuseas, vómito, anemia hemolítica, prurito, 

exantema, daño renal y/o hepático, por lo que se han desarrollado otros AINEs 

para mejorar la eficacia y disminuir la toxicidad de la aspirina. <23• 24> 

2.1.2. MICROESFERAS BIODEGRADABLES 

El interés de la liberación de drogas a través de portadores se ha incrementado 

considerablemente durante los últimos años. Las razones son obvias, si el portador 

tiene el potencial para dirigir la droga a su sitio de acción, un efecto farmacológico 

óptimo podría obtenerse y al mismo tiempo, los efectos adversos de la droga 

podrían disminuir. <
25

> Es un hecho conocido que la distribución del fármaco una 

vez administrado al organismo puede provocar efectos secundarios en otras zonas 

de éste. Se debe establecer por tanto, un adecuado balance entre los efectos 

beneficiosos producidos por el medicamento y las reacciones adversas que pueden 

desencadenarse en diferentes órganos. <
20> Este deseo de dirigir las drogas a los 

órganos blancos específicos es un viejo sueño discutido desde comienzo de este 

siglo. <
20

> La ciencia farmacológica actual encamina sus estudios hacia la búsqueda 

de un vehículo capaz de transportar el fármaco hasta su lugar de acción (tejido 

diana), a fin de evitar, en lo posible, sus efectos adversos. De acuerdo con este 

criterio, se han desarrollado últimamente nuevos sistemas de administración de 

fármacos, <
20

> como los liposomas, nanopartículas y micropartículas, entre otros, 

siendo portadores coloidales particulares que se usan como sistemas de liberación 

de drogas. <25> Los sistemas de transporte a base de materiales sólidos poliméricos 

en forma de nanopartículas y micropartículas presentan mayores ventajas que los 

liposomas en cuanto a estabilidad y reproducibilidad, en un intento de favorecer la 

penetración de los fármacos en zonas corporales de difícil acceso (barreras 

hísticas, neoplasias, etc). <26
•
27

> Por un lado deben evitarse concentraciones 

excesivas que provoquen mayor frecuencia y gravedad de efectos colaterales y 
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por otro, concentraciones insuficientes que pueden originar la pérdida del efecto 

terapéutico. <
28

> 

2.2. ANTECEDENTES 

2.2.1. Antecedentes Internacionales. 

•!• Nihant et al. En 1995. Analizaron el efecto de la composición del copoliéster 

láctida/glicolida utilizado como cobertura, sobre la estabilidad de la primera y 

segunda emulsión y sobre la morfología final de las micropartículas obtenidas. Ellos 

observaron, que la primera emulsión, era más estable a medida que el copolímero 

empleado era menos hidrófobo, atribuyendo este efecto a la interface 

diclorometano/agua, ya que la tensión interfacial decrece cuando la hidrofobia del 

polímero también decrece. Estos autores también demostraron que el uso de 

soluciones de polímero en altas concentraciones, induce a la formación de esferas 

más grandes; en contraste, cuando las soluciones de agente dispersante fue alta, 

obtuvieron microesferas más pequeñas en diámetro. Es decir que el tamaño de las 

microesferas puede ser controlado con el uso de la concentración adecuada de 

polímeros y/o agente dispersante. <29
> 

•!• Alvarez et al. En 1998. Obtuvieron resultados interesantes con microesferas 

de PLGA para la administración de dexametasona. Estos estudios demostraron 

que la microencapsulación de dexametasona, basada en la técnica de evaporación 

to~asl cn.~hvcsntcs daba h..1gar a ron-dimiontoe euperiores de encapsulación que los 

obtenidos con el fosfato dé dexarnetasona, obteniendo eficacias medias de 

incorporación del fármaco superior al 66%. También, se puso de manifiesto que un 

aumento en la cantidad de dexametasona se traducía en un incremento tanto de la 
dosis. como en la cesión inicial del fármaco. La adición de dextrosa generó un 

aumento de la cantidad cedida de dexametasona, a pH 7,4, durante sólo los dos 

primeros días del ensayo de la cesión, lo que no aportó una ventaja significativa 
(30) . 

10 



•!• Lin et al. En el 2000. Elaboraron microesferas cargadas con un AINE 

(diclofenaco), destinados a la administración intra-articular, se han desarrollado 

utilizando poliésteres diferentes, tales como PLA, PLGA y Poli o-valerolactona (PV). 
(31) 

•!• Tuncay et al. En el 2000. Realizaron estudios, de liberación controlada de 

formulaciones parenterales de diclofenaco sódico utilizando PLGA, para 

administración intra-articular, evaluaron in vitro para ver el tamaño de partícula, la 

carga de fármaco, rendimiento, morfología superficial y características de 

liberación. Para los estudios in vivo, utilizaron tecnecio 99m marcador humano 

policlonal, también usaron immuno gamma globulina (99m Tc-HIG) como 

radiofármaco para demostrar las lesiones artríticas por radiación de gammagrafía. 

La evaluación de las lesiones artríticas después de la terapia en los conejos no 

mostraron ninguna diferencia significativa en el grupo tratados con microesferas de 

PLGA (50:50) (peso molecular 34 000) en comparación con los grupos de control. 
(2) 

•!• Herrero-Vanrell et als. En el 2000. Elaboraron microesferas de PLGA y 

ganciclovir con el objetivo de obtener una formulación esterilizada de microesferas 

PLGA para la liberación controlada intraocular de ganciclovir. Los resultados 

mostraron que la dispersión del fármaco en suero fisiológico aumentaba la 

eficiencia de encapsulación, con valores de hasta un 95% en microesferas de 300-

500 ¡.Jm. Estas microesferas cedieron ganciclovir hasta el día 21 de forma 

constante, pero luego la velocidad disminuyó desde el día 25 hasta el día 42 (final 

del ensayo de cesión). No se observaron diferencias significativas en el perfil de 

cesión después de la esterilización. <
32

> 

•!• Yi-Yang et als. En el 2000. Realizaron un estudio morfológico, de 

distribución del fármaco y perfiles de liberación "in vitro" de microesferas de 

policaprolactona (PCL) y poli (láctida-co-glicolida) en una relación 65/35 

conteniendo albúmina sérica bovina (BSA) preparada por el método de doble 

emulsión y evaporación del disolvente, a fin de establecer una correlación entre 

estos factores, para emplearlos en dispositivos de liberación controlada en peces 

de zonas tropicales. Empleando un microscopio de barrido láser confocal (MBLC) 
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ellos encontraron en las micrografías que la concentración de polivinil alcohol (PVA 

como emulsificante) en la fase externa acuosa influye fuertemente en la distribución 

del fármaco dentro de las microesferas y en los perfiles de liberación, y que esta 

técnica provee una buena aproximación para explorar la estructura interna de las 

microesferas y distribución del fármaco. <
33

> 

•!• Panyan et al. En 2003. Investigaron el efecto del tamaño de partícula de 

nano y micropartículas de poli (D, L- Láctida-co-glicolida) (PLGA 50/50) en la 

degradación del polímero y liberación de albúmina sérica bovina (BSA), emplearon 

la técnica de doble emulsión agua/aceite/agua y evaporación del disolvente para 

preparar estas nano y micropartículas. Ellos encontraron que la degradación del 

polímero en nano y micropartículas de PLGA, con una rápida degradación durante 

los primeros 20-30 días seguido por una lenta fase de degradación. <
34

> 

•!• Fernandez A. et al. En 2003. Con el fin de mejorar su utilidad terapéutica, 

han logrado desarrollar microcapsulas de ácido poli (láctico-co-glicólico, PLGA), 

que contienen ibuprofeno microencapsulado para administración intra-articular en 

el tratamiento de la artritis reumatoidea, logrando mantener in vitro concentraciones 

terapéuticamente adecuadas durante más de ocho días. <
35

> 

•!• Chiappetta D, Legaspi MJ, Niselman v, et al. En el 2005. Obtuvieron 

microesferas de poly(D,L-Iáctico) conteniendo progesterona por medio de una 

emulsión simple aceite en agua empleando una técnica de evaporación de 

solvente. Encontraron que la cantidad de principio activo, cantidad de polímero y 

concentración de alcohol polivinilico, influyeron significativamente sobre la 

encapsulación de progesterona. Los estudios de liberación in vitre han mostrado 

que de acuerdo al tamaño de partícula se pueden obtener formulaciones que 

logran liberar progesterona en pocos días u obtener una liberación sostenida 

durante 28 días. Los estudios muestran que existe una interacción fisicoquímica 

entre la progesterona y el polímero. <
36

> 
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•:• Aragón et al. En el 201 O. Elaboran micropartículas de un polímero 

biodegradable, ácido poli (láctico-co-glicólico), cargadas con naproxeno. 

Concluyeron que las mejores condiciones para la elaboración de las 

micropartículas son determinadas experimentalmente, encontrando que la relación 

fármaco/polímero, la cantidad de isopropanol, el volumen de fase acuosa, la 

velocidad de agitación y el tiempo de agitación influyen significativamente en las 

características de las micropartículas obtenidas. En el modelo de edema plantar 

inducido por carragenina en ratas Wistar, se encuentra que el naproxeno 

microencapsulado en dosis de 5 mg/Kg y 1 O mg/Kg presenta mayor efecto 

antiinflamatorio que el naproxeno libre en dosis de 1 O mg/Kg. <
37

> 

2.2.2. Antecedentes Nacionales 

•:• Bautista Ch. En el 2009. Evaluó si los Biopolímeros son válidos para 

obtener micropartículas por el método de la doble emulsión (A 1/0/A2) -

evaporación del solvente, método específico para la microencapsulación de 

fármacos hidrosolubles. La capacidad de cada uno de ellos para obtener 

micropartículas fue evaluada a través del aspecto de las micropartículas (MP) y del 

rendimiento del proceso. Realizó una optimización del método empleado en la 

elaboración de las MP, evaluando la posible influencia de factores tecnológicos y 

de formulación en el aspecto y tamaño de las MP. Con el método optimizado 

elaboró micropartículas biodegradables conteniendo un fármaco hidrosoluble, 

capaces de controlar la liberación de fármaco durante al menos una semana y que 

se puedan administrar por vía parenteral mediante inyección subcutánea. <
1

> 

No se halló más trabajos de investigación similares durante las revisiones 

bibliografías en nuestro país. 

2.3. ESTADO DE LA CUESTIÓN 

Uno de los criterios fundamentales en la elección del material polimérico utilizado 

en la preparación de las microcápsulas es su biocompatibilidad. <
38

> El poly (D, L. 

láctico-co-glicolico, PLGA) ha suscitado en los últimos años la mayor atención, por 

tratarse de polímeros biodegradables y biocompatibles. <
39

> En la preparación de 

microesferas destinadas a la administración por vía parenteral se deben utilizar 
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polímeros biodegradables y biocompatibles. La ventaja de estos polímeros es que, 

una vez administrada la formulación en el lugar de acción, el fármaco es liberado 

de forma controlada y el polímero se degrada paulatinamente en productos 

biológicos de fácil eliminación. A tal efecto, resulta particularmente interesante la 

utilización de copolímeros derivados de los ácidos lácticos y glicólico (PLGA). <
40

> El 

copolímero láctico-glicólico se hidroliza en ácidos láctico y glicólico, metabolitos 

biocompatibles y carentes de toxicidad. <
41

• 
42

> El ácido láctico es un producto 

metabólico de algunos aminoácidos. El ácido poliglicólico es cristalino, quebradizo 

y con un proceso de degradación muy rápido, mientras que el ácido poliláctico es 

resistente y poco elástico, con un bajo grado de permeabilidad, lo que prolonga su 

hidrólisis durante meses. 

El número de técnicas de microencapsulación ha experimentado un crecimiento 

continuo en los últimos tiempos. La elección de una de ellas depende de la 

naturaleza tanto del polímero como de la sustancia activa a encapsular. 

El diclofenaco sódico es un AINE que es uno de los más utilizados en la terapia del 

dolor, inflamación y fiebre, en la forma farmacéutica de inyectable por tal motivo 

merece una atención especial puesto que la dosis e intervalo de aplicación está 

dado por el tiempo de vida media y la biodisponibilidad que presenta. Al 

microencapsular el diclofenaco sódico, sería una forma de garantizar mejor la 

biodisponibilidad con una sola dosis con periodos de aplicación prolongados de 

esta manera evitar dolores de aplicación en el paciente con los fármacos 

convencionales. Al realizar la prueba in vivo en edema plantar inducido por 

carragenina en ratas lo que se desea es demostrar que una formulación de 

microcápsulas conteniendo diclofenaco sódico puede tener un buen efecto 

farmacológico con una sola dosis. 

2.4. BASES TEÓRICO CIENTÍFICAS 

2.4.1. DICLOFENACO SÓDICO 

El diclofenaco sódico es un potente antiinflamatorio, es derivado del ácido 

fenilacéticos de amplio uso en nuestro país, en forma de sal sódica (diclofenaco 

sódico), encontrándose en preparaciones orales, parenterales, rectales y tópicas. 
(43) 
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Su denominación química es: [o-(2,6-dicloroanilino) fenil] acetato de sodio. 

Su fórmula molecular desarrollada es: 

Figura 1. Estructura Química del Diclofenaco Sódico. 

Fuente: United States Pharmacopeia Convention. USP 34. NF29. Voll; The United States Pharmacopeial. The 
National Formulary. Rockville: 2011; p.2763. 

Fórmula empírica: C14H10CbNNa02. 

Mw: 318.13. 

2.4.2. CARACTERÍSTICAS 

Polvo cristalino, blanco o ligeramente amarillento, ligeramente higroscópico, 

bastante soluble en agua, fácilmente soluble en metano!, soluble en alcohol y poco 

soluble en acetona. 

Funde a aproximadamente 280 oc, con descomposición. <
44

> 

Es un ácido débil de pK, 4 y coeficiente de reparto n-octanol/tampón pH 7,4 de 

13,4. <
45

> Es uno de los antiinflamatorios más utilizados en el mundo. Pertenece al 

grupo de los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) y como otros medicamentos 

de este grupo posee propiedades analgésicas, antipiréticas y antiinflamatorias. <
46

> 

Los AINEs son medicamentos que reducen los signos y síntomas de la inflamación 

precisando una administración continuada para ejercer su efecto. La supresión del 

tratamiento se acompaña de la reaparición de los síntomas. 

El mecanismo de acción de diclofenaco sódico, junto con el resto de AINE, es la 

inhibición de la síntesis de prostaglandinas en los tejidos inflamados, afectando a la 

actividad farmacológica mediada por el ácido araquidónico de diversas formas: 

• Actuando como un potente inhibidor de la ciclo-oxigenasa, disminuyendo de 

esta manera la producción de prostaglandinas y tromboxano. 
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• Disminuyendo la síntesis de leucotrieno, posiblemente como consecuencia 

de la inhibición de la lipo-oxigenasa. 

Inhibiendo la liberación y estimulando la recaptación del ácido araquidónico. En 

cuanto a las reacciones adversas hay que destacar su toxicidad gastrointestinal, ya 

que como otros antiiflamatorios no esteroideos, y debido fundamentalmente a su 

mecanismo de acción como inhibidor de las prostaglandinas, en algunos casos 

puede dar lugar a lesiones en la mucosa digestiva en distintas intensidades, desde 

simples irritaciones a la producción de úlceras pépticas o perforaciones 

intestinales.<47
> Prácticamente la absorción por vía oral es total detectándose 

concentraciones plasmáticas de 0,5 a 2 horas después de la ingestión de 

diclofenaco por vía oral y alcanzándose la concentración plasmática máxima al 

cabo de 1,5 a 2,5 horas. <48
• 

49
> Se fija en un 99% a las proteínas plasmáticas, 

especialmente a la albúmina y su volumen de distribución es de 0,17 +/- O, 11 UKg. 

Es metabolizado fundamentalmente en el hígado dando lugar a cuatro metabolitos, 

el principal de los cuales es el 4' -hidroxi-diclofenaco que parece ser activo en 

humanos. La semivida plasmática del diclofenaco es de 1 ,2 a 1,8 horas, su 

eliminación se realiza por vía renal (<65% de la dosis) y por vía fecal (35%). El 

diclofenaco sódico es susceptible de sufrir una ciclación intramolecular en medio 

ácido según la Figura 2. <49
> 

1 
H• + Celo CoOH coóa aóco 

Figura 2. Ciclación Intramolecular de Diclofenaco Sódico en Medio Acido. 
Fuente: RACZ l. Drugformulation. Ed. J. Wiley; 1989. p. 165-166. (49). 
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En soluciones ácidas, el grupo amino existente se encuentra en forma de base libre 

y el grupo carboxilo está ionizado. El producto resultante de esta ciclación tiene una 

estructura lactámica. Debido a ello es recomendable evitar que el producto se 

encuentre en medio ácido ya que esto conduce a la inactivación del mismo. Por las 

razones argumentadas, la semivida plasmática corta, ciclación intramolecular en 

medio ácido y producción de irritación gástrica, el diclofenaco sódico es un principio 

activo idóneo para ser formulado en formas de cesión prolongada con un doble 

objetivo, controlar el lugar de cesión del mismo y prolongar su liberación en el 

tiempo. Por todo lo expuesto hemos seleccionado este principio activo para obtener 

formulaciones de liberación prolongada. 

2.4.3. SISTEMAS DE LIBERACIÓN CONTROLADA DE FÁRMACOS 

2.4.3.1. CONCEPTOS Y DEFINICIONES 

Para un mejor entendimiento del presente trabajo, se definirán algunos términos 

como sistemas de liberación controlada, micropartfculas, nanopartículas, 

microcápsulas, microesferas, nanocápsulas y nanoesferas. 

A. SLC (sistemas de liberación controlada): Preparaciones que modifican la 

velocidad o sitio de liberación del principio activo para lograr objetivos 

terapéuticos específicos que no se logran con las formas convencionales (50). 

B. Micropartículas y nanopartículas: Sistemas sólidos coloidales, en las que el 

principio activo se puede encontrar disuelto, atrapado, encapsulado o adsorbido 

en el seno de la matriz. Se diferencian en el tamaño, las micropartículas tienen 

tamaño en el orden de los micrómetros (1-250 ¡.Jm), y las nanopartículas en el 

orden de los nanómetros (10-999 nm). Dentro de las micropartículas están 

incluidas las microcápsulas y las microesferas y dentro de las nanopartículas, lás 

nanocápsulas y las nanoesferas. <
51

• 
52

> 

C. Microcápsulas y nanocápsulas: Términos empleados para definir partículas o 

sistemas poliméricos de tipo reservorio, formadas por una cápsula o pared de 
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polímero que contiene un volumen interno, que puede ser lipídico o no, donde se 

encuentra disuelto el fármaco. Tienen perfectamente definido núcleo y pared <
51

-

53). 

D. Microesferas y Nanoesferas: Partículas compactas de polímeros, en las que el 

fármaco se encuentra disperso o solubilizado en el interior de una matriz 

polimérica (sistema polimérico matricial), en los que no es posible diferenciar 

núcleo y pared. 152
-54) Fueron introducidas a mediados de 1970. Son partículas 

esféricas sin una distinción entre cubierta y núcleo. Tienen una estructura 

monolítica. css> 

Los SLC pueden ser clasificados teniendo en cuenta la naturaleza de los polímeros 

utilizados, llamándoles entonces biodegradables o bioerosibles, los que pueden ser 

transformados por el organismo y eliminados. En este caso y además de origen 

natural se encuentran los ácidos polilácticos, la gelatina, la albúmina, el colágeno, 

la policaprolactona, la quitosana y el ácido poliacrílico; y de origen sintético, el 

alcohol polivinílico, los polietilenglicoles y los polialquilcianoacrilatos. <
53

• 
56

> La otra 

clasificación es "no biodegradables" que se refiere a los que no son atacados por 

los fluidos biológicos y se acumulan en el organismo. Como ejemplo de estos están 

los derivados de la celulosa como polímeros naturales y las poliacrilamidas y los 

metacrilatos como sintéticos. <
53

• 
56

> 

2.4.3.2. MICROESFERAS BIODEGRADABLES DE LIBERACIÓN 

CONTROLADA PARA ADMINISTRACIÓN PARENTERAL 

Recientemente han resultado útiles para formulaciones de liberación controlada de 

uso parenteral los sistemas de liberación consistentes en polímeros 

biodegradables, debido a sus posibilidades de controlar la liberación del fármaco de 

forma efectiva. Entre estos polímeros han desempeñado una función importante los 

ácidos lácticos y glicólico teniendo en cuenta su disponibilidad, biodegradabilidad, 

no toxicidad y biocompatibilidad. <57
> Dentro de estas formulaciones se encuentran 

las microesferas que se han utilizado exitosamente para encapsular una amplia 

variedad de principios activos, incluyendo citostáticos, antiinflamatorios, péptidos y 

hormonas, entre otros. esa. 59
> 
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Estas microesferas son partículas esféricas análogas de las microcápsulas pero 

sin una distinción clara entre núcleo y pared. Tiene una estructura monolítica 

preparada a partir de materiales biodegradables y con un gran espectro de 

velocidad de cesión y propiedades degradativas, donde el principio activo o agente 

terapéutico está distribuido a través de la matriz como una dispersión molecular o 

de partículas. Se han usado varios métodos para la preparación de microesferas de 

diferentes polímeros biodegradables, incluyendo polímeros naturales y sintéticos. 

La selección de un método de preparación adecuado depende de las propiedades 

del polímero y el principio activo que se utilice y puede afectar las características de 

las microesferas. (so¡ 

Los sistemas de liberación controlada de fármacos consistentes de polímeros 

biodegradables permiten controlar la liberación de fármacos efectivamente dentro 

del rango terapéutico deseado, evitando las consecuencias de un exceso o un 

déficit, que podrían comprometer su eficacia antes de la administración de la 

siguiente dosis. Ellos consisten de una matriz polimérica o un dispositivo adecuado 

que contiene el principio activo y pueden administrarse fácilmente por la vía 

parenteral. 

Tiempo 

Figura 3. Niveles en Sangre Alcanzada por un Fánnaco. 
Fuente: http://depa.fquim.unam.mx/amyd/ ... /liberaciorunodificada _ll437.pdf. Acceso el 8 de agosto 2012. (6!) 

El tipo de estructura depende, en gran medida, del procedimiento de encapsulación 

empleado, así como de las propiedades de la sustancia que se encapsulará y del 

material de cubierta, Figura 4. La tnicroencapsulación surge en el año 1931, con la 
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publicación de un estudio que describía la formación de microcápsulas de gelatina, 

según un procedimiento que se llamó "coacervación". cs2> Esta técnica fue objeto de 

múltiples variaciones durante los años 40, y su aplicación más importante se dirigió 

a la encapsulación de colorantes para la elaboración del papel para calcar. 

En los años siguientes, la aplicación de la microencapsulación se extendió a 

diferentes ramas: 

- La agricultura, en la microencapsulación de fertilizantes y pesticidas. 

Estructura reservorio. Estructura matricial. 

Figura 4. Tipos de Estructura que Presenta la Partícula Resultante del proceso de 
Microencapsulación de un Material Líquido. 
Fuente: http://depa.fquiní.unam.mx/amyd/ •.. lliberacionmodificada_ll437.pdf. Acceso e18 de agosto 2012. (fit) 

Las construcciones navales, en la elaboración de cubiertas de tomillos y remaches 

con el objetivo de protegerlos contra la corrosión. 

• La industria cosmética, en la elaboración de productos como desodorantes, 

champús, nebulizadores, para mejorar su estabilidad o biodisponibilidad. 

• La industria médico-farmacéutica, en la cual se han explotado más 

ampliamente 

las bondades de la microencapsulación con diversos propósitos: enmascarar 

propiedades organolépticas indeseables que pueden presentar algunas sustancias 

(olor, color, sabor desagradable); aislar algún componente de una formulación 

sensible a las condiciones ambientales o también algún componente tóxico para los 

operarios o el ambiente; revestir partículas, que por su forma irregular, son difíciles 

de comprimir; convertir principios activos líquidos en sólidos, ya que son más 
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fáciles de manipular y sobre todo, en el diseño de formulaciones de liberación 

controlada de fármacos con diferente fines. 

La microencapsulación para el desarrollo de medicamentos comenzó en la década 

de los años 50 del siglo XX, cuando una compañía farmacéutica introdujo esta 

tecnología, con la finalidad de conseguir una liberación sostenida o prolongada de 

los fármacos. <
62

> Con esa intención y la de prevenir la irritación gástrica fue 

microencapsulada la aspirina, la cual aparece citada en la bibliografía como uno de 

los primeros medicamentos microencapsulados, A pesar de la aplicación tardía de 

este método en el campo de los medicamentos, su difusión fue muy rápida, y en un 

corto período llegó a ser una tecnología ampliamente extendida en la industria 

farmacéutica. 

2.4.3.3. VENTAJAS Y DESVENTAJAS 

VENTAJAS 

~ Complacencia para el paciente, pues con una sola dosificación se logra un 

efecto terapéutico prolongado. <
60

> 

~ El sistema proporciona el grado de control necesario para lograr un orden de 

liberación del principio activo cercano a cero. <63
> 

~ La velocidad y duración de la liberación del principio activo in vivo pueden ser 

determinadas mediante la selección del tamaño de las partículas. <
56

> 

~ Las partículas son lo suficientemente pequeñas para ser administradas por 

medio de una inyección y se biodegradan en el organismo sin causar ningún 

efecto indeseable en el sitio de inyección o implantación. <63
> 

~ Se evita el efecto del primer paso. <
60

> 

~ Estabilidad física, química y microbiológica. 

~ Se reducen las concentraciones sistémicas de la droga y se promueve la 

concentración local en el órgano blanco, de manera que se obtiene la máxima 

actividad farmacológica con mínimos efectos adversos sistémicos. <
56

> 

~ Protección del principio activo frente a posibles inactivadores en el medio 

biológico antes de alcanzar el lugar de acción. <
52

> 

~ Fácil fabricación con buena reproducibilidad. 
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DESVENTAJAS 

~ En el caso que ocurra alguna reacción adversa o complicación no se podrá 

retirar el sistema impiantado; solamente se recuperará el estado inicial cuando 

el sistema se haya degradado totalmente y se libere y elimine completamente el 

principio activo. 

2.4.3.4. MATERIALES DE RECUBRIMIENTO 

La variedad de materiales que pueden emplearse para la microencapsulación se ha 

ampliado gradualmente en la medida en que surgen nuevos biomateriales y se 

perfilan nuevas aplicaciones de esta técnica. De modo general, los materiales 

capaces de constituirse en micropartículas se clasifican en tres categorías: grasas, 

proteínas y polímeros. <
62

> 

Grasas: La cera de carnauba, el alcohol estearílico y el ácido esteárico son grasas 

que funden a una determinada temperatura y son erosionables por la acción de las 

lipasas que existen en la cavidad gástrica. 

Proteínas: La gelatina fue el primer material utilizado en la microencapsulación, y 

es, en la actualidad, un material con un importante potencial. La albúmina y el 

colágeno también se han empleado en la obtención de micropartículas. 

Polímeros: Debido a su gran versatilidad, la familia de los polímeros es la más 

utilizada en la microencapsulación de sustancias. Dentro de ella están los 

polímeros naturales, los semisintéticos y los sintéticos. Los polímeros naturales 

principalmente son de naturaleza polisacarídica, de origen animal y vegetal; se 

destacan el alginato, la dextrana, la goma arábiga y la quitosana. Los polímeros 

semisintéticos engloban los derivados de la celulosa, de los cuales existe una 

amplia variedad en el mercado con diferentes características de solubilidad. Por 

ejemplo, la etilcelulosa y el acetobutirato de celulosa son polímeros insolubles, 

mientras que el acetoftalato de celulosa presenta una solubilidad dependiente del 

pH. Los polímeros sintéticos más utilizados son los derivados acrílicos y los 

poliésteres. 
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Entre los derivados acrílicos están los polímeros insolubles con diferente grado de 

permeabilidad y también variedades con solubilidad dependiente del pH. Estos 

ofrecen amplias posibilidades para controlar la liberación del material encapsulado. 

Los poliésteres son polímeros de carácter biodegradable, lo que permite su 

administración por la vía parenteral. Entre ellos, los más conocidos son la poli-e

caprolactona, el ácido poiláctico, y los copolímeros del ácido láctico y del ácido 

glicólico (PLGA, siglas en inglés). 

De acuerdo con la aplicación del producto que va a ser microencapsulado, se 

selecciona el material adecuado. Sin embargo, es imprescindible que sea soluble 

en el solvente de elección; que produzca matrices o membranas homogéneas, con 

la porosidad deseada; que sea estable en las condiciones ambientales y en general 

en las condiciones en las que se almacene, e inerte frente a los demás compuestos 

que estén en contacto con él. Si se destinan al diseño de medicamentos, deben 

carecer de toxicidad y de actividad farmacológica. 

Los materiales más empleados específicamente con fines farmacéuticos y sobre 

todo en la elaboración de microesferas que van a ser inyectadas son los 

homopolímeros del ácido láctico y los copolímeros de este con el ácido glicólico, 

debido a sus bondades en cuanto a biocompatibilidad y capacidad para lograr 

diferentes perfiles de liberación de los fármacos encapsulados. 

2.4.3.5. PLGA, COMO MATRIZ POLIMÉRICA PARA LA MICROENCAPSULACIÓN 

DE FÁRMACOS. 

Los PLGA son poliésteres que se obtienen mediante la policondensación lineal de 

los hidroxiácidos o mediante la apertura del anillo de las lactonas correspondientes, 

Figura 5. <
66

> Estos polímeros son solubles en solventes orgánicos como 

diclorometano, cloroformo, acetato de etilo, acetona y tetrahidrofurano; pero no son 

solubles en agua. Algunos son cristalinos y otros amorfos, en dependencia de su 

composición en cuanto a ácido láctico y glicólico. Los amorfos son los más 

empleados en el diseño de formulaciones de liberación controlada. Ellos difieren en 

la proporción de los monómeros que lo componen, en su masa molecular (entre 5 y 

100 KDa, aproximadamente) y en el grupo terminal (-COOH o -COOR). Estos tres 

parámetros determinan,. en gran medida, su hidrofobicidad y su cinética de 
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degradación, y a su vez, la eficiencia de encapsulación y la velocidad de liberación 

de la sustancia encapsulada. <
65

> El término biodegradable en estos polímeros se 

refiere a la hidrólisis de sus enlaces éster por contacto con los fluidos biológicos o 

artificiales. Esta reacción produce ácido láctico y glicólico, los cuales son 

·. metabolizados en el ciclo de Krebs hasta formar agua y C02. <65
> Por otro lado, y 

aunque resulte paradójico, puede ser más fácil. para una microesfera introducirse 

en una célula que para el fármaco libre, ya que una nano o micropartícula de 

tamaño adecuado es incorporada fácilmente como vacuo la por fagocitosis. 

+ 

Ácido D,L-Iáctico Acido glicólico 

1~ 

Acido poli (D.L-Iáctico-co-glicólico) PLCiA 

H 
H-o-CH-c-OH 

1 
CH3 

Acido láctico Acido glicólico 

Figura 5. Síntesis e Hidrólisis del Copolimero Poli-(D, L-Lactico-co-glicolico), PLGA. 
Fuente: Rev. Colomb. Cienc. Quim. Farm. VoL 36 (2), 2007.p.134-153 (66). 

Al ser empleados como matrices en la obtención de microesferas, la degradación 

de estos polímeros ocurre en dos etapas. La primera comprende la escisión 

hidrolítica de los enlaces éster, llamada degradación, y en la cual se generan 
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oligómeros y monómeros, con la consiguiente disminución de la masa molecular 

del polímero original. En la segunda etapa, llamada erosión, ocurre la pérdida de 

masa de la matriz, y la velocidad de escisión de los enlaces puede aumentar 

debido a la acción autocatalítica de los productos de degradación de naturaleza 

ácida. <
67¡ Precisamente por no ser solubles en agua pero sí degradables por ella, 

son muy utilizados en el desarrollo de sistemas de liberación controlada de 

fármacos. 

Los PLGA son biocompatibles, ya que no provocan toxicidad cuando se introducen 

en el organismo por diferentes vías. (68
• 

69
> De hecho, desde hace muchos años, 

estos polímeros se utilizan en la fabricación de hilo de sutura biodegradable, así 

como en la fabricación de dispositivos ortopédicos de fijación, tales como discos, 

tornillos y pernos. <
70> 

2.5. MÉTODOS DE PREPARACIÓN 

Existen varios métodos para la preparación de microesferas biodegradables 

preparadas de polímeros de ácido láctico y glicólico. 

El método de evaporación/extracción del solvente y de separación de fases son los 

2 principales métodos usados para estos fines. 

La elección de la técnica de microencapsulación se hace principalmente sobre la 

base de las características físico-químicas del polímero y del principio activo a 

encapsular y se deben tener en cuenta los requerimientos siguientes: 

• El rendimiento de microesferas con el intervalo de tamaños deseado debe 

ser alto. 

• La eficiencia de encapsulación del principio activo debe ser alta. 

• La actividad biológica del principio activo debe mantenerse durante el 

proceso de encapsulación. 

• La reproducibilidad lote a lote en términos de un perfil cualitativo y de 

liberación del principio activo debe estar dentro de los límites especificados. 

• El perfil de liberación debe ser ajustable mediante el control de la 

composición y las variables del proceso. 
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• Las microesferas no deben agregarse, deben ser un polvo fino que fluya 

libremente. 

• Por otra parte algunas de las propiedades de las microesferas deben ser 

optimizadas como son: 

.> Tamaño y distribución de tamaños . 

.> Propiedades de superficie . 

.> Carga de principio activo . 

.> Velocidad de liberación del principio activo . 

.> Velocidad de degradacióh de la matriz. 

Otros aspectos como esterilidad, apirogenicidad y contenido de solvente residual 

tienen que ser satisfactorios. (7
1
) 

A continuación se discutirán varios métodos de preparación de microesferas 

obtenidas a partir de polímeros biodegradables. 

2.5.1. MÉTODO DE EVAPORACIÓN/EXTRACCIÓN DEL SOLVENTE. 

En este método están incluidos todos los procesos en los que tiene lugar la 

eliminación del solvente, en el que está disuelto el polímero, ya sea por 

evaporación o por extracción de este. En todos los casos previamente tiene que 

formarse una emulsión. En dependencia de la naturaleza de la fase continua de la 

emulsión que se forme se clasificarán en técnicas de evaporación/extracción del 

solvente en fase acuosa o en fase oleosa. {7
2

, 
73> 

2.5.1.1. En fase acuosa: 

A. Método de la emulsión aceite en agua (0/W). 

En este método la fase orgánica que contiene el polímero y el principio activo se 

emulsifica en una fase acuosa que contiene un tensioactivo. Posteriormente las 

gotas orgánicas emulsificadas que contienen el polímero y el principio activo son 

endurecidas como microesferas por eliminación del solvente orgánico. <
74

> 

En la Figura 6 aparece representado el esquema de preparación de este método. 
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Polínero+Solvenm+ Principio Fase interna 
activo ~ (orgánica) 

Agua, agente Fase ~ema 
emulsifteante -----• (acuo1ia) 

~Agitación e ool!dada 

Emulcilil oJw 
1 Extracciónt evapor~ión t delsol\'ente 

Suspensión 
de microesferas 

1 l. avado,fltraci ón t o ctmtritJg_ación 

Micmesferas 

Figura 6. Preparación del Método de Evaporación/Extracción del Solvente en Fase Acuosa 0/W. 
Fuente: Rev. Cubana. Farm. 2001; 35 (2). p. 126-35 (75). 

Ventajas del método 0/W: 

./ Es ampliamente usado en la encapsulación de p.a. liposolubles, debido a 

que se logra una eficiente incorporación de principio activo lipofílicos . 

./ Amplio rango de tamaños (desde grandes hasta pequeños) esencialmente 

controlados por la velocidad y las condiciones de agitación . 

./ Las microesferas tendrán propiedades superficiales hidrofílicas, lo que 

permite su resuspensión sin agregación. 

Desventajas del método 0/W: 

./ La incorporación de principios activos solubles en agua es muy baja debido 

a la repartición del principio activo en la fase acuosa externa de la emulsión. 
(73) 
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B. Método de la emulsión agua en aceite en agua (W/0/W). 

También se conoce como método de la emulsión múltiple. Es una modificación del 

método o/w. Se utiliza para encapsular principios activos solubles en agua y se ha 

probado que es muy eficiente para encapsular este tipo de sustancia. En este 

método el principio activo se disuelve en agua (fase acuosa) y el polímero se 

disuelve en un solvente orgánico (fase orgánica). Ambas fases se mezclan 

obteniéndose la emulsión W/0, la que se adiciona lentamente sobre un medio 

acuoso que contiene un emulsificante como el alcohol polivinílico. Luego el 

solvente orgánico es eliminado y se obtienen las microesferas. (7
3

> En la Figura 7 se 

muestra el esquema de preparación de este método. Jeffery y otros prepararon 

microesferas de albúmina de ácido poliláctico-co-glicólico usando este método y 

evaluaron el efecto de los parámetros de la formulación sobre las características de 

las microesferas obtenidas. (7S, 77> 

Fase-acuosa-interna 
(F,.rmaca-Agua); 

1 
Fase orgán~_. . 

(P9_imero;.;.Sol\!ente)-- 1 

l 
emuJSf."''" 

Fas~ élCtJosa externa 

(emursn~anie~i:Jua)· 

Emuls1 w/11/w 

! 
Endureclrrilenbl'de las micro esteras 
· !CeÍlti!u~¡!i,~ar.lavar, 

· Microesteras 

Figura 7. Flujograma Para la obtención de las Microcapsulas por el Método de Emulsión Múltiple 

W/OW. 
Fuente: Rev. Cubana. Farm. 2001; 35 (2): 126"35. (75). 

28 



2.5.1.2. En fase oleosa: 

A. Emulsión 0/0. Este método es otra modificación de la emulsión o/w y la 

fase continua estará formada por un líquido orgánico como el aceite 

mineral <
78

• 
46

> y se forma la emulsión 0/0. Se usa para encapsular 

eficazmente principios activos solubles en agua. <
57

> En la Figura 8 

aparece representado este método. 

Pofínero+Solvente+ Principio 
activo --

Fase-interna 
(orgánica) 

Aceite, agente Fase externa 
emulsificante ------- (oleosa) 

!, Agitación controlada 

Emulsión o/o 

! Extracciól"ll evapora:ión. 
del solvente 

Suspenson 
de mieroesferas 

1 La.Vado,fittración 
o· centrii.Jgación 

Míe roes feras 

Figura 8. Preparación del Método de Evaporación/Extracción del Solvente en Fase Oleosa 0/0. 
Fuente: Rev. Cubana. Farm. 2001; 35 (2): 126-35 (?5). 

Tsai y otros, usaron este método para encapsular mitomicina C en microesferas de 

ácido poliláctico <79>· 

Desventajas del método 0/0: 

~ Se hace difícil la obtención de microesferas pequeñas (menores de 50 ¡.Jm). 
(80) 

~ las microsferas tienden a agregarse cuando se resuspenden en vehículos 

acuosos debido a la naturaleza hidrófoba de su superficie y la ausencia de 

un estabilizador hidrofílico. C71l 
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Aunque el método de evaporación/extracción del solvente es conceptualmente 

simple, existen muchas variables que pueden influir en las características de las 

microesferas obtenidas. <
81

• 
82> Estas variables son: 

o Solvente orgánico. 

o Naturaleza y cantidad de emulsificante. 

o Naturaleza y solubilidad del principio activo. 

o Temperatura de evaporación del solvente. 

o Relación de volumen de las fases orgánica y acuosa. 

o Relación principio activo y polímero. 

o Estructura y masa molecular del polímero. 

o Tipo y velocidad de agitación. 

2.5.1.3. VARIABLES A TOMAR EN CUENTA EN EL MÉTODO DE 

EVAPORACIÓN 1 EXTRACCIÓN DEL SOLVENTE 

A continuación revisaremos las variables antes mencionadas: 

a) Los solventes: Cuando se usa el proceso de evaporación/extracción del 

solvente, el solvente para los polímeros de ácido láctico/glicólico debe ser 

inmiscible o solo ligeramente soluble en el medio de suspensión (acuoso u oleoso). 

Bodmeier y Mcginity en 1988, evaluaron el efecto de diferentes solventes en la 

formación de microesferas de ácido poli (DL-Iáctico). <
83

• 
84

> Ellos encontraron que 

los solventes miscibles en agua, como la acetona y el dimetilsulfóxido, no conducen 

a la formación de microesferas durante la emúlsificación. Por el contrario, se 

forman aglomerados irregulares debido al rápido intercambio del solvente. Sin 

embargo, Kawashina Y, Yamamoto H en 1998. y otros utilizan solventes como la 

acetona para realizar mezclas que contribuyen a mejorar el proceso de 

evaporación del solvente y así reducir el tiempo de formación de las microesferas. 

<
85> Adicionalmente, el punto de ebullición del solvente debe ser más bajo que el del 

medio de suspensión si el solvente es eliminado por evaporación. 

Los solventes más comúnmente utilizados son el acetato de etilo y el 

diclorometano, por su baja toxicidad, su fácil eliminación y su excelente habilidad 

para disolver polímeros. Otros solventes que se han usado son el cloroformo y el 

acetonitrilo. 
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Si se desea la disolución del principio activo en la solución del polímero, se 

necesita tener también en consideración la habilidad del disolvente para disolver el 

principio activo. También se han utilizado mezclas de solventes para disolver el 

polímero y el principio activo, (5S) por ejemplo, diclorometano (inmiscible en agua} 

más metano!, etanol o propilenglicol (miscibles en agua). El uso de estos 3 últimos 

permite una rápida eliminación del solvente y una rápida precipitación del polímero. 

b) Los emulsificantes: Los emulsificantes proporcionan una lámina fina 

protectora alrededor de las gotículas de aceite, polímero y principio activo, y de 

esta forma disminuyen la coalescencia y la coagulación y estabilizan el sistema 

emulsión. 

Frecuentemente, la dificultad inicial encontrada en el desarrollo de un 

procedimiento de microencapsulación es la aglomeración de las gotículas de aceite 

durante el proceso de fabricación. Cuando se está eliminando el solvente, el 

emulsificante continúa manteniendo las gotículas de aceite en su configuración 

esférica y las previene de la agregación hasta que el solvente es eliminado 

completamente y las microsferas son endurecidas como partículas discretas. <
86

> 

Los emulsificantes más comúnmente empleados en el proceso de 

evaporación/extracción del solvente son los coloides poliméricos hidrofílicos y los 

surfactantes aniónicos o no iónicos. Ejemplos de ellos son el alcohol polivinílico, <87
• 

88> la polivinilpirrolidona, los alginatos, <
89> la gelatina, <

90> la metilcelulosa, la 

hidroxialquilcelulosa, <83> el polisorbato, <91
• 

92> el span, (7
9> la lecitina, (7s) etc. 

El emulsificante más comúnmente empleado en el método 0/W es el alcohol 

polivinílico. La concentración requerida y la efectividad de cada emulsificante es 

diferente, y el mejor emulsificante para una aplicación en particular es determinado 

experimentalmente. 

Las propiedades físicoquímicas, las propiedades estructurales y la concentración 

del emulsificante influyen en las características de las microesferas. <86
•
92

• 
93

> 

Generalmente se dice que para un emulsificante dado, a mayor concentración se 

obtienen microesferas más pequeñas. Sin embargo, han aparecido 

concentraciones limitantes, por encima de las cuales el emulsificante no aumenta 
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su efecto. Esto se debe probablemente a que se haya alcanzado la concentración 

óptima de empaquetamiento de la emulsión. 

e). Los principios activos: Debido a que el método 0/W involucra una 

emulsión acuosa, este se limita a encapsular en las microesferas aquellos 

principios activos que presentan una baja solubilidad en agua, ya que si el principio 

activo es soluble en agua se repartirá desde la fase orgánica hacia la fase acuosa. 

Esta pérdida del principio activo traerá como resultado una pobre eficiencia de 

encapsulación. <
91

• 
93

> Por el contrario, los principios activos liposolubles como los 

asteroides, pueden ser encapsulados exitosamente en microesferas usando este 

método 0/W. <
95

> Para minimizar la pérdida de principios activos ionizables hacia la 

fase acuosa durante el proceso de microencapsulación 0/W, el pH de la fase 

acuosa puede ajustarse para suprimir la ionización del principio activo y 

consecuentemente reducir la solubilidad de este en dicha fase. Este resultado 

negativo puede también reducirse por la previa saturación de la fase acuosa con el 

mismo principio activo. Wakiyama en 1981 y otros observaron que al presaturar la 

fase acuosa de una emulsión con el principio activo (tetracaína) a encapsular 

aumentaba el contenido de este en las microesferas formadas (as). 

Si el principio activo a ser incorporado en las microesferas es insoluble en el 

solvente usado para disolver el polímero, este puede ser pulverizado o micronizado 

para proporcionar una distribución homogénea de partículas discretas mediante la 

emulsión y la microesfera resultante. Si el principio activo no es completamente 

soluble en el solvente orgánico empleado, este puede cristalizar dentro de la 

microesfera a ciertas concentraciones. En este sentido los cristales deben 

concentrarse en algunas regiones de las microesferas, como en la superficie, 

dando una distribución heterogénea del principio activo que alterará su perfil de 

liberación. <93
• 
95> 

d) Estructura y masa molecular: La naturaleza del polímero, la secuencia de 

los monómeros y de ahí su masa molecular permiten ajustar la liberación del 

fármaco al tiempo en que se alcanzan las concentraciones terapéuticas en sangre. 
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usado en la separación de fases, son: diclorometano, acetato de etilo, acetonitrilo t1 

tolueno. 

Los no solventes influyen sobre la separación de fases y sobre el endurecimiento 

de las nuevas microesferas formadas. Además, debe tenerse mucho cuidado en su 

selección. El no solvente no debe disolver al polímero o al principio activo, pero 

debe ser inmiscible con el solvente para el polímero. El primer no solvente debe ser 

fácilmente removido por lavado con el segundo no solvente. El segundo no 

solvente debe ser relativamente volátil. Ejemplos del primer no solvente son 

líquidos viscosos polibutadienos y polímeros metacrílicos (líquidos de bajo pes.o 

molecular}, aceite de silicona, aceites vegetales y aceite de parafina líquida. <
96

" 
98l 

Los hidrocarbonos alifáticos como el heptano, hexano y éter de petróleo se han 

usado comúnmente como segundo no solvente. <
99

> Fong en 1979, patentó una 

única técnica de separación de fases que utiliza bajas temperaturas, <
100> donde 

microencapsuló 2 principios activos en ácido poliláctico usando tolueno como 

solvente para el polímero e isopropanol como único no solvente. Soriano Torres en 

1995 y otros, también estudiaron el proceso de separación de fases usando ácido 

poliláctico-co-glicólico para formar microesferas que contenían triptorelina <
101

> y 

concluyeron que la naturaleza físicoquímica del polímero, la concentración del 

polímero, la viscosidad del aceite de silicona y la relación polímero-aceite de 

silicona afectaban la estabilidad del sistema emulsión en el proceso de separación 

de fases y por tanto la formación y calidad de la microesfera. 

2.6. MECANISMOS DE LIBERACIÓN DEL PRINCIPIO ACTIVO DESDE 

LAS MICROESFERAS 

La liberación de principios activos convencionales desde microesferas (ME) de 

ácido poliláctico/poliglicólico generalmente ocurre por difusión a través de la matriz 

del polímero, así como a través de los poros de la estructura del polímero. Sin 

embargo, la biodegradación de la matriz del polímero y disolución del polímero 

degradado continuamente cambia la geometría de la ME y la textura de la matriz 

del polímero. Como resultado, el modelo de liberación de principios activos es una 

combinación de difusión y degradación. <
102

> 
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Los polímeros de diferentes masas moleculares varían en sus viscosidades 

intrínsecas, parámetro que determina en la eficiencia del proceso de obtención de 

las microesferas y en sus propiedades. 

El resto de los parámetros influyen en el proceso de optimización del método de 

obtención y están íntimamente relacionados con el solvente, el polímero, el 

emulsificante y el principio activo. 

2.5.2. MÉTODO DE SEPARACIÓN DE FASES (COACERVACIÓN). 

Es un método no acuoso de preparación de microesferas y es utilizada 

fundamentalmente para principios activos solubles en agua. Consiste en disolver 

primeramente el polímero en el solvente orgánico y el principio activo en agua. 

Luego la emulsión microfina se obtiene por la adición de la solución acuosa a la 

solución orgánica. Un primer no solvente (ce-solvente) para el polímero se adiciona 

lentamente al sistema, formándose las microesferas de coaservado que son muy 

blandas para ser recolectadas, por lo que se hace necesaria la adición de una 

mayor cantidad de un segundo no solvente para endurecer las microesferas, las 

que ahora serán llamadas microesferas, Figura 9. (73
) 
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Figura 9. Método de Separación de Fases (Coacervación). 
Fuente: Rev. Cubana. Farm. 2001; 35 (2): 126-35 (75J. 

Desventajas del método de separación de fases: 

./ Frecuente aglomeración porque no hay un estabilizador . 

./ La variación lote a lote ha causado problemas tanto en el proceso de 

coacervación como en el perfil de velocidad de liberación. (7
1

) 

./ Más costoso comparado con los otros métodos debido a la gran cantidad de 

solventes que se necesitan aumentando la contaminación ambiental. 

Muchos solventes para el polímero pueden usarse en el proceso de separación de 

fases. En comparación con el método de evaporación/extracción del solvente, los 

requerimientos para el solvente del polímero son menos rigurosos. El solvente no 

tiene que ser inmiscible con el agua y el punto de ebullición puede ser mayor que el 

del agua. Sin embargo, el solvente debe disolver solo al polímero y no al p.a., es 

decir, se prefiere que el p.a. esté disperso en lugar de disuelto en la solución que 

contiene el polímero. <
73

> Algunos de los ejemplos de solventes para el polímero 
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Debido a que la biodegradación del polímero generalmente involucra la erosión de 

la masa; la ME toma agua antes de comenzar la degradación de la matriz y 

disolución. Después que la hidratación de la matriz del polímero ha ocurrido, la 

molécula de principio activo encapsulado comienza a disolverse en el medio 

acuoso y difunde fuera de la matriz del polímero, por lo tanto, el mecanismo de 

liberación de principios activos puede verse como en 3 etapas: 

1) Una liberación inicial del principio activo enlazado a la superficie o 

embebida en la región superficial de la ME. 

2) Liberación difusional del principio activo a través de la matriz del polímero y 

a través de los poros durante la degradación de la matriz. 

3) Liberación erosiona! del principio activo por la desintegración de la matriz 

del polímero y disolución después que la matriz pierde su integridad y las 

cadenas del polímero son degradadas a un tamaño lo suficientemente 

pequeñas como para ser solubilizadas. 

Todas estas etapas pueden desempeñar una parte importante en el proceso de 

liberación, lo que depende de la naturaleza del principio activo encapsulado, las 

propiedades físicoquímicas del polímero y la estructura de la ME. 

El perfil de liberación de un principio activo desde la ME depende en gran parte, de 

la distribución del principio activo. Si el principio activo está heterogéneamente 

distribuido en la matriz del polímero, la curva de liberación puede poseer un modelo 

trifásico. Si el principio activo está homogéneamente distribuido en la matriz del 

polímero la curva de liberación puede poseer un modelo bifásico, es decir, la 

primera fase no ocurre porque no existe principio activo enlazado a la superficie de 

la ME. (102> 

En el caso de proteínas y péptidos no hay difusión a través de la matriz del 

polímero sólido porque los principios activos no son solubles en el polímero, 

solamente ocurre difusión a través de los poros o canales acuosos. Estos canales 

acuosos facilitan la liberación de principios activos solubles en agua. Luego de este 

primer mecanismo ocurre la liberación por degradación del polímero que está 
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asociado con la generación de porosidad, debido a la toma de agua y final 

desintegración de la matriz del polímero. 

Existen varios factores que afectan la liberación del principio activo desde estos 

sistemas. Entre ellos se encuentran la composición y masa molecular del polímero, 

el contenido de principio activo y el tamaño y porosidad de la microesfera <
103>· 

2.6.1. PROCESAMIENTO IN VIVO 

El destino de las microesferas administradas in vivo se encuentra bien establecido 

para algunas vías de administración, siendo el tamaño de partícula una variable 

importante en su procesamiento. La administración subcutánea e intramuscular de 

microesferas de PLGA induce a la formación de una cápsula fibrosa alrededor del 

lugar de inyección. Así mismo, en éste se produce una infiltración por macrófagos 

que fagocitan una fracción de las microesferas en un proceso dependiente del 

tamaño. Estudios realizados sobre fagocitosis de micropartículas han puesto de 

manifiesto que in vitro las microesferas de PLGA de tamaño inferior a 12 ¡.Jm son 

fagocitadas por macrófagos, mientras que in vivo, las microesferas de tamaño entre 

1 y 20 1-1m son rodeadas por macrófagos. <
104

• 
10

5) Se considera que la acción 

inmunoestimulante de las microesferas se debe principalmente a la fracción 

fagocitada, transportada a los nódulos linfáticos y procesada intracelularmente, 

para finalmente presentar los fragmentos del antígeno a los linfocitos T. Esto puede 

explicar por qué en algunos estudios, microesferas de mayor tamaño fueron menos 

inmunogénicas que microesferas menores. <
106

• 
107

> 

2.7. CARACTERIZACIÓN DE LAS MICROESFERAS DE PLGA 

De manera rutinaria, para la caracterización de cualquier muestra de microesferas, 

se determina un conjunto de parámetros: morfología, tamaño de la partícula, 

eficiencia de encapsulación, carga, perfil de liberación, solvente residual, entre 

otras características. 
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2.7.1. PARÁMETROS PARA CARACTERIZAR LAS MICROESFERAS 

Aunque casi todos esos parámetros deben formar parte de los controles de calidad 

de las formulaciones farmacéuticas elaboradas con las microesferas, resulta 

necesario medirlos al concluir el proceso de fabricación de estas, ya que 

constituyen un producto intermedio en el proceso de formulación. 

A. Morfología 

Los estudios morfológicos de las muestras de micropartículas revelan sus 

características importantes, tales como: forma, regularidad de la superficie, 

continuidad de la membrana (en las microcápsulas), presencia de poros y 

uniformidad de su distribución (en las partículas), así como el tamaño de estos, 

homogeneidad del tamaño (de las partículas), presencia de defectos (en las 

partículas) y agregación. Estos estudios permiten tener una idea del tamaño de las 

partículas, aunque no son los más apropiados para determinar este parámetro. 

Estas características tienen repercusión en las propiedades y aplicaciones de las 

micropartículas obtenidas. 

Por ejemplo, la presencia de agregación resulta indeseable, ya que afecta la 

homogeneidad del producto elaborado; además, si se desea inyectar las partículas, 

las agujas se pueden obstruir. A su vez, la cantidad y el tamaño de los poros 

pueden incidir en la liberación de la sustancia encapsulada y hasta modificar el 

mecanismo por el cual ocurre esta liberación. La morfología de las partículas se 

estudia mediante técnicas de microscopía, de las cuales la más empleada es la 

microscopía electrónica de barrido. <
108

-
111

> Aunque con menor frecuencia, tamQién 

se han usado otros tipos de microscopía; por ejemplo, la microscopía de fuerza 

atómica, fundamentalmente para el estudio de superficies de nanoesferas; la 

microscopía confocal, para obtener evidencias de la acidez generada en el interior 

de las microesferas, como consecuencia de la degradación del PLGA o para 

estudiar la distribución de la proteína en el interior de la partícula; <112
> y la 

microscopía de fluorescencia, para determinar la estructura interna de las 

partículas. <
113

> 

Las propiedades morfológicas de las micropartículas pueden ser definidas por la 

técnica de microencapsulación empleadas y particularmente, por las condiciones 
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experimentales en que estas se obtengan. Por ejemplo, el tipo de solvente y su 

velocidad de evaporación pueden ocasionar diferencias importantes en la 

morfología de las partículas. <
114

• 
115

> También la adición de sales en alguna de las 

fases acuosas de la doble emulsión, o incluso en ambas, puede generar partículas 

con diferente estructura interna. <
116

> 

B. Tamaño de la partícula 

El tamaño de las microesferas es un parámetro importante. Para microesferas que 

van a ser administradas por la vía parenteral, este no debe ser superior a 180 ¡Jm. 

<
97

• 
117

> Además, debe lograrse que sea reproducible entre los diferentes lotes, ya 

que puede influir en el perfil de liberación y en otros parámetros, tales como la 

eficiencia de encapsulación. Varias condiciones experimentales afectan el tamaño 

de las microesferas elaboradas mediante cualquiera de los métodos relacionados 

antes. El tipo de polímero y su masa molecular <
118

• 
119

> la proporción entre el 

polímero y el fármaco <
103

• 
119

> la concentración del polímero en la fase orgánica, <
120

• 

121
> la concentración de alcohol polivinílico en la fase acuosa externa <

103
• 

109
• 

120
> y la 

velocidad de agitación en el momento de formar las partículas, <
122

• 
123

> son los 

factores que más inciden en este parámetro. Por todo lo anterior, el tamaño de las 

microesferas y su distribución debe ser determinado cuidadosamente. Existen 

muchas técnicas para determinar ésta característica en un sistema particulado de 

diversas naturalezas: 

Centrifugación, sedimentación, ultra centrifugación analítica, conductividad 

eléctrica, microscopía óptica y electrónica, dispersión de la luz y difracción láser, 

entre otros. <
124

> Sin embargo, las diferencias entre los principios de medición de 

cada uno y los requerimientos de cada equipo para construir los modelos a partir 

de los datos experimentales, generan inconsistencia en los resultados de diferentes 

equipos al analizar una muestra. Todas las técnicas no cubren el rango de tamaños 

que pueden tener estos sistemas; sólo la microscopía electrónica posee esta 

ventaja. 

Burgess et.a/. en el 2004. Ofrecen un análisis exhaustivo de este tema y 

recomiendan seleccionar el método más apropiado para cada caso particular, 

teniendo en cuenta el proceso productivo, el tamaño de partícula requerido para los 
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lotes destinados a la clínica y la existencia de fenómenos de segregación de las 

partículas, de acuerdo con el tamaño durante los procesos de obtención y el 

almacenamiento de las formulaciones. <
124

> 

C. Carga y eficiencia de encapsu/ación 

La eficiencia de encapsulación es la fracción, expresada en por ciento, del principio 

activo encapsulado con respecto a la cantidad total que se emplea para realizar el 

proceso. <
121

> Es un parámetro muy importante para indicar la calidad del proceso, 

que es mejor o más eficiente en la medida en que se logre encapsular una fracción 

mayor del fármaco. 

A su vez, la carga es la cantidad de principio activo encapsulado por la masa de las 

microesferas, y también se expresa en porcentajes. <
121

> Este parámetro puede 

tener un rango de valores amplios, de acuerdo, fundamentalmente, con la dosis del 

principio activo que se requiere administrar y se debe determinar de forma exacta, 

justo porque define la cantidad de microesferas que deben incluirse en una dosis 

de la formulación. 

Para determinar estos parámetros, se han utilizado varias formas de llevar la 

materia prima encapsulada a una fase acuosa, en la cual pueda ser cuantificada 

adecuadamente. Entre ellas está la extracción en dos fases líquidas inmiscibles, la 

precipitación con solventes orgánicos seguida de filtración y la hidrólisis acelerada 

del polímero mediante la incubación de las microesferas en presencia de NaOH. 

<
125

> De estos tres procedimientos, el más generalizado es el último, ya que genera 

soluciones acuosas que luego de neutralizadas, pueden analizarse por varios 

ensayos de cuantificación de principio activo totales: absorbancias específicamente 

a la longitud de onda de máxima absorción para el principio activo que se está 

siendo estudiando. 

Estos parámetros se afectan grandemente por el método de encapsulación y por 

las condiciones experimentales en que se obtienen las micropartículas. Entre los 

factores que más los afectan están el volumen de la fase acuosa interna y la 

concentración del principio activo en ella, la concentración de polímero en la fase 

orgánica, el tipo de polímero, los tiempos de emulsificación, así como la presencia 

de aditivos en las diferentes fases de las emulsiones. <
121

• 
126

• 
127

> 
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D. Perfil de liberación 

El perfil de liberación es un parámetro de gran importancia al diseñar microesferas 

de diclofenaco sódico con fines terapéuticos. Se estudia in vitro y puede 

relacionarse o no con las características de la liberación in vivo. No obstante, 

generalmente el estudio in vitro ofrece una idea de la potencialidad del sistema 

obtenido para la liberación controlada del principio activo. 

La liberación del principio activo contenidas en microesferas de PLGA exhibe 

comúnmente un patrón compuesto por tres etapas. Una, de liberación inicial rápida, 

que por lo general ocurre durante el primer día. En lo fundamental está 

determinada por el principio activo que se encuentra en la superficie de las 

microesferas, y de los poros y canales que componen la estructura interna de la 

micropartícula, los cuales se llenan con el medio de incubación durante las 

primeras horas del ensayo. Otra, de liberación lenta, en la que se libera muy poca o 

ninguna de principio activo. La última, de liberación más rápida, determinada por la 

erosión de las partículas. '118
> En ocasiones, la liberación puede ocurrir en dos 

etapas y el perfil muestra una forma asintótica. '125
> A la liberación del principio 

activo contribuyen los procesos de difusión de esta a través de los poros y canales 

que tienen las partículas, y la exposición de las moléculas del principio activo al 

medio de incubación, debido a la erosión superficial de las partículas, lo cual 

también ocurre como consecuencia de la degradación de la matriz polimérica. Los 

poros y canales de las micropartículas se forman como producto del propio proceso 

de fabricación o por la modificación de la estructura como consecuencia de la 

degradación del polímero. '128
> Por esta razón, existen varios factores que influyen 

en el perfil de liberación de los principios activos encapsuladas en microesferas de 

PLGA. Entre ellos se destacan las características de la matriz polimérica empleada 

y del principio activo encapsulado, la estructura de la micropartícula obtenida, la 

técnica de encapsulación y las condiciones experimentales en que esta se realiza, 

así como la co-encapsulación de aditivos con fines diversos. '129
> Además de las 

características de las microesferas que determinan el perfil de liberación, existen 

otros factores relacionados con las condiciones en que se realizan estos estudios, 

los que también pueden afectar la liberación; por ejemplo, la composición y el 
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volumen del medio de incubación, la temperatura, el dispositivo que se emplea 

para estudiar el perfil, la forma y la velocidad de agitación, y el modo de recambiar 

el medio de incubación (parcial o completo). <
110

• 
130

• 
131> Al realizar los estudios de 

liberación en las microesferas cargadas con principios activos, a menudo se 

obtiene una gran variabilidad en los resultados, debido a la degradación de las 

biomoléculas, como consecuencia del efecto del medio ácido generado por los 

productos de degradación de la matriz polimérica y de la exposición de estas al 

medio acuoso. Este inconveniente puede ser resuelto cambiando el medio de 

incubación con frecuencia o midiendo la cantidad de principio activo que queda en 

las microesferas en vez de la concentración en la solución de incubación <
124>· 
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2.8. DEFINICIÓN DE TÉRMINOS 

EFECTO BURST.- Significa explosión, ráfaga, arranque; es la cantidad de 

principio activo liberado 2 horas después de su aplicación in vitro en un medio de 

tampón fosfato. 

DISPERSOR.- Equipo de muy altas velocidades, Herramienta muy útil para 

desarrollo de productos en general. Tiene alta capacidad de dispersión. Puede 

romper el tejido de animales y vegetales. Puede formar emulsiones. 

HOMOGENIZADOR.- Equipo de alta velocidad que está diseñado para disolver, 

dispersar y mezclar materiales con las viscosidades diferentes en los laboratorios. 

La máquina puede terminar las funciones de la dispersión, molido y mezcla. 

PLETISMÓMETRO.- Es un aparato que se usa para medir cambios de volumen, 

generalmente pequeños, y generalmente en segmentos o partes de un ser vivo, 

como la inflamación de los pies de humanos y las patas de los animales. 

MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO.- Es aquel que utiliza un haz 

de electrones en lugar de un haz de luz para formar una imagen. Tiene una 

gran profundidad de campo, la cual permite que se enfoque a la vez 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. 

LIOFILIZADOR.- Equipo que se utiliza para retirar el agua de una sustancia o de 

una disolución, mediante congelación y posterior sublimación a presión reducida 

del hielo formado, para dar lugár a un material seco, manteniendo la estructura 

molecular de la sustancia, que luego puede ser hidratado con facilidad. Se utiliza 

en la deshidratación de los alimentos, materiales biológicos y otros productos 

sensibles al calor. 
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ESPECTROFOTÓMETRO UV.- El espectrofotómetro es el instrumento que mide la 

cantidad de luz que pasa a través de un medio a una longitud de onda específica. 

La cantidad de luz absorbida por un medio es proporcional a la concentración del 

salute presente. Así, la concentración de un salute colorido en solución puede ser 

determinada en el laboratorio mediante la medición de su absorción de luz a una 

longitud de onda específica. 

CURVA DE CALIBRACIÓN.- La curva de calibración es un método de control de 

calidad en espectrofotometría, su objetivo es disminuir al máximo el error y que los 

resultados se encuentren lo más cerca posible del valor verdadero. 

BIODEGRADABLE.- Se dice de una sustancia o materia que 

es biodegradable cuando se descompone en elementos químicos naturales por la 

acción de agentes biológicos (como el sol, el agua, las plantas o los animales) y de 

microorganismos (como las bacterias, algas, hongos o levaduras) que las utilizan 

para producir energía y elementos químicos que pueden ser reabsorbidos de nuevo 

por la naturaleza. 

TENSIOACTIVO.- (también llamados surfactantes) son sustancias que influyen por 

medio de la tensión superficial en la superficie de contacto entre dos fases (p.ej., 

dos líquidos insolubles uno en otro). Cuando se utilizan en la tecnología doméstica 

se denominan como emulgentes o emulsionantes; esto es, sustancias que permiten 

conseguir o mantener una emulsión 
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CAPITULO 111 

MATERIALES Y METO DOS 
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3.1. MATERIAL BIOLÓGICO. 

~ ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN. 

Se utilizaron ratas albinas machos de la especie Rattus norvegicus de dos meses y 

medio de edad con pesos promedios entre 240-250 gramos, que fueron adquiridos 

del Instituto Nacional de Salud de Lima (ver anexo 4). 

3.2. MATERIALES E INSTRUMENTOS DE LABORATORIO 

A. MATERIALES DE LABORA TORIO. 

~ Tubos de ensayo de 1 O y 20 m l. 

~ Pipetas de 1, 2, 3 y 10m L. 

~ Vasos de Precipitados de 25, 100, 200 y 500 mi. 

~ Fiolas de 1 O, 50, 100 y 500 m L. 

~ Probetas de 1 00 m L. 

~ Micropipetas Graduadas de 1 O - 1000 Microlitros. 

~ Baguetas. 

~ Laminas porta y cubre objetos. 

~ Gradillas. 

~ Soporte Universal. 

~ Nylon filter membranes 0.45 um y papel filtro 250 mm. 

~ Viales colorAmbar. 

~ Placas Petri. 

B. INSTRUMENTOS Y EQUIPOS DE LABORA TORIO: 

~ Balanza Analítica sensible al 0.0001 gr. Explorer. Pro (OHAUS~. 

~ Baño Maria. ISOTEM 205 (Fisher scientific~. 

~ Cronómetro. 

~ Centrifuga. Model PLC- 012E (K®. Universal Centrifuge). 

~ Estufa. lsotemp Ovea (Fisher scientific~. 

~ UV-21 00 Spectrophotometer (UNICO™). 

~ Microscopio óptico 2005- BBM (Labor Tech). 

~ Microscopio electrónico de barrido FEI Quanta 200 (FEI COMPANYMr). 

~ Agitados vortex (VWR ™) 
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);;.> Dispersor hasta 24000 rpm. T-25 Digital Ultra-turrax (IKA~. 

);;.> Homogeneizador hasta 2000 rpm. EUROSTAR Power-b (IKA~. 

);;.> Baño de ultrasonido. BRANSON® 3510. 

);;.> Ultra Congelador de bajas temperaturas (iiShinBioBase~ 

);;.> Liofilizador L 1 01 (LIOTOP~. 

);;.> Equipo de bomba al vacío·. ME DI®- PUMP. 

);;.> Equipo de pletismómetro. 

C. REACTIVOS: 

Biopolimero: 

);;.> Poly (D, L-lactico-co-glicólico) PLGA 50:50. (Mw 7,000 - 17,000 Da) 

Aldrich® Chemistry. 

Solventes: 

);;.> Diclorometano (DCM) EMSURE® ACS, (MERCK). 

~ Metano! P.A. (J.T.Bake~. 

);;.> 2-Propanol EMSURE® ACS, (MERCK). 

Tensioactivo: 

);;.> Poly(vinyl Alcohol) (PVA) (Mw 31,000 - 50,000) 87 - 89 % 

hidrolizado. Aldrich® Chemistry. 

Principio activo hidrosoluble: 

);;.> Diclofenaco sódico (Materia Prima) LABORATORIO NATURGEN. 

Otros: 

~ Cloruro de sodio. 

~ Carragenina al 3%. 

);;.> Tampón fosfato (PBS) pH = 6,8 

~ Jeringas descartables de 5 y 10 ml. 

~ Algodón. 

);;.> Jaulas. 

~ Papel aluminio. 
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D. INFRAESTRUCTURA 

~ Laboratorio del Área de Cromatografía UNSAAC. 

~ Laboratorio del Área de Bioquímica UNSAAC. 

~ Laboratorio del CEPLAM; UNSAAC. 

~ Laboratorio del Área de Tecnología Farmacéutica UNSAAC. 

~ Instituto de Investigación en Microscopia Electrónica de Barrido, Lima. 

3.3. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACIÓN 

3.3.1. DISEÑO EXPERIMENTAL: 

Con el fin de evaluar la influencia de los factores tecnológicos en la elaboración de 

micropartículas de PLGA 50:50 cargadas con diclofenaco sódico, se utilizó un 

diseño estadístico experimental tipo Plakett-Burman con siete variables, a dos 

niveles. Las variables a estudiar fueron: concentración del polímero, concentración 

de PVA, concentración de fármaco, volumen de isopropanol al 2%, volumen de 

fase acuosa, velocidad de homogenización, tiempo de homogenización <
132>· Como 

variables respuestas se evaluaron: 

a) El rendimiento del proceso. 

b) La cantidad de fármaco liberado después de 2 horas en un tampón de fosfatos 

PBS a pH = 6,8 (efecto Burst). 

e) La eficiencia de encapsulación. 

3.3.1.1. VARIABLES 

l. VARIABLES IMPLICADAS 

A. VARIABLE INDEPENDIENTE 

~ Los siete factores de orden tecnológico (concentración de biopolímero, 

concentración de principio activo, volumen de fase acuosa, concentración de 

PVA, volumen de isopropanol al 2%, velocidad y tiempo de homogenización) 

que podrían influir durante la elaboración de las microcápsulas. 

B. VARIABLES DEPENDIENTES 

~ Rendimiento del proceso de encapsulación, eficacia de encapsulación y efecto 

Burst para cada tratamiento después de la elaboración de las microesferas. 
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l.a. OPERACIONALIZACIÓN DE VARIABLES INDEPENDIENTES. 

~ Concentración de biopolímero. 

~ Concentración de principio activo. 

~ Volumen de fase acuosa. 

~ Concentración de alcohol polivinílico PVA. 

~ Volumen de isopropanol al 2%. 

~ Velocidad de homogenización. 

~ Tiempo de homogenización. 

CONCENTRACIÓN DE BIOPOLÍMERO 

A. DEFINICIÓN CONCEPTUAL.- Es la cantidad en miligramos (mg) de 

biopolímero PLGA 50:50, que será usado a dos niveles un mínimo y un 

máximo (21 O mg y 420 mg) para la elaboración de las microcápsulas. 

B. DEFINICION OPERACIONAL: 

Tipo de variable: Variable independiente. 

Naturaleza: Cuantitativa. 

Forma de medición: Directa. 

Escala de medición: Razón. 

Instrumento de medición: Balanza analítica. 

Expresión de medida: mg. 

Expresión final de la variable: Positivo y Negativo. 

Procedimiento: para expresar la cantidad de biopolímero PLGA 50:50, 

se pesa en miligramos equivalente a dos niveles de peso, que se deben 

ser usados en las formulaciones para elaborar las microcápsulas, luego 

observar cómo afectan estos niveles en el rendimiento, eficacia y efecto 

Burst. 

CONCENTRACIÓN DE PRINCIPIO ACTIVO 

A. DEFINICIÓN CONCEPTUAL.- Es la cantidad en miligramos (mg) de 

principio activo Diclofenaco Sódico, que será usado a dos niveles un 

mínimo y un máximo (15 mg y 30 mg) para la elaboración de las 

microcápsulas. 
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B. DEFINICION OPERACIONAL: 

Tipo de variable: Variable independiente. 

Naturaleza: Cuantitativa. 

Forma de medición: Directa. 

Escala de medición: Razón. 

Instrumento de medición: Balanza analítica. 

Expresión de medida: mg. 

Expresión final de la variable: Positivo y Negativo. 

Procedimiento: para expresar la cantidad de principio activo, se pesa 

en miligramos equivalente a dos niveles de peso, que se deben ser 

usados en las formulaciones para elaborar las microcápsulas, luego 

observar cómo afectan estos niveles en el rendimiento, eficacia y efecto 

Burst. 

VOLUMEN DE FASE ACUOSA 

A. DEFINICIÓN CONCEPTUAL.- Es la cantidad en mililitros (ml) de agua 

destilada, que será usado a dos niveles un mínimo y un máximo (2,5 ml 

y 5 ml) para la elaboración de las microcápsulas. 

B. DEFINICION OPERACIONAL: 

Tipo de variable: Variable independiente. 

Naturaleza: Cuantitativa. 

Forma de medición: Directa. 

Escala de medición: Razón. 

Instrumento de medición: Pipeta graduada. 

Expresión de medida: ml. 

Expresión final de la variable: Positivo y Negativo. 

Procedimiento: para expresar la cantidad del volumen de agua 

destilada, se mide a dos niveles de volumen, que se deben ser usados 

para disolver el principio activo en las formulaciones para elaborar las 

microcápsulas, luego observar cómo afectan estos niveles en el 

rendimiento, eficacia y efecto Burst. 
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PROPORCIÓN DE ALCOHOL POLIVINÍLICO fPVAl 

A. DEFINICIÓN CONCEPTUAL.- Es la concentración en porcentaje(%) de 

PVA, que será usado a dos niveles un mínimo y un máximo (1% y 3%) 

para la elaboración de las microcápsulas. 

B. DEFINICION OPERACIONAL: 

Tipo de variable: Variable independiente. 

Naturaleza: Cuantitativa. 

Forma de medición: Directa. 

Escala de medición: Razón. 

Instrumento de medición: Balanza analítica. 

Expresión de medida: gr x 1 00 m L. 

Expresión final de la variable: Positivo y Negativo. 

Procedimiento: para expresar la concentración de PVA se mide a dos 

niveles de peso, que se deben ser usados en 100 ml de agua destilada 

en las formulaciones para elaborar las microcápsulas, luego observar 

cómo afectan estos niveles en el rendimiento, eficacia y efecto Burst. 

VOLUMEN DE ISOPROPANOL AL 2% 

A. DEFINICIÓN CONCEPTUAL.- Es la cantidad en mililitros (ml) de 

isopropanol al2%, que será usado a dos niveles un mínimo y un máximo 

(5 ml y 10 ml) para la elaboración de las microcápsulas. 

B. DEFINICION OPERACIONAL: 

Tipo de variable: Variable independiente. 

Naturaleza: Cuantitativa .. 

Forma de medición: Directa. 

Escala de medición: Razón. 

Instrumento de medición: Pipeta graduada. 

Expresión de medida: ml. 

Expresión final de la variable: Positivo y Negativo. 

Procedimiento: para expresar la cantidad del volumen de isopropanol al 

2%, se mide a dos niveles de volumen, que se deben ser usados en las 
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formulaciones para elaborar las microcápsulas, luego observar cómo 

afectan estos niveles en el rendimiento, eficacia y efecto Burst. 

VELOCIDAD DE HOMOGENIZACIÓN 

A. DEFINICIÓN CONCEPTUAL.- Es la velocidad del equipo de 

homogenización en (r.p.m), que será usado a dos niveles un mínimo y 

un máximo (800 r.p.m. y 1700 r.p.m.) para la elaboración de las 

microcápsulas. 

B. DEFINICION OPERACIONAL: 

Tipo de variable: Variable independiente. 

Naturaleza: Cuantitativa. 

Forma de medición: Directa. 

Escala de medición: Razón. 

Instrumento de medición: Equipo Eurostar Power. 

Expresión de medida: r.p.m. 

Expresión final de la variable: Positivo y Negativo. 

Procedimiento: para expresar la velocidad de homogenización del 

equipo, se mide a dos niveles de velocidad, que deben ser usados en 

las formulaciones para elaborar las microcápsulas, luego observar cómo 

afectan estos niveles en el rendimiento, eficacia y efecto Burst. 

TIEMPO DE HOMOGENIZACIÓN 

A. DEFINICIÓN CONCEPTUAL.- Es el tiempo de homogenización en el 

equipo Eurostar Power medido en (min.), que será usado a dos niveles 

un mínimo y un máximo (30 min. y 60 min.) para la elaboración de las 

microcápsulas. 

B. DEFINICION OPERACIONAL: 

Tipo de variable: Variable independiente. 

Naturaleza: Cuantitativa. 

Forma de medición: Directa. 

Escala de medición: Razón. 

Instrumento de medición: Cronometro. 
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Expresión de medida: Minutos. 

Expresión final de la variable: Positivo y Negativo. 

Procedimiento: para expresar el tiempo de homogenización se mide a 

dos niveles de tiempo, que se deben ser usados en las formulaciones 

para elaborar las microcápsulas, luego observar cómo afectan estos 

niveles en el rendimiento, eficacia y efecto Burst. 

l.b. OPERACIONALIZACIÓN DE VARIABLES DEPENDIENTES. 

};> Rendimiento del proceso de microencapsulación. 

};> Eficacia de microencapsulación. 

};> Efecto Burst. 

RENDIMIENTO DEL PROCESO DE MICROENCAPSULACIÓN 

A. DEFINICIÓN CONCEPTUAL.- Es la cantidad de microesferas obtenidas 

en cada tratamiento después de todo el proceso de elaboración. 

B. DEFINICIÓN OPERACIONAL: 

Tipo de variable: Variable dependiente. 

Naturaleza: Cuantitativa. 

Fórma de medición: Directa. 

Escala de medición: Razón. 

Instrumento de medición: Balanza analitica: 

Expresión de medida: mg. 

Expresión final de la variable: Adecuado, No Adecuado. 

Procedimiento: Para expresar el rendimiento para cada tratamiento, se 

pesa antes del proceso las cantidades de biopolímero y principio activo, y 

luego se pesa las microesferas obtenidas al final de todo el proceso, para 

hallar el porcentaje de rendimiento: se expresa, la cantidad de 

microesferas obtenidas sobre los pesos del biopolímero y principio activo 

multiplicado por cien. 
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EFICACIA DE MICROENCAPSULACIÓN 

A. DEFINICIÓN CONCEPTUAL.- Es la cantidad de principio activo 

microencapsulado en cada tratamiento después de todo el proceso de 

elaboración. 

B. DEFINICIÓN OPERACIONAL: 

Tipo de variable: Variable dependiente. 

Naturaleza: Cuantitativa. 

Forma de medición: Directa. 

Escala de medición: Razón. 

Instrumento de medición: Espectrofotómetro Uv. 

Expresión de medida: nm. 

Expresión final de la variable: Adecuado, No Adecuado. 

Procedimiento: Para expresar la eficacia para cada tratamiento, se pesa 

una cantidad conocida de microesferas que es suspendido en un 

volumen conocido de buffer, luego es llevado al espectrofotómetro y 

medido a una determinada longitud de onda. 

EFECTO BURST 

A. DEFINICIÓN CONCEPTUAL.- Es la cantidad de principio activo liberado 

después de dos horas en tampón fosfato desde las microesferas, para 

cada tratamiento. 

B. DEFINICIÓN OPERACIONAL: 

Tipo de variable: Variable dependiente. 

Naturaleza: Cuantitativa. 

Forma de medición: Directa. 

Escala de medición: Razón. 

Instrumento de medición: Espectrofotómetro Uv. 

Expresión de medida: nm. 

Expresión final de la variable: Adecuado, No Adecuado. 

Procedimiento: Para expresar el efecto Burst para cada tratamiento, se 

pesa una cantidad conocida de microesferas que es suspendido en un 
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volumen conocido de buffer, luego de dos horas en el medio es llevado al 

espectrofotómetro y medido a una determinada longitud de onda . 

11. VARIABLES NO IMPLICADAS 

A. VARIABLES INTERVINIENTES: 

~ Con respecto a los factores tecnológicos. 

•!• Las cantidades medidas y todo el proceso de elaboración se hizo bajo 

las mismas condiciones, por un mismo analista, con intervalos de 

tiempos cortos, mismos instrumentos y reactivos. 

~ Con respecto al rendimiento, eficacia y efecto Burst. 

•!• todo el procesos de medición para el rendimiento, la eficacia y efecto 

Burst se hizo bajo las mismas condiciones, por un mismo analista, con 

intervalos de tiempos cortos, mismos instrumentos, estas 

determinaciones se realizaron por triplicado. 

3.3.2. ELABORACIÓN DE LAS MICROCAPSULAS 

Existen varios métodos para la preparación de microcapsulas biodegradables, los 

métodos de obtención comúnmente empleados, encontrados en la literatura ya se 

mencionaron anteriormente, en este caso se utilizó el método de doble emulsión 

(W1/0/W2) evaporación del solvente con algunas variantes utilizada por Bautista 

Ch. En el 2009 ft) y Tuncay M. et. al. En el 2000 (2) La elección de la técnica de 

microencapsulación se realizó principalmente sobre la base de las características 

fisicoquímicas del biopolímero y del principio activo a microencapsular. Método 

también conocido como emulsión múltiple. Este método es específico cuando se 

requiere microencapsular principios activos hidrosolubles. En este método el 

polímero se disuelve en un solvente orgánico, en este caso en diclorometano 

(DCM) (Fase orgánica). El principio activo se disuelve en agua (Fase interna 

acuosa). Se incorpora la fase acuosa (W1) sobre la fase orgánica (O) y se obtiene 

la primera emulsión (W1/0), la que se adiciona lentamente sobre un medio acuoso 

que contiene un tensioactivo (Fase externa acuosa) y se forma la segunda 

emulsión o emulsión final. Luego el solvente orgánico es eliminado por evaporación 

y se obtienen las micropartículas. 
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3.3.2.1. MÉTODOS DE DOBLE EMULSIÓN EN LA ELABORACIÓN DE LAS 

MICROCAPSULAS DE DICLOFENACO SÓDICO: 

Dada la solubilidad acuosa del fármaco en estudio, se utilizó el método de la doble 

emulsión (W1/0/W2) evaporación del solvente, recomendado para este tipo de 

compuestos <
1

> y previamente descrito para otros AINEs. <
2

> Se utilizaron los 

métodos y sus variantes elaboradas por Bautista Ch. en el 2009 (f) y Tuncay M, et. 

al. En el 2000 (2) respectivamente. Ambos métodos se armaron en cuatro 

tratamientos cruzados, como se muestra en la Tabla 01. Cada prueba se realizó 

por triplicado, efectuado en las mismas condiciones, sobre la misma muestra, por 

un mismo analista, en el mismo laboratorio, con los mismos aparatos y reactivos y 

en el curso de la misma serie de análisis efectuados, generalmente, en un corto 

intervalo de tiempo. 

A. Se disolvió 420 mg de biopolímero en 1 O mL de diclorometano (DCM), se 

agitó en vortex para formar la fase oleosa Fase O. Se incorporó la fase W1, (2:1 de 

agua en proporción al solvente, en el cual está el principio activo en proporción 

14:1 al polímero) a la fase O, luego se agito en el equipo Ultra Turrax a 24 000 

r.p.m/Smin. La primera emulsión formada W1/0 se añadió a los 100 mi de la fase 

W2 (Solución de PVA al 3% + NaCI 9%), y se agitó en el equipo Eurostar power a 

1700 r.p.m/60 m in. Posteriormente se añadió 1 O mL de isopropanol al 2% y se 

continuó con la agitación, disminuyendo la velocidad de agitación a 200 

r.p.m/4horas. Se observó al microscopio óptico para ver si se han formado las 

microcapsulas, se continúa con la eliminación del exceso de PVA, utilizando filtro 

de bomba al vacío, lavando con agua destilada por tres veces. Finalmente se llevó 

a un equipo de liofilización por un tiempo de 24 h. 

B. Se disolvió 210 mg de biopolímero, fue disuelto en 10 mL de diclorometano 

(DCM), para formar la fase O. Se incorporó la fase W1 (14:1 de principio activo en 

proporción al biopolímero, disuelto en agua, 4:1 de proporción al solvente) a la fase 

O, luego se llevó al equipo Ultra Turrax a 15000 r.p.m/3 min. La primera emulsión 

formada W1/0, se añadió a los 100 mL de la fase W2 (solución de alcohol PVA al 
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1% + NaCI 9%), y se agitó en el equipo Eurostar power a 800 r.p.m/ 30 m in. 

Posteriormente se añadió 5 mL de 2-propanol al 2% y se continua con la agitación, 

pero disminuyendo la velocidad e agitación a 200 r.p.m/4 horas. Se observó al 

microscopio óptico para ver si se han formado microcapsulas, se continúa con la 

eliminación de solventes lavando con agua destilada por tres veces mediante 

centrifugación a 5000 r.p.m. por 10 min. Finalmente se llevó a un equipo de 

liofilización durante 24 horas. 

Tabla 1: 
Formulación de las Microesferas de PLGA 50:50 cargadas con Diclofenaco Sódico. 

[ 1 [ 1 VOL. DE [ 1 VOL. DE VEL. TIM. VEL. 
BIOPOL P.A. FASE DE ISOPROPANOL 1 1 2 

TRATAMIENTOS (mg) (mg) ACUOSA PVA AL2% r.p.m. m in r.p.m. 
~mLl 0/o ~mLl 

M1 420.00 15.00 5 3 10 24000 5 1 700 
M2 210.00 30.00 2.5 1 5 15 000 3 800 
M3 420.00 30.00 2.5 1 5 15 000 3 800 
M4 210.00 15.00 5 3 10 24 000 5 1 700 

Fuente: PastorChambiE W; MormontoyMarcavillacaC. 2012. 

3.3.3. CARACTERIZACIÓN DE LAS MICROCAPSULAS DE PLGA CARGADOS 

CON DICLOFENACO DE SÓDIO 

Las microcápsulas obtenidas fueron caracterizadas según la forma y el tamaño de 

la partícula, rendimiento del proceso de microencapsulación, eficiencia de 

encapsulación, y determinación del fármaco adsorbido, de acuerdo con los 

siguientes procedimientos: 

3.3.3.1. FORMA Y TAMAÑO DE PARTÍCULA: Para la determinación de la forma y 

tamaño de las partículas obtenidas se empleó microscopía electrónica de barrido. 

Las micropartículas liofilizadas fueron montadas sobre talones de grafito y 

recubiertas e impregnadas con una capa de paladio en un aparato Emitech y 

examinadas al microscopio electrónico de barrido. 

3.3.3.2. RENDIMIENTO DEL PROCESO DE ENCAPSULACIÓN: Las microesferas 

obtenidas fueron pesadas para determinar el rendimiento del proceso. La 
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determinación se realizó en condiciones de repetitividad, es decir, único analista, 

mismo instrumento, mismo día y cortos intervalos de tiempo entre cada análisis, 

este proceso se realizó por triplicado. Se determinó mediante la siguiente ecuación: 

Dónde: 

Wmicro 
Rendimiento(%) = (WPLGA + Wdic sod) X 100 

W micro = masa de las microcapsulas obtenidas. 

W PLGA = masa del biopolímero. 

W die sod =masa del diclofenaco sódico. 

3.3.3.3. EFICACIA DE ENCAPSULACIÓN: Para determinar la cantidad de fármaco 

microencapsulado y la eficiencia de este proceso, se adaptó el procedimiento y sus 

variantes descritos por A. Fernández-Carbal/ido et.al. En el 2004 f35J y Tuncay M, 

et. al. En el 2000. (2) Se pesó 1 O mg de microesferas y se disolvieron en 1 O mi de 

diclorometano (DCM). Posteriormente se adicionó 1 O mL de tampón fosfato (PBS), 

pH 6,8 y se llevó a baño de ultrasonido por 15 min. Luego se mantuvo en agitación 

continua durante 2 horas en baño María a 37 C0
• Una vez transcurrido el tiempo, el 

sistema se centrifugó y el fármaco presente en la fase acuosa es cuantificado por 

espectrofotometría UV a 276 nm. Esta determinación se realizó por triplicado, la 

determinación se realizó en condiciones de repetitividad, es decir, único analista, 

mismo instrumento y reactivos, mismo día y cortos intervalos de tiempo entre cada 

análisis. La eficiencia de encapsulación (%)se calculó a partir de la relación entre 

el fármaco incorporado y la cantidad de fármaco inicial en el proceso de 

microencapsulación, mediante la siguiente ecuación: 

Cdic sod exp 
Eficacia(%) = cct· d x 100 

IC SO te 

Dónde: 

Cdic sod exp = cantidad de fármaco encontrado experimentalmente. 

Cdic sod te= cantidad total de fármaco adicionado. 
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3.3.3.4. DETERMINACIÓN DE FÁRMACO ADSORBIDO (EFECTO BURST): 

Para determinar la cantidad de fármaco liberado desde las microesferas en las 

primeras dos horas, se adaptó el procedimiento descrito por A. Fernández 

Carbal/ido et. al. En e/2004 f35) Se pesó 10 mg de microcapsulas, se adicionó 10 mi 

de tampón de fosfatos pH 6,8 y se dejó en agitación continua durante 2 horas en 

baño María a 37 C0
• Una vez transcurrido el tiempo se filtró el sistema y el fármaco 

liberado fue cuantificado por espectrofotometría a 276 nm. La determinación se 

realizó en condiciones de repetitividad, es decir, único analista, mismo instrumento 

y reactivos, mismo día y cortos intervalos de tiempo entre cada análisis, esta 

determinación se realizó por triplicado. El fármaco adsorbido es calculado utilizando 

la siguiente ecuación: 

Cdic sod 2H 
% liberado 2H = Cd" d l x 100 

1c so rea 

Dónde: 

Cdic sod 2H = cantidad de fármaco encontrado después de 2 horas de agitación. 

Cdic sod real= cantidad de fármaco encapsulado. 

3.3.3.5. CURVA DE CALIBRACIÓN PARA DICLOFENACO SÓDICO: Para la 

cuantificación del Diclofenaco sódico presente en las microcápsulas estudiadas, se 

elaboró una curva de calibración, a la que se le determinaron distintos parámetros 

para validar la metodología analítica. Se pesaron 125 mg de estándar de 

Diclofenaco de sodio, los que se disolvieron en 100 mL de tampón fosfato pH 6,8 

{preparado según las indicaciones de la USP.34-29 NF eso¡ y ajustado a pH 6,8 ± 

0,05 utilizando HCI 2N a una temperatura ambiente de 25 °C). De esta forma se 

obtuvo una solución de concentración 1,25 mg/mL. De la solución anterior se tomó 

una alícuota de 1 mL, mediante una micropipeta p-1000, y se realizó una nueva 

disolución con el medio correspondiente hasta un volumen exacto de 1 00 m l. Se 

obtiene una solución de concentración 0,0125 mg/ml ó 12,5 IJg/mL, la cual fue 

considerada la solución madre stock para la elaboración de la curva de calibración. 

La solución stock fue almacenada a 21 oc hasta realizar los análisis, protegida de 
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la luz y excesiva humedad. Los estándares de trabajo fueron preparados por 

dilución de la solución stock con tampón fosfato pH 6,8. La elaboración de los 

estándares para la curva de calibración se realizaron tomando de la solución stock 

(solución de concentración 12,5 ¡Jg/mL) alícuotas de 2, 4, 6, 8 y 1 O mL 

respectivamente, mediante una pipeta aforada de volumen exacto y transferido a 

matraces volumétricos de 1 b mL y aforando con el tampón fosfato. De esta manera 

se consiguen soluciones estándares de 2,5; 5,0; 7,5; 10 y 12,5 ¡Jg/mL. El intervalo 

de concentraciones se determinó estimando la concentración máxima a obtener en 

las cinéticas de disolución, considerando las diluciones necesarias para no salirse 

del intervalo de linealidad de la curva. Los cuales fueron medidos al 

espectrofotómetro a 276 nm, por triplicado. La determinación se realizó en 

condiciones de repetibilidad, es decir, único analista, mismo instrumento y 

reactivos, mismo día y cortos intervalos de tiempo entre cada análisis. 

3.3.3.6. EVALUACIÓN IN VITRO: se pesaron 10 mg y 5 mg de microesferas de la 

muestra con mejor caracterización, fueron colocados en 10 mL (pH 6,8) de tampón 

fosfato salino (PBS) en un tubo de ensayo de vidrio de 25 mi. Las microesferas en 

el medio se agitaron en un baño María a temperatura de 37 oc. Las muestras 

fueron retiradas a intervalos de tiempo apropiados y se centrifugo a 1 O 000 r.p.m. 

por 15 min. y se sustituye por un igual volumen de medio de disolución. 

Posteriormente, se analizaron utilizando un espectrofotómetro UV a 276 nm. 

3.3.3.7. EVALUACIÓN IN VIVO: La respuesta inflamatoria fue inducida por la 

inyección de carragenina (0,05 mL; 3% en solución salina normal), vía subplantar, 

en las patas derechas de los animales (5 animales por grupo). Previa a la 

aplicación in vivo las microcapsulas fueron esterilizadas en un frasco hermético en 

baño de ultrasonido. Todos los tratamientos descritos en la tabla 2, fueron 

administrados vía intraperitoneal media hora antes de la administración de la 

carragenina. El volumen de las patas fue medido en un pletismómetro manual, a 

las 1, 3, 5, 9, 15 y 24 horas después de la administración de la carragenina. 
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Tabla 2: 

Esquema de administración de los tratamientos. 

Grupo 

Control 

1 

11 

m 

Tratamiento 

SSN. 

DIC. SOD. 

MCDIC. SOD.l O. 

MCDIC. SOD.5. 

Dosis. Dic. Sod. mg/Kg. 

o 
10 

10 

5 

Fuente: Pastor Chambi E W; Mormontoy Marcavillaca C. 2012. 

Dónde: 

SSN. = solución salina normal. 

DIC. SOD. = diclofenaco sódico libre. 

MCDIC. SOD.lO. = microcapsulas de PLGA que contiene diclofenaco sódico. 

MC DIC. SOD.5. = microcapsulas de PLGA que contiene diclofenaco sódico. 

I, II, III. =los tratamientos se administraran suspendidos en SSN. 

El porcentaje de inhibición de la inflamación será calculado mediante la siguiente 

ecuación: 

(
LlVt) %1 = 100- LlVc X 100 

Dónde: 

LlVt = delta de volumen de las patas de cada animal tratados con DIC SOD. (Libre o 

microencapsulado ). 

Ll V e = delta promedio del volumen de las patas del grupo control (vehículo). 

3.3.3. 7 .1. TIPO DE INVESTIGACIÓN DE LA EVALUACIÓN IN VIVO. 

La presente investigación es de tipo cuasi experimental, donde se realizó una 

comparación cuantitativa de la actividad antiinflamatoria de las micropartículas que 

contiene principio activo diclofenaco sódico en edema plantar experimental 

inducido por carragenina en ratas albinas machos, que fue comparado la actividad 

con un patrón de diclofenaco sódico libre. Tomando en cuenta la referencia del 

trabajo realizado por Dina M, Aragón N. et, al. En el 201 O. <
37

> Donde usaron 

microcápsulas de naproxeno que consideró dosis de 5 y 1 O mg/Kg, así mismo el 

fármaco patrón fue de 1 O mg/Kg. 
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El presente trabajo de investigación se realizó en un estudio a simple ciego, en el 

cual el responsable del análisis de las muestras que se obtuvo del procedimiento 

experimental no supo a qué grupo de estudio pertenecía el control, patrón y 

problema. 

3.3.3.7.2. TIPO DE HIPOTESIS 

Hipótesis correlaciona!. 

3.3.3. 7 .3. DISEÑO DE LA INVESTIGACIÓN 

G1 01 --02 --03 --04 --Os --Os --07 

G2 Os X109 X101o X1011 X1012 X1013 X1014 

G3 015 X201s X2011 X201s X2019 X202o X2021 

G4 022 X3023 X3024 X302s X302s X3021 X302s 

SIMBOLOGÍA: 

G1 : Grupo control de ratas que recibieron solución fisiológica. 

G2: Grupo de ratas que recibieron una dosis de diclofenaco sódico 

microencapsulado 1 O mg/Kg. 

G3: Grupo de ratas que recibieron una dosis de diclofenaco sódico 

microencapsulado 5 mg/Kg. 

G4: Grupo patrón de ratas que recibieron una dosis de diclofenaco sódico libre 1 O 

mg/Kg. 

X1: Administración de dosis de microcápsulas conteniendo diclofenaco sódico 10 

mg/Kg de peso. 

X2: Administración de dosis de microcapsulas conteniendo diclofenaco sódico 5 

mg/Kg peso. 

X3: Administración de dosis de diclofenaco sódico libre 1 O mg/Kg peso. 

01, 02, 03, 04, Os, Os, 01, Os, Os, 01o, 011, 012, 013, 014, 01s, 01s, 011, 

010, 01s, 02o, 0211 022, 023, 024, 02s, 02s, 021, 02a: Medida del nivel de inflamación 

en equipo pletismómetro. 
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Tabla 3: 

Distribución Aleatoria de los Grupos de Animales. 

Grupos N° animales. Tratamiento. Dosis. (mg/Kg) Vía de Administración. 

Gl Control. 05 Sol. fisiológica Intraperitoneal. 

G2 Microcapsulas 05 Microcapsulas de 10 Intraperitoneal. 
dic.sod. 

G3 Microcapsulas. 05 Microcapsulas de 5 Intraperitoneal. 
dic. Sod. 

G4 Patrón. 05 Dic. Sod. Libre. 10 Intraperitoneal. 
Fuente: Pastor Chambi E W; Momwntoy Marcavillaca C. 2012. 

3.3.3. 7 .4. VARIABLES 

l. VARIABLES IMPLICADAS 

C. VARIABLE INDEPENDIENTE 

~ Dosis de las microcápsulas conteniendo diclofenaco sódico para 

evaluar el efecto antiinflamatorio. 

D. VARIABLES DEPENDIENTES 

~ Efecto antiinflamatorio de las microcápsulas conteniendo diclofenaco 

sódico en edema plantar inducido por carragenina en ratas albinas 

machos. 

OPERACIONALIZACIÓN DE VARIABLES 

•:• Dosis de microcápsulas conteniendo diclofenaco sódico para evaluar el 

efecto antiinflamatorio. 

C. DEFINICIÓN CONCEPTUAL: 

Dosis.- es la cantidad en miligramos (mg) de las microcápsulas 

conteniendo diclofenaco sódico disuelto en solución fisiológica 

administrado por vía intraperitoneal dosificado por kilogramo de peso del 

animal de experimentación para producir el efecto antiinflamatorio. 

D. DEFINICION OPERACIONAL: 

Tipo de variable: variable independiente. 

Naturaleza: cuantitativa. 

Forma de medición: directa. 
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Escala de medición: razón. 

Instrumento de medición: balanza analítica. 

Expresión final de la variable: mg/Kg. 

Procedimiento: para expresar la cantidad de microcapsulas de 

diclofenaco sódico, se pesa en miligramos equivalente a una dosis de 10 

mg y 5 mg por kilogramo de peso de los animales de experimentación, 

que se debe administrar por vía intraperitoneal para producir el efecto 

antiinflamatorio. 

•!• Efecto antiinflamatorio de microcápsulas conteniendo diclofenaco sódico 

en edema plantar experimental inducido por carragenina en ratas albinas 

machos. 

C. DEFINICIÓN CONCEPTUAL: 

Efecto antiinflamatorio.- Es la disminución o eliminación de los signos y 

síntomas de la inflamación, por un proceso de inhibición de la síntesis de 

prostaglandinas en los tejidos inflamados, afectando la actividad 

bioquímica del ácido araquidónico en sus diversas formas. 

D. DEFINICIÓN OPERACIONAL: 

Tipo de variable: variable dependiente. 

Naturaleza: cuantitativa. 

Forma de medición: indirecta. 

Escala de medición: razón. 

Instrumento de medición: pletismómetro. 

Expresión final de la variable: mililitros desplazados. 

Procedimiento: Para expresar el efecto antiinflamatorio, se mide el 

edema plantar experimental producido por carragenina antes y después 

de la administración de las microcápsulas de diclofenaco sódico, y se 

determina por el método de sumersión de la pata inflamada en el 

pletismometro que medirá el volumen inicial y final. 
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11. VARIABLES NO IMPLICADAS 

B. VARIABLES INTERVINIENTES: 

~ Con respecto a las microcapsulas. 

•!• Forma y tamaño de partícula: Se determinó el tamaño y forma 

de partícula usando un microscopio electrónico de barrido para 

determinar si el tamaño es adecuado para la administración 

parenteral. 

~ Con respecto a las ratas albinas. 

•!• Edad de las ratas.- Los animales que se usaron tuvieron entre 

dos meses a dos meses y medio de edad, que fueron 

certificadas por el instituto nacional de salud. 

•!• Peso.- El peso osciló entre 240 - 250 gramos, que fueron 

pesados en una balanza analítica. 

3.3.3.7.5. CRITERIOS DE INCLUSIÓN Y EXCLUSIÓN: 

DE LAS MICROCAPSULAS. 

• Criterio de inclusión 

Se usaron en el edema plantar experimental inducida por carragenina en 

ratas machos, aquellas microcapsulas caracterizadas que tienen mejor 

rendimiento, tamaño adecuado para inyección intraperitoneal y mejor 

eficacia de encapsulación. 

• Criterio de exclusión 

Se excluyeron aquellas microcápsulas que no tuvieron buen rendimiento, 

tamaño inadecuado y baja eficacia de encapsulación. 

DE LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN. 

• Criterio de inclusión 

Se trabajaron con ratas macho de la especie rattus norvegicus con pesos 

que oscilen entre 240 - 250 gramos y con dos a dos meses y medio de 

edad. 
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• Criterio de exclusión 

Se excluyeron ratas machos de la especie rattus norvegicus de bajo peso, 

(menores a 240 gr) y los de peso elevado (mayores 250 gr), aquellos que 

pudieron presentar alguna alteración fisiológica (heridas en las patas) previo 

control de auscultación, también se excluyeron ratas hembras. 

3.3.4. PROCESAMIENTO Y ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 

Los resultados de cada ensayo de caracterización fueron expresados como la 

media aritmética de los valores ± la desviación estándar. Para la evaluación del 

efecto de algunas variables en el proceso de microencapsulación, se utilizó la 

prueba "t" de Student. Los resultados obtenidos para las diferentes formulaciones 

fueron sometidos al análisis de varianza simple (ANOVA), seguido del análisis de 

comparaciones múltiples (Test de Tunkey), empleando el programa estadístico 

(MINITAB) versión 16 Mediante este programa también se calculó el parámetro 

"Área bajo la curva", para analizar el efecto antiinflamatorio a lo largo del tiempo. 

Tabla: 4 
Diseño tipo Plakett-Burman (aleatorizada). 

Corrida Blq A B C D E F G 

1 1 - - + + + 
2 1 - - - + + 
3 1 + + - + + 
4 1 - + + + -
5 1 + + - + -
6 1 + - + 
7 1 - - -
8 1 + - + 
9 1 + + + - + 

10 1 - + - - -
11 1 - + + - + 
12 1 + - + + -

Fuente: programa estadístico MINITAB 16. 

Dónde: 
A: concentración de biopolímero. 
B: concentración de principio activo. 
C: cantidad de fase acuosa. 
D: cantidad de PV A en%. 
E: cantidad de 2-propanol 2%. 
F: velocidad de homogenización. 
G: tiempo de homogeniza 

- + 
+ -
- + 
+ + 

- + 
- -
+ + 
+ -
+ + 

+ -
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3.3.5. PROCEDIMIENTOS 
Flujograma del proceso de investigación. 

ELABORACION DE 
LAS MICROESFERAS 

Observar al microscopio 
... J Tratamiento M1 1 óptico de la formación 

:'"""~., •. ,.,~.,. "'!l"l r '"e•··.:,-:;;-r;-"!0• 

de microesferas . ' ... 
.... 1 

··'~'·<·P-·.~~,.,.~ .. !1(' 

''""''·'~'''"''"."~···~ Tratamiento M2 
•J' , 

,J 1 1" Análisis de los siete 
""~¡ 

Tratamiento M3 
.,.~,,,,,,,,,,.,~,1!/il 

J factores tecnológicos que : . ., 
' ...r 1 

~---.,,,,,.,'"0,·"'~ influyen en el proceso de 
~,.,,,._,"""'''•q 

Tratamiento M4 
_j<'W">"' ,,.<~·,: elaboración las 

microcápsulas mediante ,. diseño Plackett-Burman. 
\. ..) 

Evaluar el rendimiento _,., Medir pesos finales •. J del proceso , ... , .. ,,~·-··.<'!"' % Rendimiento. para cada tratamiento ,.,,~.-~l 

,, lt· ·~ Evaluar la eficacia de .J % Eficacia. J encapsulación X~···" '~l 
Elaborar curva de 
calibración para obtener !!!· 

ecuación de la recta Evaluar el efecto .... r ;~ 
-~ Burst. "·C"''h.'''''"!l" l % Efecto Burst. 

Evaluar forma y tamaño, 
vista al microscopio 

electrónico de barrido. 

*'-
Evaluación in vitro con el 

~ 
Microcapsulas 

~ mejor tratamiento, durante al10 mg/kg 
120 horas (5 días). 

w. ..!loo Microcapsulas -. ''""'':'!'!'' al5 mg/kg Hallar área r "' ... 
Evaluación in vivo con el ' ~.,,,~,",~· bajo la curva. 
mejor tratamiento, en "" '.,,,H~~ Fármaco libre ~· 
inflamación inducida, en las al10 mg/ka 
patas de las ratas albinas. 

;..• ~ .4( Blanco 
::._~ 

Fllente: Pastor Chambi E W; Monnontoy Marcavillaca C, 2012. 
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CAPITULO IV 

, 
RESULTADOS Y DISCUSION 
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4.1. DE LA ELABORACIÓN DE LAS MICROESFERAS DE PLGA, CARGADAS 
CON DICLOFENACO SODICO. 

e f 

Figura 10: a, b, e, d, vista al microscopio óptico de las microesferas para cada tratamiento a 20X. 
Figura e y fvista de las microesferas en el proceso ftnal (polvo liofilizado). 

Fuente: Pastor Chambi E W; Monnontoy Marcavillaca C, 2012. 
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Análisis y discusión: 

En la figura 1 O, se resume las características de las microesferas obtenidas al 

finalizar el proceso para ver si se formaron o no las microesferas; En la figura 1 Oa 

del primer tratamiento M1, se aprecia la imagen obtenida por microscopia óptica, 

donde se muestran microesferas de tamaños pequeños y relativamente uniformes 

así mismo con una saturación elevada; la figura 1 Ob del segundo tratamiento M2, 

nos muestra microesferas de tamaños variados con un predominio de tamaño 

relativamente más grande, mucho más disperso, menos saturado, también se 

puede observar alrededor de cada microparticula un halo definido; en la figura 1 Oc, 

del tercer tratamiento M3, observamos un tamaño y presencia de halo similar a la 

figura 1 Ob, disperso con una saturación más densa que la antes mencionada; la 

figura 1 Od del cuarto tratamiento M4, nos muestra un tamaño más pequeño similar 

a la figura 1 Oa, con una menor saturación; la figura 1 Oe y 1 Of nos muestra el 

proceso final de la obtención de microesferas, un polvo blanco de tamaños muy 

pequeños. 

• La variación en el tamaño se debe a las velocidades y tiempo de 

homogenización y concentración de PVA aplicadas para cada tratamiento, las 

figuras 1 Oa y 1 Od tienen tamaños pequeños y relativamente iguales debido a las 

máximas velocidades aplicadas y el tiempo más largo de homogenización, se 

utilizó las máximas concentraciones de PVA al 3% para ambos tratamientos, 

motivo por el cual las partículas tienen una concentración más densa vista al 

microscopio, mientras que en las figuras 1 Ob y 1 Oc los tamaños más grandes se 

deben a que se aplicó menores velocidades y menores tiempos de 

homogenización, también las concentraciones mínimas de PVA al 1%, algunos 

autores refieren que el tamaño de partícula se puede definir por la concentración de 

PVA, a mayor concentración menor tamaño. En cuanto al halo que se observa en 

ambos tratamientos se debe a la segunda emulsión, una capa fina del emulsificante 

PVA. 

Las figuras 1 Oe y 1 Of, son el proceso final de las microesferas obtenido después de 

la liofilización, son sustancias higroscópicas que necesitan ser almacenadas en un 

frasco de vidrio hermético de color, por lo fotosensible del principio activo usado 
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4.2. DE lA CURVA DE CALIBRACIÓN: 

Gráfico 1: Curva de Calibración para Diclofenaco sódico. 
Fuente: Pastor Chamhi E W; Mormontoy MarcaviUaca C, 2012. 

Linealidad: 

En la Tabla 5, se presentan los valores individuales, los valores medios y los 

coeficientes de variación, expresados en absorbancia, de cada una de las muestras 

analizadas para determinar la linealidad del método, así mismo, se indica también 

la ecuación de la recta, obtenida mediante el ajuste de los cuadrados mínimos. 

Tabla 5: Resultados de cada una de las concentraciones empleadas para estudiar la linealidad 
del método espectrofotométrico. 

DATOS PARA CURVA DE CALIBRACION 

CONCENTRACION Absl Abs2 Abs3 PROMEDIO Desviación 
mg!ml Abs. Estándar 
0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 

0.0025 0.100 0.100 0.101 0.1003 0.00057735 

0.0050 0.196 0.195 0.196 0.1957 0.00057735 

0.0075 0.294 0.294 0.294 0.294 0.00000000 

0.0100 0.395 0.394 0.394 0.3943 0.00057735 

0.0125 0.495 0.494 0.494 0.4943 0.00057735 

R2= 0,99990811, m = 39,4491 b= -0,0001 < 
Fuente: Pastor Chambi E. W; 1llormontoy llt/arcaviUaca C, 2012. 

Y= mx+b 
Abs = 39.4491 (mgfml)- 0.0001 

Coeficiente 
de Varianza 

0.0000 

0.57% 

0.29% 

0.00% 

0.14% 

0.11% 
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4.3. DE LA INFLUENCIA DE LOS POSIBLES FACTORES EN LA FORMULACIÓN. 

4.3.1. Ajuste factorial: RENDIMIENTO vs. BIOPOLIMERO, PRINCIPIO ACTIVO, FASE 
ACUOSA, PVA, ISOPROP ANOL, VELOCIDAD Y TIEMPO. 

Tabla6: 
Efectos y coeficientes estimados para RENDIMIENTO (unidades codificadas) 

Término Efecto Coef T p 

Constante 81.326 52.61 0.000 
BIOPOLIMERO (mg) 3.854 1.927 1.25 0.281 
PRINCIPIO ACTIVO (mg) 1.625 0.812 0.53 0.627 
FASE ACUOSA (mi) -3.315 -1.657 -1.07 0.344 
PAV(%) 3.024 1.512 0.98 0.383 
ISOPROP ANOL 2% (mi) 3.190 1.595 1.03 0.360 
VELOCIDAD (rpm) -2.954 -1.477 -0.96 0.393 
TIEMPO (min) -3.019 -1.510 -0.98 0.384 

S= 5.35470 PRESS = 1032.22, R-cuad. = 63.20% R-cuad. (pred.) = 0.00% R-cuad.(ajustado) = 0.00% 
Fuente: Pastor ehanzbi E. W; Mormontoy Marcavillaca e, 2012. 

Tabla: 7 
Análisis de varianza eara RENDIMIENTO !unidades codificadas2 

Fuente GL se sec. se Ajust. CMA,just. 
Efectos principales 7 196.938 196.938 28.134 
BIOPOLIMERO (mg) 1 44.568 44.568 44.568 
PRINCIPIO ACTIVO (mg) 1 7.919 7.919 7.919 
FASE ACUOSA (mi) 1 32.961 32.961 32.961 
PVA% 1 27.440 27.440 27.440 
ISOPROP ANOL 2% (mi) 1 30.523 30.523 30.523 
VELOCIDAD (rpm) 1 26.180 26.180 26.180 
TIEMPO (min) 1 27.347 27.347 27.347 
Error residual 4 114.691 114.691 28.673 
total 11 311.629 

Fuente: Pastor ehambi E. W; Momwntoy Marcavillaca e, 201 

·o· Diagramá de Pareto de efectos ·estandarizados 
o:: · (la. respuesta. es RENDIMIENTO, Alfa = ,o.oS) ·0:-· • • '- '~ , ' .. ,;· 

B!OfÓLJ14ERO ~mg) 
¡..-...,.~--"----'--';"'..,.-..,'-' 

• FAS!; ACUoSA.( m!) . 

,.o, · ISOPROPANOL02% (mi) 
·( · f .. , , ~AV(%) P-""'':"'-'---"-'-'~4? 

o j! j---,~'---~7'1 

·o TIEMFü(min) 
' ,,0 ' l-4"~~~¡:.y 

vELOCIDAD(rpm) · 
1'---'-"'-,---r-~.:.J 

. ,PRINCIPIO ~ACTIVÓ (mg) ,· 

1'---'~,-~~~-,~~~~-r~~-
. 0.0 0.5 Í.O '1.5 · 2.p o 2.5 ·3.0 

ffecto estandarizado 

Gráfico 2: Diagrama de Pareto para el rendimiento. 
Fuente: Pastor ehambi E. W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012. 

F 
0.98 
1.55 
0.28 
1.15 
0.96 
1.06 
0.91 
0.95 
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Análisis y Discusión: 

En la tabla 6, observamos los efectos y coeficientes estimados para el rendimiento, 

en cuanto a los efectos vemos que existen valores negativos y positivos para las 

siete variables independientes, estos valores nos indican la magnitud con la que 

intervienen y cuáles de las variables actúan de manera favorable o desfavorable 

en el proceso de elaboración de las microcápsulas cuando las variables 

independientes son usadas con los valores mínimos o máximos para cada 

tratamiento (ver tabla 1 ), se observar que influyen de manera negativa la fase 

acuosa, la velocidad y el tiempo de homogenización mientras el resto de las 

variables influyen de manera positiva todos estos para el rendimiento. En la tabla 7, 

observamos para el análisis de varianza, los valores para la prueba F, que nos 

permite ver la relación entre el cuadrado medio del factor y el cuadrado medio del 

error, por consiguiente nos sirve de apoyo para rechazar la hipótesis nula, de 

acuerdo a estos datos nuestros valores para las medias entre tratamientos no son 

iguales por consiguiente nos indica que nuestros datos son significativos. En 

cuanto al gráfico 2 (Pareto) se observa que todas las variables actúan con 

magnitudes relativamente iguales, esto quiere decir que en el proceso de 

rendimiento ninguno de estas variables influye de manera significativa y que casi 

todos actúan por igual, se observa que la variable biopolímero es quien influye un 

poco más con respecto a las demás, y el principio activo es quien influye con 

menos significancia, se debe resaltar que este grafico nos permite medir las 

magnitudes con las que actúan cada variable, independientemente de la influencia 

negativa o positiva que puedan tener durante el proceso de elaboración de las 

microcápsulas. 

Todos resultados fueron obtenidos a partir de los datos de la siguiente tabla 8: 
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Tabla: 8 

Dato de los pesos finales de las microesferas obtenidas, para cada tratamiento. 

REND~NTODELPROCESO 

PESO FINAL 
MUESTRA PES01 PES02 PES03 PROMEDIO Deviación Coeficiente de 

(mg) (mg) (mg) PESOS Estándar Varianza. 
(mg) 

M1 338.5 337.9 339.7 338.7 0.916515139 0.27% 
M2 181.1 180.2 182.9 181.4 1.374772708 0.75% 
M3 399.7 398.8 399.1 399.2 0.458257569 0.11% 
M4 187.4 188.0 187.2 187.5 0.4163332 0.22% 

Fuente: Pastor Chambi E W; Mornwntoy Marcavülaca C, 2012. 

4.3.2. Ajuste factorial: EFICACIA vs. BIOPOLIMERO, PRINCIPIO ACTIVO, FASE ACUOSA, 
PVA, ISOPROPANOL, VELOCIDAD Y TIEMPO. 

Tabla: 9 
Efectos y_ coeficientes estimados para EFICACIA (unidades codificadas) 

Término Efecto Coef T P 
Constante 44.582 10.97 0.000 
BIOPOLIMERO (mg) 34.299 17.149 4.22 0.013 
PRINCIPIO ACTNO (mg) 45.114 22.557 5.55 0.005 
FASE ACUOSA (mi) -8.203 -4.102 -1.01 0.370 
PAV (%) 8.287 4.144 1.02 0.366 
ISOPROPANOL 2% (mi) 8.454 4.227 1.04 0.357 
VELOCIDAD (rpm) -7.978 -3.989 -0.98 0.382 
TIEMPO (min) -7.891 -3.946 -0.97 0.387 

S= 14.0779 PRESS = 7134.78 R-cuad. = 93.06% R-cuad. (pred.) = 37.57% R-cuad.(ajustado) 
=80.92% 
Fuente: Pastor Chambi E W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012 

Tabla: 10 
Análisis de varianza para EFICACIA (unidades codificadas) 

Fuente 
Efectos principales 
BIOPOLIMERO (mg) 
PRINCIPIO ACTNO (mg) 
FASE ACUOSA (mi) 
PVA% 
ISOPROP ANOL 2% (mi) 
VELOCIDAD (rpm) 
TIEMPO (min) 
Error residual 
total 

GL SC sec. 
7 10635.1 
1 3529.2 
1 6105.9 
1 6105.9 
1 201.9 
1 206.0 
1 214.4 
1 190.9 
4 186.8 
11 11427.9 

Fuente: Pastor Chambi E W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012. 

se Ajust. 
10635.1 
3529.2 
6105.9 
201.9 
206.0 
214.4 
190.9 
186.8 
792.8 

CMAjust. 
1519.3 
3529.2 
6105.9 
201.9 
206.0 
206.0 
190.9 
186.8 
198.2 

F 
7.67 
17.81 
30.81 
1.02 
1.04 
1.08 
0.96 
0.94 
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Gráfico 3: Diagrama de Pareto para la eficacia. 
Fuente: Pastor Cltambi .E W; Mormontoy Marcavillflca C, 2012. 

Análisis y Discusión: 

En la tabla 9, observamos los efectos y coeficientes estimados para la eficacia, en 

cuanto a los efectos vemos que existen valores negativos y positivos para las siete 

variables independientes, estos valores nos indican la magnitud con la que 

intervienen y cuáles de las variables actúan de manera favorable o desfavorable 

en el proceso de elaboración de las microcápsulas cuando las variables 

independientes son usadas con los valores mínimos o máximos para cada 

tratamiento (ver tabla 1), se observar que influyen de manera negativa la fase 

acuosa, la velocidad y el tiempo de homogenización mientras el resto de las 

variables influyen de manera positiva al igual que para el rendimiento. En la tabla 

10, observamos para el análisis de varianza, los valores para la prueba F, que nos 

permite ver la relación entre el cuadrado medio del factor y el cuadrado medio del 

error, por consiguiente nos sirve de apoyo para rechazar la hipótesis nula, de 

acuerdo a estos datos nuestros valores para las medias entre tratamientos no son 

iguales por consiguiente nos indica que nuestros datos son significativos. En 

cuanto al gráfico 3 de (Pareto) se observa que las variables principio activo y 

biopolímero son quienes influyes con mayor significancia con respecto a las demás, 

el principio activo es quien influye de manera preponderante seguido por el 

biopoloimero, Se observa que todas las demás variables actúan con magnitudes 

relativamente iguales y muy bajas, esto quiere decir que en el proceso de la 
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eficacia ninguno de estas variables influye de manera significativa y que casi todos 

actúan por igual, a excepción de las dos variables antes mencionadas. Se debe 

resaltar que este grafico nos permite medir las magnitudes con las que actúan cada 

variable, independientemente de la influencia negativa o positiva que puedan tener 

durante el proceso de elaboración de las microcápsulas. 

Todos resultados fueron obtenidos a partir de los datos de la siguiente tabla: 

Tabla 11: 
Datos de absorbancia para cada tratamiento para obtener la eficacia de encapsulación, 
mediante la ecuación de la recta. (Abs = 39.4491 (mglml)- 0.0001) 

MUESTRA Absl Abs2 Abs3 PROMEDIO Deviación Coeficiente 
Abs. Estándar. de Varianza. 

Ml 0.047 0.047 0.047 0.0470 0.000 0.000 
M2 0.246 0.246 0.247 0.2463 0.00057735 0.23% 
M3 0.286 0.287 0.286 0.2863 0.00057735 0.20% 
M4 0.055 0.055 0.055 0.0550 0.000 0.000 

Fuente: Pastor Chambi E. W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012 

4.3.3. Ajuste factorial: EFECTO BURST vs. BIOPOLIMERO, PRINCIPIO ACTNO, FASE 
ACUOSA, PVA, ISOPROPANOL, VELOCIDAD Y TIEMPO. 

Tabla: 12 
Efectos y coeficientes estimados para EFECTO BURST (unidades codificadas) 

Término Efecto Coef SE Coef T P 
Constante 7.218 1.216 5.93 0.004 
BIOPOLIMERO (mg) -9.984 -4.992 1.216 -4.10 0.015 
PRINCIPIO ACTIVO (mg) -9.321 -4.661 1.216 -3.83 0.019 
FASE ACUOSA (mi) -J.242 -1.621 1.216 -1.33 0.253 
PAV (%) 2.542 1.271 1.216 1.04 0.355 
ISOPROPANOL 2% (mi) 3.253 1.626 1.216 1.34 0.252 
VELOCIDAD (rpm) -1.942 -0.971 1.216 -0.80 0.469 
TIEMPO (mio) -2.538 -1.269 1.216 -1.04 0.356 

S= 4.21380, PRESS = 639.220 R-cuad. = 90.45% R-cuad. (pred.) = 14.08% R-cuad. (Ajustado) 
=73.75% 
Fuente: Pastor Chambi E W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012. 
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Tabla: 13 
Análisis de varianza para EFECTO BURST (unidades codificadas) 

Fuente GL se sec. se Ajust. CMA,just. 
Efectos principales 7 672.97 672.97 96.14 
BIOPOLIMERO (mg) 1 299.02 299.02 299.02 
PRINCIPIO ACTIVO (mg) 1 260.65 260.65 260.65 
FASE ACUOSA (ml) 1 31.54 31.54 31.54 
PVA% 1 19.38 19.38 19.38 
ISOPROPANOL 2% (ml) 1 31.74 31.74 31.74 
VELOCIDAD (rpm) 1 11.31 11.31 11.31 
TIEMPO (min) 1 19.32 19.32 19.32 
Error residual 4 71.02 71.02 17.76 
total 11 743.99 

Fuente: Pastor Clzambi E. W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012. 

Diagr~mii de Paretl) de efectos estandarizados. 
· · (la ,respuesta es EFECTO BURST; Alfa·= 0.05) · 

·~ - 2.il6 
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Gráfico 4: Diagrama de Pareto para el Efecto Burst. 
Fuente: Pastor Cllambi E. W; Mormontoy Marcm>illaca C, 2012. 

Análisis y Discusión: 

4 

F 
5.41 
16.84 
14.68 
1.78 
1.09 
1.79 
0.64 
1.09 

En la tabla 12, observamos los efectos y coeficientes estimados para el efecto 

burst, en cuanto a los efectos vemos que existen valores negativos y positivos para 

las siete variables independientes, estos valores nos indican la magnitud con la que 

intervienen y cuáles de las variables actúan de manera favorable o desfavorable 

en el proceso de liberación del principio activo adsorbido a las 2 horas desde las 

microesferas cuando las variables independientes son usadas con los valores 

mínimos o máximos para cada tratamiento (ver tabla 1 ), se observar que influyen 

de manera negativa el biopolímero, principio activo, la velocidad y el tiempo de 

homogenización, mientras que las variables concentración de PVA y cantidad de 

isopropanol al 2% influyen de manera positiva para el efecto burst, la influencia 
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positiva de estas dos variables es lógica, porque del PVA dependerá la dureza y 

forma de la superficie de las microesferas, y del isopropanol la posible porosidad 

que se formaran en las microesferas. En la tabla 13, observamos para el análisis 

de varianza, los valores para la prueba F, que nos permite ver la relación entre el 

cuadrado medio del factor y el cuadrado medio del error, por consiguiente nos sirve 

de apoyo para rechazar la hipótesis nula, de acuerdo a estos datos nuestros 

valores para las medias entre tratamientos no son iguales por consiguiente nos 

indica que nuestros datos son significativos. En cuanto al gráfico 4 (Pareto) se 

observa que las variables principio activo y biopolímero son quienes influyes con 

mayor significancia con respecto a las demás, en este caso el biopolímero es quien 

influye de manera preponderante seguido por el principio activo en contraste a lo 

que ocurre para la eficacia, Se observa que el isopropanol al 2% y la fase acuosa 

actúan de manera similar, la concentración de PVA y el tiempo de homogenización 

también son casi similares y finalmente quien actúa con menor magnitud es la 

velocidad de homogenización, esto quiere decir que para el efecto burst ninguno de 

estas variables influye de manera significativa y que casi todos actúan por igual, a 

excepción de las dos variables antes mencionadas. Se debe resaltar que este 

grafico nos permite medir las magnitudes con las que actúan cada variable, 

independientemente de la influencia negativa o positiva que puedan tener durante 

el proceso de liberación del fármaco adsorbido a las 2 horas. 

Todos resultados fueron obtenidos a partir de los datos de la siguiente tabla: 

Tabla: 14 

Datos de Absorbancia para cada tratamiento para obtener el efecto Burst, mediante la 
ecuación de la recta. (Abs = 39.4491 (mg/ml)- 0.0001). 

MUESTRA Absl Abs2 Abs3 PROMEDIO Desviación Coeficiente de 
Abs. Standar. Varianza. 

Ml 0.001 0.001 0.002 0.0013 0.00057735 42.29% 
M2 0.009 0.009 0.009 0.0090 0.000 0.000 
M3 0.004 0.004 0.004 0.0040 0.000 0.000 
M4 0.011 0.012 0.011 0.0113 0.00057735 5.093% 

Fuellte: Pastor ClzambiE. W; Mornzo¡ztoyMarcaviUaca C, 2012. 
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B 

e 
D 

E 

F 

G 

Relación de fármaco 2 

Volumen de fase acuosa 5 mi 

Proporción de PV A 3% 

Cantidad de isopropanol 2% 10 mi 

Velocidad de agitación 1700 rpm. 

Tiempo de agitación 60 min. 

Gráfico 5. Efecto de las variables en estudio sobre a) Rendimiento del proceso; b) Eficiencia de 
encapsulación, e) Efecto Burst, en la elaboración de micropartículas de DIC. SOD. "t" de Student, 
*p<0,05. 
Fuente: Pastor Clwmbi E. W; Mormontoy Marcavi/hzca C, 2012. 

Análisis y discusión: 

1 

2.5 mi 

1% 

5ml 

800rpm . 

30 min . 

De manera más detallada explicamos el efecto de cada variable que influyó en el 

presente trabajo. 

En este estudio elaboramos microesferas de PLGA (50:50) cargadas con 

Diclofenaco sódico, un antiinflamatorio no esteroideo ampliamente utilizado en el 

tratamiento de enfermedades inflamatorias. Con el fin de identificar algunas 

variables críticas en el proceso de microencapsulación de DIC. SOD. con el 

polímero de PLGA utilizado, se empleó un diseño experimental de tipo Plakett

Burman, el cual permite evaluar el efecto de una gran cantidad de variables 

mediante la realización de pocos ensayos experimentales (n+1 ). Como se 

mencionó en la metodología, se evaluó la influencia de siete variables a dos 

niveles, sobre tres variables respuesta, como son: rendimiento del proceso, eficacia 
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de encapsulación y fármaco liberado después de 2 horas en un tampón pH 6,8 

(efecto Burst). En el Gráfico 5, se muestra el efecto medio de las variables en 

estudio, sobre las características de las micropartículas obtenidas. 

Un proceso de microencapsulación óptimo debe permitir la obtención de 

micropartículas con bajo efecto Burst y una elevada eficiencia de encapsulación y 

rendimiento. 

• De manera detallada, las barras sin asterisco indican que la variable no 

afecta de manera significativa la respuesta evaluada; las barras con valores 

positivos (barra color verde) sugieren que la presencia de dicha variable en el nivel 

mayor de los dos evaluados (con y sin asterisco) aumenta la magnitud de la 

respuesta evaluada; y las barras de valores negativos (barras de color azul), que 

dicha variable en el nivel mayor disminuye la magnitud de la respuesta evaluada. 

El tamaño de las barras es reflejo de la magnitud del efecto presentado. 

Adicionalmente se observa que, en los dos niveles estudiados, la variable A 

(cantidad de polímero) afecta significativamente en las tres respuestas evaluadas, 

Esto indica que el efecto de esta variable en el nivel mayor favorece el rendimiento 

y la eficacia, mas no así en el efecto Burst. También observamos que la variable B 

en el nivel superior favorece el rendimiento, pero de manera más significativa en la 

eficacia. Al mismo tiempo que disminuyen la cantidad de DIC. SOD, liberado a las 2 

horas (Gráfico 5c). En cuanto a las variables C, F, G, podemos observar que un 

cambio al nivel mayo afectaría de manera negativa en las tres respuestas. 

Respecto a las variables D, E, los resultados indican que la utilización de éstas en 

el nivel superior aumenta la eficiencia de encapsulación y el rendimiento del 

proceso (Gráficos 5a y 5b), también influyen de manera positiva en el efecto burst 

(Gráfico 5c), pues de estas variables dependerá la porosidad y superficie de las 

microesferas. 

M. lgartua. et. al. En el1997. Realizaron un estudio sobre optimización del 

proceso de encapsulación para la preparación de microesferas de PLGA, que 

contenía albumina bovina para administración oral, por la técnica de doble 

emulsión evaporación se solvente. Concluyeron que tiene lugar una disminución 

del rendimiento del proceso de encapsulación, expresado como el cociente entre la 
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carga real y teórica del fármaco microencapsulado, y un aumento de la proteína 

adsorbida en la superficie, a medida que se reduce el porcentaje de polímero. 

También observaron que a ·medida que se aumentaba la concentración de 

emulsificante PVA de 1% a 8% disminuía el tamaño de las microesferas. 

J.E. Rosas. et. al. En el 2001. Observó algunos resultados para el efecto 

Burst. Es importante aclarar que la cantidad de fármaco liberado después de 2 

horas es un reflejo de la cantidad de DIC.SOD adsorbida en la superficie de la 

partícula y cuya liberación no depende de la degradación del polímero, pues no 

hace parte del complejo matricial formado. Esta cantidad liberada de manera 

inmediata puede constituirse en una dosis de carga y es denominada en inglés 

como efecto Burst (liberación rápida o explosiva). Esta cantidad adsorbida o efecto 

Burst puede ser deseable mientras no supere el 20% de la cantidad total del 

fármaco encapsulado. De lo contrario la liberación no sería controlada. En muchos 

casos se busca que el efecto Burst sea nulo, pues la dosis de carga puede ser 

suministrada de otra manera, por ejemplo, con fármaco libre, con partículas de 

menor tamaño, o con polímeros diferentes o de menor masa molar que se 

degraden más rápido. En el presente caso se consideró como deseable que el 

Efecto Burst fuera el menor posible. 
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4.4. DE LA CARACTERIZACIÓN DE LAS MICROESFERAS DE DICLOFENACO 

SÓDICO OBTENIDAS. (TAMAÑO Y FORMA DE PARTICULA) 

Figura 11. Fotografia al Microscopio Electrónico de barrido (SEM) a 3000X, del tratamiento Ml de 
las microesferas de diclofenaco sódico. 
Fuente: Pastor Chambi E W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012. 

Figura 12. Fotografia al Microscopio Electrónico de barrido (SEM) a 6000X, del tratamiento M2 de 
las microesferas de diclofenaco sódico. 
Fuente: Pastor Chambi E. W; Momwntoy Marcavillaca C, 2012. 
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Figura 13. Fotografia al Microscopio Electrónico de barrido (SEM) a 6000X, del tratamiento M3 de 
las microesferas de diclofenaco sódico. 
Fuente: Pastor Chamhi E. W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012. 

Figura 14. Fotografia al Microscopio Electrónico de Barrido (SEM) a lOOOX, del tratamiento M4 de 
las microesferas de diclofenaco sódico. 
Fuente: Pastor Chamhi E. W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012. 
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Análisis y discusión: 
Los resultados de las imágenes obtenidos al microscopio electrónico de barrido 

(SEM), se observan en las Figuras 11, 12, 13 y 14. El aspecto de estas 

microesferas, muestran homogeneidad en la forma, tamaños pequeños, medianos 

y grandes, casi todas presentan · superficies lisas con pocas porosidades, se 

observan gran cantidad de micropartículas por campo óptico. De las imágenes 

obtenidas en el SEM para la figura 11 del tratamiento M1, las microesferas tiene 

tamaños muy pequeños como muestra la flecha en la figura, estos podrían ser 

menores a 1 ¡Jm de tamaño también se observa partes donde están agregadas 

unas a otras. En la figura 12 del tratamiento M2, se evidencia partículas mucho 

más grandes que la anterior que podrían alcanzar tamaños desde 1 ¡Jm hasta los 

10 ¡Jm aproximadamente. La figura 13 del tratamiento M3, nos muestra tamaños 

muy similares a la figura 12, se muestran dispersas y no agregadas. Finalmente 

observamos la figura 14 del tratamiento M4, en el cual se evidencia partículas de 

diversos tamaños desde menores a un 1 ¡Jm hasta los 1 O ¡Jm de tamaño 

aproximadamente de acuerdo a la escala que se observan en las figura, con 

algunas agregaciones de las partículas más pequeñas, también podemos observar 

una microesfera fragmentada en dos partes como indica la flecha en la cual se 

puede ver pequeños poros las que podrían contener al principio activo. 

• Estos resultados nos demuestran que existen variaciones en el tamaño de 

las microesferas obtenidas debido a las velocidades y tiempos de homogenización 

y concentración de PVA, los tratamientos M1 y M4 tienen tamaños muy pequeños, 

en ellos las velocidades de homogenización para la primera emulsión fueron de 

24 000 r.p.m. durante 5 min. Y para la segunda emulsión de 1 700 r.p.m. por 60 

minutos, estas variables influyen en el tamaño de partícula. Las agregaciones que 

presentan al momento de hidratarlos podrían obstruir las agujas de inyección. En 

los tratamientos M2 y M3, observamos partículas mucho más grandes; la velocidad 

de homogenización para la primera emulsión fue de 15 000 r.p.m. por 3 min. y para 

la segunda emulsión fue de 800 r.p.m. durante 30 min. Por los tamaños que 

presentan estas partículas (11Jm - 1 O ¡Jm) y la no agregación entre ellas hace que 

tenga una fácil hidratación, por lo tanto son favorables para uso parenteral. La poca 
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porosidad que presentan en la superficie hace que el fármaco se libere de manera 

más sostenía durante tiempos más prolongados. 

De acuerdo a estos resultados podemos proponer que la principal función del 

tensioactivo presente en la fase externa acuosa es estabilizar las interfaces de la 

emulsión durante la extracción del solvente del polímero, reduciendo la tensión 

superficial entre las diferentes fases y originado un menor tamaño de partícula a 

medida que aumenta su concentración. 

Jeyanthi et al. 1992, 1996. En estudios de microscopía electrónica de barrido 

indicó morfologías y superficie diferentes de las microesferas dependiendo del peso 

molecular del polímero utilizado en los estudios de preparación, lo que podría ser 

aceptado como una prueba importante por la influencia del peso molecular y 

también la cantidad de ca-disolvente de la porosidad. 

Tun~ay, M. et. al. en el 2000, describió como el peso molecular del polímero 

aumenta, la viscosidad de la solución de polímero aumentará y, en consecuencia, 

la extracción del disolvente resulta antes de la formación de gotitas que crea menos 

microesferas porosas. Cuando se utiliza metanol como un ca-disolvente, observó 

que el cloruro de metileno se extrae lentamente y poco a poco, durante la 

formación de gotitas. Este fenómeno también resultó en microesferas porosas. 

Desde que se utiliza metano! como un ca-disolvente en combinación con cloruro de 

metileno, esto podría ser otro factor importante en la formación de poros en la 

superficie de las microesferas, junto con el efecto del peso molecular. 

J.L. PERAZ et. al. en 1997, realizaron estudios de optimización sobre el 

proceso de encapsulación para la preparación de microesferas de PLGA, que 

contenía albumina bovina (BSA), observaron al microscopio electrónico de barrido 

microesferas de superficie lisa, con un tamaño de partícula medio comprendida 

entre 23,46 1-1m y 1.53 1-1m para los distintos lotes que elaboraron. 
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4.4.1. DE LA CARACTERIZACIÓN DE LAS MICROESFERAS DE DICLOFENACO 
SÓDICO OBTENIDAS. PORCENTAJE DE RENDIMIENTO, EFICACIA DE 
ENCAPSULACIÓN Y EFECTO BURST. 

Tabla: 15 

TRATAMIENTOS RENDIMIENTO% EFICACIA% EFECTO BURST% VALORACIÓN 

Ml 77.802 ± 0.118 26.956 ± 0.071 3.024 ± 1.226 NO ADECUADO 

M2 75.573 ± 0.556 37.771 ± 0.372 3.686± 0.010 NO ADECUADO 

M3 88.705 ± 0.091 96.507 ± 0.222 1.430± 0.003 ADECUADO 

M4 83.225 ± 0.366 17.095 ± 0.656 20.734 ± 1.047 NO ADECUADO 

Resultados de los porcentajes de rendimiento, eficacia y efecto Burst para cada tratamiento 

''t" de Student, p<0,05. 
Fuente: Pastor Chambi E. W; Mormontoy Marcavi/laca C, 2012. 

· Análisis y discusión: 

Los resultados obtenidos en la determinación del rendimiento, eficacia de 

encapsulación y efecto Burst, se muestran en la Tabla 15. Los valores obtenidos 

para el rendimiento fueron altos, lo cual es un factor positivo para la aplicación 

industrial, varía desde 77.802 % hasta un 88.705%. Para la eficacia observamos 

variaciones desde 17.095% hasta 96.507%, en cuanto al efecto Burst se observa 

un valor mínimo de 1.430% y máximo de 20.734%. 

• Nuestros resultados del porcentaje de rendimiento: para cada tratamiento 

varían como se observa en la tabla 15, el rendimiento en orden decreciente para 

cada uno de los tratamiento es: M3, M4, M1, M2 respectivamente, las variaciones 

entre uno y otro se deben a las siete variables independientes como vimos 

anteriormente, algunos influyen de manera positiva y otros de manera negativa. 

Dichos valores no tiene que ver con la cantidad inicial de biopolímero y principio 

activo añadidos, porque todos están representados en valores porcentuales. Como 

observamos para M3 se usaron las cantidades máximas de biopolímero y principio 

activo, contrariamente se usó las cantidades mínimas para M4, sin embargo es el 

que tiene el segundo mejor rendimiento, como se muestran las cantidades usadas 

para cada tratamiento en la tabla 1. 
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Tun~ay, M. et. al en el 2000. Elaboraron microesferas poliméricas de 

diclofenaco sódico para uso intra articular con PLGA 50.50 de pesos moleculares 

· 34,000 y 88,000 Da. Como fase acuosa usaron m etanol y fase orgánica cloruro de 

metileno, emulsificante PVA:SO (4:1); obteniendo un rendimiento de 70% y 68% 

respectivamente, no encontraron diferencias significativa entre las dos 

formulaciones fabricadas, por lo tanto, obtuvieron porcentajes menores a nuestros 

rendimientos. 

Diana M. Aragón N. et.al. En el 2010. Elaboraron microcapsulas de 

naproxeno por una emulsión simple, 0/W. obteniendo un rendimiento de 83,7%, 

que es menor al obtenido en nuestro estudio que fue de 88.705%. 

Se puede observar que existen diferencias entre cada uno de los resultados. Esto 

se debería a los diferentes métodos usados en la elaboración, proporciones de 

biopolímero y principio activo, diferencia de aditivos usados etc. 

Bautista Ch. en el 201 O. Elaboró microcapsulas utilizando varios 

biopolímeros para caracterizarlos, ver cuál de ellos era el más óptimo para 

microencapsular principios activos hidrosolubles, para el PLGA 50:50, obtuvo un 

rendimiento de 84.77%, este resultado no se aleja del obtenido por nosotros, pues 

utilizamos la técnica que ella uso con algunas variantes. 

• En cuanto a la eficiencia de encapsulación: los valores obtenidos fueron 

bajos, lo cual es un factor negativo para la aplicación industrial de 

microencapsulación. A excepción del tratamiento M3 en el cual se obtuvo una 

buena eficacia como se muestra en la tabla 15, las variaciones entre cada uno de 

estos tratamientos se debe a las variables independientes antes mencionadas, 

cabe destacar que todo los valores son representados en porcentaje y los 

resultados no se deben exclusivamente a las cantidades de principio activo usado. 

Fernandez-Carbellido et. al. En el 2003. Elaboraron microesferas de PLGA 

con labrafil cargadas de ibuprofeno para uso intra articular, por emulsión simple 

0/W, obteniendo como eficacia rangos desde un mínimo de 30.06% hasta un 

máxima 84.46%, nuestro tratamiento M2 obtuvo una eficacia de 37.771% que 

estaría dentro de este rango de resultados, mientras que nuestro resultado de 

eficacia para M3 es el que supera estos resultados con 96.5%. 
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U. Bilati et.al en el 2004. Elaboraron microparticulas de PLGA cargadas con 

proteína usando el método de doble emulsión, comparando con el método de 

sonicación. Obtuvieron rendimientos hasta de 98% en la doble emulsión y un 90% 

por sonicación, estos resultados se acercan a nuestro tratamiento M3. 

J.E. Rosas et. al. En el 2000. Elaboraron microesferas biodegradables 

PLGA como un sistema de entrega péptido sintético spf66 de la malaria. 

Obteniendo como eficacia de encapsulación un 85%. 

Tun~ay, M. et. al en el 2000. Obtuvieron una eficacia de encapsulación 

relativamente baja de 16.1% en comparación con el que obtuvimos nosotros 

(96.507%), a pesar de usar la misma cantidad y el mismo principio activo 

(diclofenaco sódico). 

• En la tabla 15 también, se logra apreciar la variación del efecto Burst: que 

existe entre cada tratamiento, observamos que el tratamiento M4 es quien tiene 

una mayor tasa de liberación a las 2 horas, significa que el principio activo 

adsorbido en la superficie es liberado de manera muy rápida, es un factor de 

liberación que no resulta conveniente pues no favorece en la liberación controlada, 

mientras observamos que para los tratamientos M1, M2, tienen un efecto burst 

relativamente bajb, junto con el tratamiento M3 que es el más bajo y posiblemente 

el más óptimo, pero de acuerdo al índice de confianza del 95% ± 0.05 los 

tratamientos M3 y M2 no tendrían una diferencia significativa. Lo que se desea es 

que este efecto sea menor al 20% del fármaco englobado, o el más bajo posible 

para que libere lentamente el principio activo a lo largo del tiempo, algunos autores 

indican que también es preferible que este efecto sea nulo, pues la dosis de inicio 

se podría sustituirse con fármaco libre <113>· Cabe destacar que este efecto es 

independiente de la cantidad de fármaco englobado pues solo se está liberando el 

que se encuentra en la superficie de las microesferas, este fenómeno dependerá 

de la porosidad de la superficie. 
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Gráfico 6. Valores individuales para; a) Rendimiento, b) Eficacia de Encapsulacion, e) Efecto Burst. 
Fuente: Pastor Clwmbi E W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012 

En el gráfico 6, se muestran los gráficos a, b, e, estos nos muestran las diferencias 

que existen entre cada tratamiento con respecto al rendimiento, eficacia de 

encapsulación y efecto burst. El de mayor rendimiento es M3 y menor rendimiento 

M2. En cuanto a la eficacia observamos que M3 es el de mayor eficacia y M4 el 

que tiene menor eficacia, para el efecto burst, vemos que M3 es quien resulta ser el 

más óptimo porque se requiere que este efecto sea el más mínimo posible. 

También los gráficos nos muestran la desviación estándar para cada tratamiento 

representado por los puntos rojos que nos indican cuan homogéneo o disperso 

son nuestros datos obtenidos como podemos comparar en la tabla 15. 
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Agrupación de información utilizando el método de Tukey para el Rendimiento, Eficacia y 

Efecto Burst. 

TRATAMIENTOS TRATAMIENTOS 

Rendimiento N Media% Agrupación Eficacia N Media% Agrupación 

M3 3 88.705 A M3 3 96.507 A 

M4 3 83.225 B M2 3 37.771 B 

M1 3 77.802 e M1 3 26.956 e 

M2 3 75.573 D M4 3 17.095 D 

TRATAMIENTOS 

Efec. Burst N Media Agrupación 

M4 3 20.734 A 

M2 3 3.686 B 

M1 3 3.024 Be 

M3 3 1.430 e 

Fuente: Pastor Chambi E W; Monnontoy Marcavillaca C, 2012 

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes. 

Observamos que nuestro índice de confianza, especifica que todo el conjunto de 

comparaciones tiene una tasa de error por familia de 0.05 (equivalente a un nivel 

de confianza conjunto de 95%. 

De acuerdo con estos datos podemos observar, que el rendimiento y la eficacia 

tienen una diferencia significativa entre cada uno de los tratamientos. Mientras en 

el efecto burst, vemos que solo existe diferencia significativa con el tratamiento 

M4, los datos para los valores M2, M1, son relativamente similares, lo mismo 

ocurre con los datos de M1 y M3, a pesar de que se observa que las medias de 

ambos son diferentes, es porque agrupando los datos por el método de tukey 

ofrece estimados casi precisos del parámetro de los tratamientos, con un límite 

máximo de 5% de la probabilidad de que uno o más intervalos de confianza no 

contengan una verdadera diferencia, esto nos sugiere que dichos datos son 

pequeños que se acercan a cero, por eso los índices de confianza son similares 

entre los tratamientos mencionados. 
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4.5. OPTIMIZACIÓN DE RESPUESTA PRONOSTICA DEL PROCESO DE 
MICROENCAPSULACION POR AJUSTE DE VARIABLES. 

Tabla: 16 
Maumización del Rendimiento por ajuste de variables con el nivel máximo o mínimo. 

parámetro RENDIMIENTO 

BIOPOLIMERO (mg) 
PRINCIPIO ACTIVO (mg) 
FASE ACUOSA (mi) 
PVA(%) 
ISOPROPANOL2% (mi) 
VELOCIDAD (rpm) 

meta inferior 
máximo 1 
420 
30 
2.5 
3 
10 
800 
30 

objetivo 
100 

superior 
150 

ponderación 
1 

Respuestas pronosticadas: RENDIMIENTO = 91.8176, deseabilidad = 0.917349 
Fuente: Pastor Chambi E. W; Monnontoy Marcavillaca C, 2012. 

Óptimo Alto 
BIOPOllM PRINCIPI FASEACU PAVr) ISOPROPA VELOCIDA TIEMPO ( 

420.0 30.0 5.0 3. 10.0 1700.0 60.0 
D Act [1~8:81 [30.01 [2.501 [3.01 [10.01 [~88:81 [30.01 

0.91734 Bajo 15.0 2.50 1.0 5.0 30.0 

Compuesto 
Deseabilidad 

0.91734 

RENDIMIE 

/ 17 ~ 7 '7 ~ ~ Máximo 
y= 91.8168 
d = 0.91734 

.. 
: ·-"' -,-

•' 

·. _, 
\ ·:' ',' ,_. ·,.•- ~ . .. 

-- -' 
"· . 

' 

--
Figura 15. Respuesta pronosticada optrmrzada del proceso de rendumento por aJuste de vanables. 
Fuente: Pastor Chambi E W; Monnontoy Marcavillaca C, 2012. 

Tabla: 17 

importancia 
1 

Maximización de la Eficacia de encapsulación por ajuste de variables con el nivel 
máximo o mínimo. 

parámetro EFICACIA 
meta inferior objetivo superior 
objetivo 1 100 150 

BIOPOLIMERO (mg) 420 
PRINCIPIO ACTIVO (mg) 30 
FASE ACUOSA (mi) 2.5 
PVA(%) 3 
ISOPROPANOL2% (mi) 10 
VELOCIDAD (rpm) 800 
TIEMPO (min) 47.878 
Respuestas pronosticadas: EFICACIA = 99.9928, deseabilidad = 0.999928 
Fuente: Pastor Chambi E W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012 

ponderación 
1 

importancia 
1 
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Óptimo Alto BI~~~~M 
D Act [ 420.0] 

0.99993 Bajo 210.0 

PRINCIPI FASE ACU PVA (%) ISOPROPA VELOCIDA TIEMPO ( 
30.0 5.0 3.0 10.0 1700.0 60.0 

[30.0] [2.50] [3.0] [10.0] [800.0] [47.8788] 
15.0 2.50 1.0 5.0 800.0 30.0 

Compuesto ------- 1 / 

Deseabllldad I/ 
0.99993 

EFICAClA (---- 7--~~ ¡_::...::;::..~-...-.~~--"""'-"-"..:::...::.. =-=--~ 
Obj: 100.0 I/ 
y; 99.9928 
d; 0.99993 

,~,.--~~~~~.~---~~~.~~ .. --...--~----~~~~ 
,L ",, ,:'· . .-.... .'·· , .•-

Figura 16. Respuesta pronosticada optimizada del proceso de eficacia por ajuste de variables. 
Fuente: Pastor Chambi E W; Monnontoy Marcavillaca C, 2012. 

Tabla: 18 
Minimización del Efecto Burst por a.juste de variables con el nivel máximo o mínimo. 

parámetro EFECTO 
BURST 

meta inferior 
Mínimo 1 

objetivo 
2 

superior 
20 

ponderación 
1 

importancia 
1 

BIOPOLIMERO (mg) 420 
PRINCIPIO ACTIVO (mg) 30 
FASE ACUOSA (ml) 5 
PVA(%) 1 
ISOPROPANOL2% (mi) 5 
VELOCIDAD (rpm) 1700 
TIEMPO (min) 60 
Respuestas pronosticadas: EFECTO BURST = -9.19245, deseabilidad = 1.000000 
Fuente: Pastor Chmnbi E. W; Monnontoy Marcavillaca C, 2012. 

Óptimo Alto BIOPOLIM 
D Act [~~8:81 

1.0000 Bajo 2.10.0 

Compuesto 
Deseabilidad 

1.0000 

EFECTO 8 
Mínimo 

y =-9.1924 
d = 1.0000 

PRlNCJPI FASE ACU 
30.0 S O 

[3_~:81 If.~d 
PVA (%) 1SOPROPA VELOCIDA TIEMPO ( 

3 0 J.O O 1700.0 60 O 
[1:01 ¡s.b] [1700.0J [6o:o] 
1.0 5.0 800.0 30.0 

Figura 17. Respuesta pronosticada optimizada del proceso de efecto burst por ajuste de variables. 
Fuente: Pastor Chambi E. W; Momzontoy Marcavillaca C, 2012. 
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De acuerdo a la gráfica 15, se encontró que para el proceso de microencapsulación 

de DIC. SOD era favorable la utilización de las variables D, E en el nivel superior, 

estos aumentan el rendimiento y la eficiencia de encapsulación. Para obtener un 

mejor rendimiento se sugiere la utilización de PVA al 3% e isopropanol al 2%, 1 O 

mi como se muestra en las tabla 16 y figura 15. Así el rendimiento aumentaría a un 

91.8176 % frente al 88.705 % que obtuvimos del mejor tratamiento M3. Para 

aumentar la eficacia de microencapsulación también se sugiere ajustar el 

parámetro G hasta un determinado tiempo para obtener una eficacia de 99.9928 %, 

tabla 17 y figura 16, frente al 96.507 % obtenido del mejor tratamiento M3, en 

cuanto a los parámetros para minimizar el efecto Burst no se recomienda hacer 

ningún tipo de ajustes pues se tendría que cambiar las variables C, D, E, F, y G con 

los niveles mínimos tabla 18, figura 17. Estos ajustes para el efecto burst 

afectarían el rendimiento del proceso y la eficacia de encapsulación de manera 

negativa. Todos estos ajustes de respuesta pronostica fueron realizados por el 

software del MINITAB 16. 

4.6. DE LA EVALUACIÓN IN VITRO DE LAS MICROESFERAS OBTENIDAS CON 

MEJOR CARACTERIZACIÓN. 

Tabla 19: 
Porcentaje de liberación in vitro de las microcapsulas del tratamiento M3 en 2 dosis en un 

determinado tiempo. 
TIEMPO 

(horas) 
o 

MP. DIC.SOD. 10 mg. MP. DIC.SOD. 5 mg. 

2 
4 

8 

16 

24 

48 

72 

96 

120 

''t" de Student, p<0,05. 

(%) (%) 
0.00 0.00 

0.004 ± 0.0007 

0.011 ± 0.0005 

0.018 ± 0.0006 

0.020 ± 0.0006 

0.021 ± 0.0005 

0.023 ± 0.0007 

0.025 ± 0.0005 

0.026 ± 0.0006 

0.025 ± 0.0007 

0.004 ± 0.0006 

0.008 ±0.0006 

0.011 ± 0.0005 

0.015 ± 0.0006 

0.017 ± 0.0005 

0.018 ± 0.0007 

0.016 ± 0.0006 

0.017 ± 0.0007 

0.018 ± 0.0005 

Fuente: Pastor Chambi E. W; Mormontoy MarcaviUaca C, 2012. 
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Tabla 20: 
Análisis de Varianza para el efecto in vitro. 

Origen de las Suma de Grados de Promedio de F Probabilidad 
variaciones cuadrados libertad los cuadrados 

Entre grupos 0.000129784 1 0.000129784 3.299860027 0.088066765 

Dentro de los 0.000629284 16 3.93302 xw-5 

grupos 
Total 0.000759068 17 

Fuente: Pastor Cham.bi E. W; Monnontoy Marcavillaca C, 2012. 

No existe diferencia significativa entre los tratamientos (P = 0.088). 

Al comparar los tratamientos se observó que no hubo diferencias significativas 

dentro de cada grupo (p>0.05) Lo cual se observa en la tabla 20 y prueba de 

Tukey tabla 21. 

Tabla 21: 
Agrupación de información utilizando el método de tukey. 

N Media Agrupación 

MP. DIC.SOD. 10 mg 9 0.019259 A 
MP. DIC.SOD. S mg 9 0.013889 A 

Fuente: Pastor Cham.bi E W; Monnontoy Marcavillaca C, 2012. 

En la tabla 21, las medias que no comparten una letra son significativamente 

diferentes. Observamos que nuestro índice de confianza, especifica que todo el 

conjunto de comparaciones tiene una tasa de error por familia de 0.05 (equivalente 

a un nivel de confianza conjunto de 95%. 

:' . ' ... _;.;" .. · -' "-~~:·~~~);~ "'~~: ' . 
,,_._, -·":. 

'· .· 
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Gráfica 7. Liberacion in vitro a lo largo del tiempo para el tratamiento M3 a dosis de 10 mg y 5 mg. 
Fuente: Pastor Chambi E W; Monnontoy Marcavillaca C, 2012. 
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Análisis y discusión: 

Los resultados obtenidos para la determinación in vitro con el mejor tratamiento 

obtenido M3, se muestran en la Tabla 19. Al respecto, Los estudios de liberación in 

vitro reveló que la formulación M3, comparada en dos dosis de 1 O mg y 5 mg. 

Tiene una liberación relativamente lenta estudiada hasta las 120 horas, en el 

gráfico 7, observamos que a las 2 horas liberan la misma cantidad de fármaco, la 

dosis de 1 O mg, va liberando de manera creciente el fármaco hasta las 96 horas 

alcanzando una concentración superior a 0.025%, a partir de allí desciende como 

se muestra en el gráfico en mención, mientras que la dosis de 5 mg, alcanza una 

dosis de liberación sostenida a las 24 horas 0.017%, aproximadamente, a partir de 

ese momento la liberación es relativamente casi uniforme hasta las 120 horas. 

• La diferencia entre ambas curvas de acuerdo al gráfico 7, es debido a la 

dosis de microesferas utilizadas. Se demuestra que a las 2 horas ambas tienen una 

liberación igual o similar al 0.004%, esto se debe a que el principio activo se 

encuentra adsorbido en la superficie de las microesferas (Efecto Burst). La 

liberación lenta a lo largo del tiempo se debería, a que la superficie de las 

microesferas aparentemente no son tan porosas, por lo tanto la liberación del 

principio activo se debe a que el biopolímero se va degradando lentamente 

mientras libera el fármaco, podemos decir que tiene una liberación bifásica, esto 

significa que hasta las 24 horas la liberación aumenta de manera creciente y a 

partir de allí trata de mantener una liberación del fármaco de manera casi 

constante. 

Tun~ay, M. et. al en el 2000. Elaboraron microesferas poliméricas de 

diclofenaco sódico para uso intra articular con PLGA 50.50. Observaron que para la 

formulación A Mw (34 000 Da), en la que la superficie de las microesferas parecía 

ser poroso, libera el fármaco más rápido que la formulación 8 (peso molecular 

88 000 Da), mientras que la superficie parecía ser no porosa. En una formulación, 

la liberación in vitro de la sustancia activa era casi completa en 84 horas, mientras 

que la f?rmulación 8 liberado sólo 69,06% del fármaco en el mismo período. La 

duración de la liberación completa fue de 96 h para la formulación B. Por lo tanto, 

en cierta medida el peso molecular del polímero afecta a la duración de liberación. 
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J.E. Rosas et. al. En el 2000. Elaboraron microesferas biodegradables PLGA 

como un sistema de entrega péptido sintético spf66 de la malaria. 

La liberación de SPf66 de microesferas mostró un perfil trifásico. Microesferas de 

SF mostró una explosión inicial del 9%, mientras que este valor fue del 19% para el 

PHF. Tras la explosión de liberación inicial, hubo una fase de latencia de la 

liberación del péptido de un período de 29 días, seguido de un aumento de la 

liberación del péptido durante 15 días y luego observaron una tasa de liberación 

casi constante. Finalmente, después de 65 días, alrededor del 60% (PHF) 

(Modified pH formulation) y el 50% (SF) (Standard formulation) del péptido fue 

puesto en libertad. 

4.7. DE LA EVALUACIÓN IN VIVO DE LAS MICROESFERAS OBTENIDAS CON MEJOR 

CARACTERIZACIÓN. 

Tabla22: 
Efecto de diclofenaco sódico libre y diclofenaco sódiCo microencapsulado sobre el edema 

plantar inducido por carragenina en ratas. 

CONTROL DIC.SOD. 10 mg!Kg MP. mc. son. MP.DIC.SOD. 
(Patron) 10mWK2 Sm:/Kg 

A vol. A vol. 0/o A vol. A vol. 
(mLx100) (mLx100) Inhib. (mLx100) %1nhib. (mLx100) % Inhib. 

Hora O 39±5 40±7* 0.0±00 40±8* 00± 0.0 41 ± 3* 00± 0.0 

Hora 1 58±6 48±9* 14± 14 50±7* 12± 8.8 55 ±9* 17± 10 

Hora3 90±6 67±3* 26±7 71 ± 11* 22± 10 77 ± 12* 17± 13 

HoraS 123 ± 13 84±9* 31 ± 12 91 ± 15* 26±9 95 ± 11* 22± 15 

Hora9 134±6 102± ]]* 24±7 108 ± 16* 19 ± 12 111 ± 10* 16±9 

Hora 15 140±6 114±13* 19± 10 115 ± 16* 19± 10 120 ± 9* 15± 7 

Hora24 103±9 85 ± 10* 17± 11 82±9* 20± 11 86± 14* 17± 14 

ABC (mLh-1
) 2849 ± 44 2241 ± 92* 2294 ± 73*t 2401 ± 24*t 

Cada valor está dado como la media± D.E. de las observaciones (n=5 animales por grupo), *p<0,05 
comparado con el grupo control, ABC área bajo la curva, t p<0,05 comparado con el grupo 
DIC.SOD. 10 mg/Kg. 
Fuente: Pastor Chambi E. W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012. 
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Gráfico 8. Evolución del % de inflamación sobre el edema plantar inducido por carragenina, en ratas 
Rattus norvegicus, durante el tratamiento con diclofenaco sodico libre y microencapsulado con 
PLGA. Cada valor está dado como la media± D.E. de las observaciones. n = 5 animales por grupo. 
Fuente: Pastor Chambi E W; Monnontoy Marcavillaca C, 2012 

Gráfico 9. Evolución del % de inhibición de la inflamación sobre el edema plantar inducido por 
carragenina, en ratas Rattus norvegicus, del efecto de diclofenaco sódico libre y microencapsulado 
con PLGA. Cada valor está dado como la media± D.E. de las observaciones. n = 5 animales por 
grupo. 
Fuente: Pastor Chambi E. W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012. 

Análisis y discusión: 

En lo que se refiere a los resultados del ensayo in vivo, es posible observar en el 

gráfico 8, que entre las hora 5 y la hora 15 los animales del grupo control (SSN) 

desarrollan el máximo grado de inflamación, como es usual en este modelo 

experimental de inflamación aguda. El gráfico 9, muestra el comportamiento de las 

microcápsulas a dosis de 10 mg/Kg y 5 mg/Kg, puede observarse que ambas dosis 
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ejercen un efecto antiinflamatorío significativo al acercarse al control positivo 

(fármaco patrón), Como era de esperarse, ya que el diclofenaco sódico es un 

fármaco antiinflamatorío reconocido, todos los tratamientos (DIC.SOD. Libre y 

encapsulado) presentan efecto antiinflamatorio significativo durante las primeras 

nueve horas del proceso, con mayor intensidad alrededor de las horas 3 y 5, como 

lo sugieren los resultados detallados en la tabla 22. Es importante destacar que en 

todos los puntos de observación los grupos tratados con diclofenaco sódico libre 

(patrón) hasta la hora 15 presenta mejor inhibición de la inflamación en 

comparación con las microesferas de (DIC.SOD.X10), a partir de este punto el 

(patrón) desciende de manera significativa, mientras que (MP. DIC.SOD. X1 O) 

desde las 9 horas mantiene una constante de inhibición creciente como se observa 

en la tabla 22 y gráfico 9. Se observa que (MP.DIC.SOD. X5) a la primera hora 

inhibe la inflamación en mayor proporción, este efecto podría deberse al fármaco 

adsorbido en la superficie de las microcapsulas (Efecto Burst), también podemos 

observar de acurdo a el gráfico 9 y tabla 22, la inhibición de manera proporcional 

de las 3 a 9 horas con respecto al patrón y MP.DIC.SOD X10. Se observar que a 

partir de las 15 horas tiene una inhibición en aumento, a las 24 horas tiene una 

inhibición de la inflamación muy similar al patrón. Los tres tratamientos presentan 

menores deltas de inflamación, tabla 22 y gráfico 8. Es decir, mayor inhibición de la 

inflamación, que el grupo control. (p<0,05). 

• Estos resultados evidencian la influencia de este tipo de sistemas de entrega 

de fármacos sobre el efecto farmacológico de DIC.SOD, lo que está de acuerdo 

con lo informado por algunos autores sobre otros tipos de fármacos. Como se 

sabe, la forma y el tamaño de las micropartículas permiten no sólo la 

administración más homogénea de la dosis correspondiente, sino también una 

mayor velocidad de disolución in vivo, con la consecuente mayor absorción del 

fármaco, es decir, una mayor biodisponibilidad. !2> Con respecto a los dos niveles 

de dosis de MP.DIC.SOD, evaluadas (5 y 10 mg/Kg), es posible observar que en 

todos los casos, desde la hora 1 hasta la hora 24, se obtienen respuestas 

antiinflamatorias de magnitud similar. Este efecto también se ve reflejado en los 

valores del parámetro ABC (área bajo la curva) que en este caso representa el 
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volumen de inflamación durante el tiempo del experimento. Este parámetro, a 

diferencia de los resultados en las horas puntuales de observación, permite 

comparar la evolución de la inflamación de manera global. 

En este caso, gracias al ABC, tabla 22 es posible determinar que MP.DIC.SOD. 

X10 y MP.DIC.SOD. X5, presentan diferencias estadísticas respectó a DIC.SOD. 

Libre, pero no entre ellas, es decir, que las MP.DIC.SOD en dosis de 5 mg/ Kg, de 

manera global, logran disminuir los niveles de inflamación en proporción al 

DIC.SOD libre en dosis de 1 O mg/Kg, lo que indica que este sistema de entrega de 

fármacos permite obtener efectos antiinflamatorios significativos en dosis de 5 

mg/kg a 1 O mg/kg de diclofenaco sódico. 

Diana M. ARAGÓN N. et. al. en el 2010. En el modelo de edema plantar 

inducido por carragenina, observaron que las microparticulas de naproxeno en 

dosis de 1 O mg/Kg presenta un efecto antiinflamatorio de mayor magnitud que el de 

Naproxeno libre en la misma dosis. Según los resultados obtenidos del análisis del 

parámetro área bajo la curva (ABC), es posible sugerir que las microparticulas de 

Naproxeno en dosis de 5 mg/ Kg presenta un efecto antiinflamatorio mayor al de 

Naproxeno libre en dosis de 1 O mg/Kg. 
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CONCLUSIONES 
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Los resultados obtenidos permiten extraer las siguientes conclusiones: 

1. Se han obtenido microesferas de ácido poli(láctico-co-glicolico) PLGA 50:50 

conteniendo como principio activo diclofenaco sódico por doble emulsión, con alto 

rendimiento y eficiencias de encapsulación, lo cual hace posible la utilización de 

esta técnica en la industria farmacéutica. 

2. Se evaluaron los factores tecnológicos que influyeron durante el proceso de 

formulación de las microesferas biodegradables de diclofenaco sódico, la 

concentración de polímero, cantidad de principio activo, proporción de PVA y 

cantidad de isopropanol, usados en proporciones adecuadas son factores que 

favorecen positivamente en el rendimiento y la eficacia de microencapsulación, 

mientras que la fase acuosa, velocidad de agitación y tiempo de agitación son 

factores que se qebe tener muy en cuanta, una variación del nivel mínimo al 

máximo afectaría de manera negativa en el proceso. La adsorción en la superficie 

no fue muy significativa en el mejor de los casos, siendo un parámetro positivo para 

la liberación del principio activo a largo plazo. 

3. Se demostró que se pude obtener microesferas con buena morfología 

esférica y tamaño adecuado de hasta 1 O ~m para una administración parenteral, 

con un buen rendimiento de hasta 88%. Y una excelente eficacia de hasta 96%. 

Valores que favorecen su utilización en la industria farmacéutica con un efecto 

Burst mínimo, adecuado para la aplicación del fármaco con una liberación y efecto 

prolongado. 

4. Antes de los ensayos in vivo, se pudo realizar las pruebas in vitre durante 

120 horas (5 días) con la muestra que se obtuvo del mejor tratamiento (M3), con 

las dosis que fueron aplicadas in vivo. Demostrándose que hay liberación 

prolongada con pequeñas diferencias significativas entre ambas dosis, 

observándose a que a partir de las 24 horas alcanzan casi un nivel constante de 

liberación del principio activo y que después de 120 horas siguen liberando casi 

con la misma constante. 
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5. De Jos cuatro tratamientos que se realizó en el proceso, solo uno de ellos 

obtuvo las mejores características de buen rendimiento, buena eficacia de 

microencapsulación y mínimo efecto Burts. El tratamiento M3, en dosis de 1 O 

mg/kg y 5 mg/kg se usó, y fue seleccionada para realizar Jos ensayos in vivo. 

Demostrándose que ambas dosis cumplen con el efecto antiinflamatorio con 

respecto al grupo control (SSN), también se observa que ambas dosis a partir de 

las 15 horas inhiben de mejor manera la inflamación con respecto al diclofenaco 

sódico libre (patrón), este efecto puede deberse a la liberación sostenida del 

principio activo, la comparación entre ambas dosis de la inhibición de la inflamación 

es significativamente pequeña y que ambas dosis son útiles para este efecto. 
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SUGERENCIAS 
V 

RECOMENDACIONES 
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A las autoridades: 

1. Realizar la implementación de laboratorios universitarios destinados 

exclusivamente a la investigación científica, promover la apertura de líneas de 

investigación en microencapsulación de todo tipo de principios activos e incluyendo 

los productos naturales, y destinar los recursos de infraestructura e incentivos 

económicos necesarios para la sostenibilidad de estos laboratorios. 

A los docentes: 

2. Buscar convenios con Institutos, Universidades y Centros de Investigación 

dedicados a la investigación en Diseño y obtención de nuevos fármacos y en 

estudios farmacológicos. 

3. Procurar la creación de un Instituto de Investigación para el estudio exclusivo 

de formulaciones con nuevas tecnologías farmacéuticas dentro de la carrera de 

Farmacia y Bioquímica. 

4. Solicitar la implementación de laboratorios destinados a la industria 

farmacéutica. 

5. Motivar a los estudiantes a realizar más trabajos de investigación en 

microencapsulación, ya que existe una gran variedad de biopolímeros naturales 

con los que se puede trabajar, pues aún este tipo de trabajos es materia de 

investigación en la actualidad. 

A los investigadores: 

6. Realizar más pruebas de los factores tecnológicos y estandarizar un método 

para optimizar las formulaciones y así obtener mejores rendimientos y eficacia de 

microencapsulación. 

7. Realizar estudios in vitro por más tiempo, para ver hasta cuanto tiempo se 

libera el principio activo desde las microesferas. 

8. Realizar estudios in vivo, para ver la Biodisponibilidad del principio activo 

liberado en sangre a lo largo del tiempo y determinar la dosis efectiva medía. 

9. Realizar los estudios toxicológicos, para ver posibles residuos de los solventes 

Díclorometano e lsopropanol. 
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ANEXO 1. 
, 

FLUJOGRAMA DEL PROCESO DE MICROENCAPSULACION 

Solución Orgánica 
(Conteniendo 

Biopolímero) 

_r __ -=~ 

~ 
( Conteniendo 

Fármaco) 

Solución Acuosa Conteniendo 
PVA. (Tensioactivo) 

(W /OW) y Evaporación. 
Agitación en Eurostar Power. 

Eliminación de Exceso 
de Tensioactivo 

(Lavado) 

{( 
V 

Fuente: Pastor Chambi E. W; Mormontoy Marcavillaca C. 2012 

Agitación en Ultra Turrax 
(W/0) 

-...... . . . .. ....... . .. . . . . : ... : ... ·-
Trasvasar 

Primera Emulsión 
(W/0) 

Obtención de 
Microesferas en 

Suspensión 
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ANEX02. 
CERTIFICADO DE ANÁLISIS DE ÁCIDO POLI(LACTICO-CO-GLICOLICO) 

RledS!mSSe2. ~ StelnheiJT>'Giormany' 
Tel; "t9 73 2997 2550 Fax; +49 73 2997 :z5tl7 

Cert:ificate of AnaJysís -· 

Product Name: 

Product Number: · 

Product Brand: 

Molec:ular Fonnula: 
Molecular Mass: 

CAS Nutnber: 

TI;ST 

APPEARANCE.(COLOR) 

APPEARANCE~ORM) 

ASSAY (GC WEIGHT %) 

MOLECULAR-NUMBER 

MOLECUUtR wBGHf 

DETERMINATION 

WATER 

SULFATED ASH 

PROTON NMR SPECTRUM 

ASSAY (H-NMR) 

ODOUR 
VISCOSITY 

HEAVY METALS 

MISCELLANEOUS TESTS 

ACIDVALOE 

POL Y(D;L-LACTIDE-CO-Gl YCOUDE) 
acid ~nnina!Íld, (50:50), M., 7,00()--17,000 
719897 
Aldñch 

SPECIFICA110N 

WHITE TO OFF-WHITE 
SOUD 

LOT STBC1497V RESULTS 

WHITE 

MAX. 0.5% D,L-LACTIDE 

MAX. 0.5% GLYCOUDE 

REPORT RESULT 

REPORT RESUlT 

POWDER 

0.05% 
<0.05% 

6400.GIMOL 
11300 GIMOL 

MAX.O.S% 0.15% 
MAx. 0.1% CONFORMS 

CONFORMS TO STRUCTURE CONFORMS 

D,L--LACTIDE:_48.- 52 MOLE% 50 MOL% 

GLYCOLIDE: 48-52 Mol.E•,i;- -~50 MOLE% 

NEARL Y ODOURLESS CONFORMS 

INHERENT VISCOSrTY: 0.16- 0.24 0.21 DUG 

DUG (0.1% IN CHCL3 AT 25 DEG 

C) 

MAX.10PPM CONFORMS 

REPORT MW/MN RATIO 1 .B 
MIN. 6 MG KOHIG 9.6 MG KOHJG 

Certific>ate ol Analysis- Produc1719897 Lot STBC1497V Page1 af2 
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nN (ICP) MAX. 200 PPM 

RESIDUAL SOLVENTS (GLC-HS) MAX. 890 PPM TOLUENE 

MAX. 0.1 % ACETONE 

MAX. 0.1 %TOTAl 

VENDOR INFORMATION 

QC RELEASE DATE 

~~-k.~.-;~;¡--
Ciaudla Mayer, Manager 

Quallty Control 

Stelnhelm, Germany 

EVONIK ROEHM SPECIFICATION 

10/MAY/.11 

171 PPM 

34PPM 

<D.Of% 

<0.01% 

Rle<lstrBsse 2.D-Il9555 StolnhelmiGermany 
Tet +49 73 29912550 Fax: >49 73 2!197 25>7 

EVONIKDATA 

Slgma-.o'Jdrlch warmnts, that lts prn<ll.d$ <nnfonn lo lile ln!ormatcn co-ln thls and Other Slgma-Aidrtd! pubBcations. FV'""'-'l!l" m.JSI determine lho sulteblllly ofthe 

prn<fud lor ~s particular use. See mveiB9 sida ofliM!iooforad<Hcnal temtsand condliions of881e. The'<lllll8S ghlen m lha 'Ci!rtll!colc al Analysis' are !he lesuhs 

d?1ermlnetl al fhe Hrni!J of anarysts:.. 

Sigma·Aidrich Certflicate of Analysis- Pmdud. 719897 Lo! STBC1497V Page2oi2 
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ANEXO 3. 

CERTIFICADO DE ANÁLISIS DEL ALCOHOL POLI-VINÍLICoj 

SIGMA-ALDRICH'· 
3050 Spruce Street, Saint Louis, MO 63103, USA 

Wd>Me: www .r.igma;lldric:h.r.nm 

8nail USA: techserv@sial.com 

Outside USA: eurtecllserv@sial.com 

Product Name: Certificate of Analysis 

Product Number: 363073 i OH 1 Lot Number': MKBH7633V 

Brand: ALDRICH _)-___[: CAS Nnmhm: 900::1-!l!l-1; 

MOL Number: MFC000081922 

Quality Release Date: 08 AUG 2011 n 

Test Speciflcatlon 

Appearance (Color) White to OII'White 
AppRaranr.e {Fnrrn) 1:'-'mform~ In Rer¡•Jirem'.mls 

Powder, Crystalline Powder. Crystals or Granules ~-~·- _ ........ .. 
lnfrared spectrum ·Conforms lo Structure 

Assay 87.0 - 89.0 % 
Loss on Drying 

Residue on lgnillon (Ash) 

Viscoslty 
e~ ~%. 1-1.20 

pH 

e= 4%. H20 

Remarks: 

Reviewlng Chemist : 

'Jüm~t..{)~ 
V 

Jamle Glcason, Manager 
Quality Control 
MiJw;;uk.,.,, Wiscnn!On US 

:: !>.U% 

< 0.7% 

5.2 - 6.2 cps 

4.5 - 6.5 

Resul! 

White 
r.ryst.-.1~ 

Conforms 

88.9% 
2.4% 

0.5% 

5.9 cps 

5.5 

Sigma-Aidrich warrants, that al the time. ol the quality ralease or subsequent retes! dale thls product conlonned lo Íhe lnlormatlon 

contained in this pubOcation. The curren! Speciflcation sheet may be available al Sigma.Aidrich.com. For further inqulries, pleas.e contact 

Technical Serviée. Purchaser must determiné !he suitability of the product lor its. particulár use. See neverse side ol invoice .or packing 
sfip for oodition<ll li:rn'& Md con<filino" ro ,,,,¡.,_ 

Verslon Number: 1 Page 1 of 1 
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ANEX04 

CERTIFICADO DE ANALISIS DE DICLOROMETANO. 

r:·· _~- -:~---- --~ / 
''• r-

c·ertifi9_a!~~of Analysis 
1.06050.1000 

,:..--; .. Dichloromethane for a!la}ysis_E;MS.URE® 
ACS,ISO,Reag,.Ph'Eür - . - -- , 
K4240835t( .. • Y Eiátch 

Puríty(OC) 
ldL'IltityllR) 

Batch Vulues 

~99.8 

conronns 
Appcn1111lco clear 

% 

Colour S 10 Hazt:n 
Tilrnble ~cid S 0.0002 mcqlg 
Alkalinity S 0.0002 moqlg 
Dcnsity (d 20 •c/4 •e¡ 1.324- 1.326 
Doiling point · l9- 42 •e 
frc:c chlorine (llll Cf) S 0.00002 <Ji 
Cblorídc (CI) S 0.0001 % 
Maucrdiscoloured by H2S04 S 100 Hazcn 

~ . . .. 'Chlorofonn (OC) _ . S 0.005 % 

M 

0:'Jif~~~-:~!~~~~~~~t;~:~~~~~irr~i~H~:~~~-~~~~~i~(,<_::~~i~:-~"~~~:&i'~ ~ ,_ --, ... -,_ 
FIU! .. lrc~c:~ncc (as qulninc ut J(,s nm) S 0.002 . ppm . -- ""---- ........ ·-:;-.-. .._...,\.s-... ·;:...~~- - --J;;- ,.·_f:.:.,~ 

1\l (Aiuminium) ' S 0,00005 % 
B (Boronl S 0.000002 % 

'B• (Burium) SQOOOOI % 
Ca tCulcium) S 0.00005 % 
Cd (Cudmium) S 0,000005 .% 
Co {Coball) S O.OOOQ02 - -~~ 
Cr ( Cbromium) s· 0.000002 % 
Cu (Coppcr) S 0.000002 % 
fe (lron} S 0.00001 % 
Mg(Mu~'Tl<:Sium) sO.OOOOI % 
Mn tMangam:sc) S 0.000002 % 
Mo (Molybdcnum) S 0.000002 % 
Ni (Nickcl) S 0.000002 % 
Pb tl.ead¡ S 0.00001 % 

.Sn (Tin) S 0.00001_ % 
Zn íZinc) . S 0.00001 % 
Evapuration n:siduc "s 0.001 "s:; % 
Water SO.OI.. % 

Srahil~ed willr abaut 50ppm 2-Metlryl-2-hlltene. 

Date of rcle.ue (DD.M.'J. Yl"YJ?: 
Afinimum sh<iflifo !DD.M.If.f'YYlJ: 

16:06.2011' 
J0.06.2016 

• ·'- J 

. Dr. Michael Snvelsberg 

~poruliblc: labomtul')' m:magcr quality control 

Thls áoC11m~nllu11 b"m produced e/ecJronlcolly ami is va/Id w/J!Jdm a signntu,., 

Merck KGaA; Frankfurter StraBa 250, 64293 Dannstildt (Gennany): +49 6151 12-o · .. 
SA-7 22224141106050000Q/00000 V. 939 Oste: 16.06.2011 
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ANEXOS. 

CERTIFICADO DE ANALISIS DE 2- PROPANOL. 

-.runí,(dc¡ 
; ldimtiiy (IRl 
-APJk!3mncc. 
.Culour 
Solubili)l:' ilfWiltí:r,. 
Acidity' · 
Allialinity 

~~~~r~~!~.~~f~:~~~ tG·~~;J,~:';:·· 
Chlarido (Clf 
Niii"JIC ¡li!03) 

'·: .;·:·.\· 
r~: '--< 

' ' 

...... 
;,i99.8' 
conforms 

· 'cloar 
S lO. 
coidbrms 

Huzeri 

· !> 0.000 l. me<¡fg 
s.o.oooi meqrg 
0.784- 0~787 
81 -'83 "<e 
5 300 i>J>b 
53ÓO ppb 
!:SOO .. ~_,:)i·'j>pb~'-'·;' ·< 

.'• 

~~-~~l:ili~ 
Mollor úiscoloiir,..J by IJ2S04 
Acolonc ( GC) 

·-;~;~7fi~~ª~¿¡(~~t0:'-~;~]~ii~;~*ikt;2~1:f;fh; ;<{¿.1; 

Eth1111ol !GÓ 
·JsoprópyÍ~thor (GC) 
Mcthánol (GC) · 
1-Propylaleohol (GC) 

·A¡i(Silvor) 
AI(Aiumiri]umi 

, ": . : e: As (Arsenich . 
< ;A~ <Gold\0: ~. ~·· · 

D (Doron) 
Du (Dariuml 

. De lBcryllium)' 
Bí i Dismuth) 

-Ca (Calcium) 
Cd,(CndmiumJ 
Co(CobaiÍl 
Cr (Chromium) 
.Cu (Coppcd 
Fe (!ron) 
áuci:J~UiumJ 
In (lndíunii 
u (lllhiUin) 
Me (M•giÍesium) 
!\.In (Mant:ancsél 
.Mo (Molybdctl.umf 
Ni tNickel) 
i>b'(t:é.id) 
Pl'(P,Iutioum) 
Sb 1 i\ntimony í 
Sn ITmi . 

·. J"i .!TitBJ\iúm) · ,::n (Thalliuml . 

50.01 % 
50.01 % 
50.01 % 
·5o:a1 % 
50.1 % . ~: 

50.ooooof ·. %• 
50.00005 % 
S 0.000002 %. 
-50.000002 ~~-
.50.000002 % 
s·o.OOOOI %· 

'50.000002 % . 
·so.OOOOI %: 
i:o.oooos %~ 
s.o.ooooos %'. 
50.000002 % 
S0.000002 %" 
so.ooooo2 % 
SO.OOOOI · % 
SO.OOOOOl .% 
so.ooilooi .y~· 
S 0.000005 .% 
SO.OOOOJ % 
so.ooooo2 ~~ 

50.000002 % 
50.000002 % 
so:ooo·ar ~· ' . 
50.000002 % 
so.oooou2. ·o¡, 

5 ri.tiooo1 %. 
!>0.000002 %· 
S 0.000002. ~ 

Me~k KG·aA~(F,i~~k~~~~:sifa·~~ 250; ~293DarmsUidt (Geii'nany)i. +49 61511.2~ :;_:' 
': ~:::~1~-~·::¡:;~·:I~~;-.,;~.\~~;2~??1~~~;:~~~~;;·f.i~~·<·'.:i!t~_::,.'·~.' . V 

~ ;. 
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Certificate of Analysis 

1.09634.2500 2--Propanol for analysis EMSURE® 
ACS,ISO,Reag. Ph Eur 

Batch K42243434 

V (Vanadiwn) 
Zn(Zinc) 
Zr (Zin:onium) 
E\•apor.niun resilluc
W.ah,:r 

ACS, ISO reagem. Pll Eur-reogem 

Date of n:l.:rt..<c t DD.MM. )'Yn'); 
Mlttlnurm .the/fl((e rDD.MAf. YYn:J; 

:ZiJ.04.llJI i 
3fl.04.20l6 

Bat~hValu"" 

so.oooooz 
SO.OOOOI 

S:0.000002 
SO,OOI 

~o.os 

o/o 
o/o· 
o/0> 
% 

'V 

Dr. Michael Savelsberg. 

"'>~p<>nsiblu 14boroiQIY """"'gcr quulity .:onlrol 

Tltl.• dtJCI/111•'"' /ro.< ¡,,.,.n ¡m><htn?d el«rrmrirolly mt<ll.i mli<i withour o :tignarure 

Merck KGaA, Frankfurter StraRe 250, 64293 Darmstadl (Germany): +49 6151 72..0 
SA-1 2201&4011096300000.000000 v.- o.n., 201142011 
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ANEXOS. 

CERTIFICADO DE ANALISIS DE DICLOFENACO SODICO 
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ANEXO 7. 

CERTIFICADO SANITARIO DE LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN. 

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD 
CENTRO NACIONAL DE PRODUCTOS BIOLOGICOS 
COORDINACIÓN DE BIOTERIO 

Producto 
Especie 

Cepa 
Peso 

Guía de 
Remisión 

Rata Albina 
Rattus norveqicus 

Holtzman 
240 a 250 gr. 

026565 

Lote N° 

Cantidad 

Edad 
Sexo 

Destinó 

R-10-2012 

28 

2 meses% 
Machos 

Mormontoy Marcavillaca, 
Carmelin 
Univ. San Antonio Abad del 
Cusca 

El Médico Veterinario, que suscribe, Arturo Rosales Fernández. Coordinador de Bioterio 
Certifica, que los animales arriba descritos se encuentran en buenas 
condiciones sanitarias •. 

•Referencia: PR.T-CNPB-153, Procedimiento para el ingreso, C.uarentena y Control 
Sanitario para Animales de Experimentación. 

Chorrillos, 31 de·Noviembre del 2012 
(Fecha de emisión del certificado) 

NOTA : El Bioterio no se hace 
responsable por el estado de 
lós animales, una vez que 
éstos egresan del mismo. 
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ANEXO 8. 

ESPECTRO DE LA COMPOSICIÓN DE ALGUNOS ELEMENTOS PRESENTES 
EN LAS MUESTRAS DE MICROESFERAS DE DICLOFENACO SÓDICO, 
ANALIZADAS POR MICROSCOPIA ELECTRÓNICA DE BARRIDO. 

c:\edax32\ 

Label :mcrocapsulas de Diclofenaco de Na Ml to'ta1 

kV:30.0 Tilt:l.O Take-off:35.7 Det Type:SUTW+ Res:l59 Amp.T:6.4 

433 Lsec : 122 

C¡¡¡. 
Cl 

Element 

e K 
O K 
Na K 
Si K 
p K 
ClK 
K K 
CaK 
Fe K 

Total 

Wt % 

27.26 
67.63 
0.37 
0.25 
0.58 
l. 60 
0.55 
0.70 
1.06 

100.00 

Fuente: Pastor ClrambiE W; MormontoyMarcavilkzca C, 2012 

18-Nov-2012 00:35:26 
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ANEXOS. 

RESUMEN DE FOTOS. 

FOTO No 1. Insumas para la elaboración FOTO No 2. Reactivos para la elaboración 
de las microcápsulas, a la izquierda se de las microcápsulas, a la izquierda se 
observa el biopolímero PLGA, al centro observa el frasco ce 2-propanol, a la 
el alcohol polivinílico PVA, a la derecha derecha se observa el diclorometano. 
el principio activo diclofenaco sódico Fuente propia. 

ateria . Fuente ~,.n," .. ~ 

FOTO N° 3. Equipos para la elaboracion FOTO N°4. Equipo liofilizador, se uso 
de las microesferas, al lado izquierdo se para liofilizar las microesferas obtenidas 
observa el homogenizador (Eurostar después del proceso de elaboración. 
power) usado para la obtencion de la Fuente propia. 
segunda emulsion, a la derecha se 
observa el dispersan (T -25 Ultra Turrax) 
usado para obtenewr la primera 
emulsion. Fuente 
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FOTO N° 5. Microscopio electronico de 
barrido (SEM) fue usado para observar la 
morfologia externa y el tamaño de las 
microesferas despues del proceso de 
liofilizacion. Fuente.-...-.-.,~ .. ,.. 

FOTO N° 7. Espectofotometro Uv. Fue 
usado para cuantificar el principio activo, 
para la curva de calibracion y para ver la 
eficacia y el efecto Busrt de las 
microesferas. Fuente ,.r,,,..~ 

FOTO No 6. Balanza digital de precisión 
de cinco dígitos, fue usada para pesar los 
insumes y reactivos para la elaboración 
de las microcápsulas y otros. Fuente 

N° 8. Baño de ultrasonido, fue 
usado para facilitar la solubilidad de 
algunos insumes y para esterilizar las 
microesferas antes de la aplicación in 
vivo. Fuente ,.r,,,..~ 
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FOTO No 9. Equipo de bomba al vacio, 
fue usado para filtrar la impureza de 
algunos insumes. Fuente propia. 

FOTO No 11. Proceso de elaboración de 
las microesferas, se esta trabajando en 
el equipo Eurostar Power para obtener la 

nda emulsión. Fuente ,..,."''"';<! 

FOTO No 1 O. Proceso de elaboración de 
las microcápsulas, se esta trabajando en 
el equipo T -25 Ultra Turrax para obtener 
la emulsión. Fuente ",."'"';<! 

FOTO No 12. Proceso de liofilización, se 
observa en las bandejas del equipo las 
microesfras obtenidas que se están 
liofilizando. Fuente "''"'"'~ 
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FOTO No 13. Frascos viales de color 
ambar, donde se encuetran las dose 
muestras de las microesfras liofilizadas 
protejiads de la luz y humedad. Fuente 
propia. 

.-,:; 
' .. , 

FOTO No 14. Las muestras de las 
microesfras se encuentran en un baño 
María con agitación a temperatura 
constante, mediante este proceso se vera 
el efecto Burst, también la eficacia de 
en ación. Fuente .,.r,,.,..""' 

FOTO N° 15. En la imagen se observa el FOTO N° 16. En la imagen se observa el 
proceso de recubrimiento de las proceso de analisis de las muestras 
microesfras liofilizadas, con paladio en el recubiertas con paladio, al microscopio 
equipo Emitech, antes de ser llevado al electronico de barrido (SEM). Fuente 
SEM. Fuente .,.r,,.,.., 
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FOTO N° 17. Se observan los animales 
de experimentacion, ratas de la especie 
Rattus norvegicus, cinco animales por 
grupo formados aleatoriamente. Fuente 

FOTO No 19. En la imagen se observa el 
momento donde se le aplica las 
microesferas por via intraperitonel al 
animal de experimentacion. Fuente 

En la imagen se observa el 
proceso donde se induce la inflamacion 
con la carragenina en la pata derecha del 
animal de experimentacion. Fuente 

No 20. La imagen muestra el 
proceso donde se mide el volumen de la 
pata inflamadas del animal de 
experimentacion en el equipo de 

etro manual. Fuente 
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ANEXO 10. 
DATOS DE LA MEDIDA DE INFLAMACION A LO LARGO DEL TIEMPO PARA 

CADA TRATAMIENTO. 

TIEMPO (horas) 

hO h1 h3 h5 h9 h15 h24 

1.4 2.3 2.9 3.4 3.4 3.5 3.0 
00 i 1.5 2.4 2.8 3.3 3.5 3.6 2.9 < 00 

~- 00 
~ Q - 1.5 2.4 3.0 3.3 3.4 3.6 3.1 
~ e:. Q 

< 2 .:: 
1.5 2.3 2.9 3.4 3.5 3.5 2.9 = E--Cil Q 

< 8 u 1.6 2.4 3.0 3.3 3.7 3.8 3.3 ¡:l.¡ e:. 
< ~ = 1.5 2.3 2.5 2.7 3.1 3.2 2.9 ~= ~ 

z e ~ . 
1.4 2.2 2.4 2.8 3.0 3.3 2.8 ~ ... o f z; oo.= ..... 

o~ u- 1.6 2.2 2.6 2.8 3.0 3.2 2.9 t-4Cil ... o ~.:é 
U E-- c'Cb 1.5 2.3 2.5 2.7 2.9 3.1 2.8 
~z 'c:l e .:: 1.5 2.1 2.5 2.8 3.1 3.2 2.9 ~~ : 
~~ 1.4 2.2 2.4 2.9 3.1 3.2 2.6 

~ 
~~ ~N 1.6 2.3 2.5 2.7 3.0 3.1 2.7 
~E-- 'Cl> 1.4 2.2 2.5 2.8 3.1 3.2 2.6 ~< ~e 
:a~ ~= 1.4 2.1 2.6 2.8 3.0 3.1 2.7 ¡;;;;;¡< ~~ ~u 

1.6 2.3 2.6 2.9 3.1 3.2 2.8 o~ 
>< 1.5 2.2 2.5 2.8 3.2 3.2 2.7 ~¡:l.¡ 
~ ~ ~00 

~N 
1.4 2.3 2.6 2.9 3.0 3.1 2.7 << 

~E-- U'Cb 1.4 2.1 2.5 2.8 3.0 3.2 2.8 S~ 8 e 
~ ~In 1.6 2.4 2.6 2.9 3.1 3.3 2.6 
~ :a 1.4 2.3 2.7 2.8 3.1 3.2 2.7 

Fuente: Pastor Chambi E W; Mormontoy MarcaviUaca C, 2012 
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