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ABREVIATURAS 
 
Abreviaturas Significado 

A Área superficial 
A549 Línea celular de carcinoma epidermoide pulmonar (tipo histológico de CPCNP).  
AO Ácido oleico 
[APMA, C] Ancho del pico a la mitad de la altura 
ATRA  Ácido retinoico all trans 
CD Coeficiente de difusión 
CMC Concentración micelar crítica  
Cp Capacidad calorífica en kcal · ºC-1 
CPCNP Cáncer de pulmón de células no pequeñas 
CPCP Cáncer epitelial de pulmón excepto el cáncer de pulmón de células pequeñas 
D Diámetro de partícula en nanómetros 
(D/Rh)nm Relación Diámetro hidrodinámico en nm/ Radio hidrodinámico en nm 
DLS Dispersión dinámica de luz (siglas en inglés Dynamic light scattering) 
DMEM  Medio modificado de MEM (siglas en inglés, Dulbecco's Modified Eagle Medium) 
DMSO Dimetil sulfóxido (siglas en inglés, dimethyl sulfoxide) 
DS Distribución que puede ser desde monomodal, bimodal hasta multimodal 
DSC Calorimetría de barrido diferencial (siglas en inglés Differential Scanning 

Calorimetry) 
DSC 3x3 Método en DSC ciclo de 3 calentamientos y enfriamientos 
DSS Dodecil sulfato de sodio 
 Densidad 
i Densidad total de moléculas 
s Densidad total de moléculas del tensoactivo 

FE  Fase externa 
Fext Factores extrínsecos 
FEP Factores extrínsecos del proceso 
FI Fase interna 
Fint Factores intrínsecos 
FIF Factores intrínsecos de la formulación 
FO Fase oleosa 
FS Fase surfactante o tensoactiva 
FW Fase acuosa (w, water) 

G Energía libre de Gibbs  
 Tensión superficial 
Hs Entalpía de la solución 

HLB Balance lipofílico hidrofílico (siglas en inglés de Hydrophilic Lypophilic Balance) 
HLBr HLB requerido del sistema 
HLD Desviación lipófílica hidrofílica (siglas en inglés, Hydrophilic Lipophilic Deviation) 
HLDN Desviación lipofílica hidrofílica normalizada ( siglas en inglés, Hydrophilic 

Lipophilic Deviation Normalized) 
If  O / W Interfase aceite en agua 
IC50 Concentración inhibitoria al 50%  
IPD Índice de polidispersidad 
log P Logaritmo del coeficiente de partición  
%M Porciento mol 
M1 Método M1 sin control de la temperatura 



 
 

 
   
 

M2 Método M2 con control de la temperatura  
M1 a M6 Muestra a temperatura de emulsión de 70 ± 2 ºC 
MD Monodisperso (monomodal) 
Método 1A Método 1 de dispersión del FS en la fase acuosa  
Método 1O Método 1 de dispersión del FS en la fase oleosa 
Método 2A Método 2 de dispersión del FS en la fase acuosa  
Método 2O Método 2 de dispersión del FS en la fase oleosa 
Método 3A Método 3 de dispersión del FS en la fase acuosa  
Método 3O Método 3 de dispersión del FS en la fase oleosa 
NE Nanoemulsión 
@NE Nanoestructuración 
NEc Nanoemulsión completa  
NEO/W Nanoemulsiones aceite en agua 
NEV Nanoemulsión vacía  
NEW/O Nanoemulsiones agua en aceite 
NLC Acarreadores lipídicos nanoestructurados (siglas en inglés, Nanostructured lipid 

carriers) 
NL20 Línea celular de epitelio bronquial humano normal inmortalizada  
nm Nanómetros 
NST Nanosistema de transporte 
OA Alcohol oleico 
O/W Sistemas aceite en agua 
PMn Peso molecular en número 
PMw Peso molecular en peso 
POE Derivados de polioxietileno 
%PD Porcentaje de polidispersidad  
% PD/IPD Porcentaje de polidispersidad / índice de polidispersidad 
PS Método premezclado-sonicación 
PS1 Método premezclado-sonicación con el método M1  
PS2 Método premezclado-sonicación con el método M2 
PS2A Método 2A con temperatura de emulsificación a 20°C: 
PS2O Método 2O con temperatura de emulsificación a 20°C:  
PS80 Polisorbato 80 
PS80-1 a 3 Polisorbato 80 tres marcas comerciales 
PSR4 Método 3A con premezclado mecánico y ultrasónico a 70ºC y variando la velocidad 

de enfriamiento de 70 a 25ºC 
PSR5 Método 3O con premezclado mecánico y ultrasónico a 70ºC y variando la velocidad 

de enfriamiento de 70 a 25ºC 
PSR6 Método de grado de solubilidad de la FS en la FW. 
PSRFinal Método PSR final 
PSR Método premezclado-sonicación con 2.5 minutos de agitación por 2.5 minutos de 

reposo hasta completar 15 minutos de agitación total. 
R1 a R6 Muestra a temperatura de emulsión de 20 ± 2 ºC  
Rh Radio hidrodinámico en nanómetros 
SFB Suero fetal bovino 

Ss Entropía de la solución 
T0 Termograma a tiempo inicial 
T1 Temperatura del primer ciclo de calentamiento de 0 a 120 ºC   
T2 Temperatura del segundo ciclo de calentamiento de 0 a 120 ºC   
T3 Temperatura del tercer ciclo de calentamiento de 0 a 120 ºC   



 
 

 
   
 

  

T30 Termograma después de 30 días de almacenamiento a temperatura ambiente 
T48 Termograma después de 48 días de almacenamiento a temperatura ambiente 
TAm Premezclado manual  
TAM Agitación mecánica durante 30 minutos  
TAU Tiempo de ultrasonificación  
TAM:TAU Agitación mecánica durante 30 minutos y 15 minutos de ultrasonido 
[(TB)WST] Tiempo de bioreducción del colorante WST  
Temul Temperatura de emulsión 
TEM Microscopía electrónica de transmisión (siglas en inglés, Transmission electron 

microscopy) 
 Unidad de volumen 

VEf Velocidad de enfriamiento  
WST WST (siglas en inglés, Water soluble tetrazolium), WST 2-(4- yodofenil)-3-(4-

nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H- tetrazolio 
W/O Sistemas agua en aceite 
%w/v Porciento peso/volumen 
%w/w Porciento peso/peso  
Xo Fracción molar 
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RESUMEN 

 
Actualmente, las nanoemulsiones (NE) permiten transportar sustancias de una manera eficiente y estable, 

debido al tamaño de partícula nanométrico que le proporcionan propiedades y características con gran 

aplicación en el mundo micro y macro en el que vivimos. Las NE obtenidas en el presente trabajo 

contienen solo tres componentes: el ácido oleico (AO) como aceite (O) que es la fase oleosa (FO), el 

polisorbato 80 (PS80) como tensoactivo (S) encargado de generar la fase surfactante (FS) y el agua (W) 

como fase continua, en este caso acuosa (FW). La NE final fue seleccionada después de un proceso de 

diseño de experimentos con base al estudio de pre-formulación de los factores intrínsecos de cada 

componente de la formulación, seguido de una etapa de desarrollo que permitió estudiar las interacciones 

entre sí, de las FO-FS-FW en la formulación y la influencia de los factores extrínsecos del proceso de 

fabricación. Obteniendo la mejor formulación [AO:PS80:W] en concentraciones porcentuales 

[2.0:5.0:93.0] que presentó una relación FO:FS [AO]/[PS80]=0.0708/0.0382=1.85 [mol·L 1], lo que implica 

que 1.85 partes del AO están cubiertas / estabilizadas por 1 parte de PS80, dando lugar a partículas de 

71.86 nm, con un índice de polidispersidad (IPD) de 0.42. Estas NE se almacenaron a temperatura 

ambiente/oscuridad en tiempo real hasta 12 meses evaluando los cambios de apariencia y descartando las 

NE no estabilizadas, además de determinar sus tamaños de partícula e IPD de las NE estables por 

dispersión dinámica de luz (DLS) y microscopía electrónica de transmisión (TEM). De manera 

complementaria la estabilidad de la NE fue determinada por calorimetría de barrido diferencial (DSC), 

evidenciando la reversibilidad entre 25 y 100°C mediante tres ciclos de calentamiento hasta 125°C, 

obteniendo perfiles de calentamiento más atenuados en el segundo y tercer ciclo, en comparación con el 

primero, lo que indica un estado parcial, pero suficiente, de estabilidad para los medios de 

almacenamiento. El comportamiento térmico de las NE se modeló empleando una técnica interactiva de 

deconvolución del termograma de DSC, encontrando que existen entre 5 y 7 funciones gaussianas en 

función del NST obtenido, que se pueden explicar como barreras para conseguir dicha estabilización y 

entender los tiempos de anaquel conseguidos experimentalmente. La NE estable sin (NEV) y con ATRA 

(NEC) y a cada uno de los componentes por separado se le realizaron pruebas de citotoxicidad con dos 

líneas celulares: i) células epiteliales pulmonares normales inmortalizadas (NL20) y ii) células de 

carcinoma epidermoide pulmonar (A549), como referencia. Para determinar el grado de inocuidad in vitro 

de los componentes del nanosistema de transporte (NST), se estudiaron las NL20 que muestran 

concentraciones inhibitorias al 50% (IC50) de 1123 M para el componente AO y de 2.6 M para el 

componente PS80. La IC50 fue 21.8 M para PS80 nanoestructurado en PS80@NE y de 37.9 M para AO 

también nanoestructurado en AO@NE, indicando claramente que los componentes cambiaron sus 
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toxicidades al encontrarse nanoestructurados en las NE. El AO exhibió un aumento de 30 veces (IC50 

(AO) 1123  37.9) mien ras q e PS80 disminuyó 7.9 veces (IC50 (PS80) 2.6  21.8). Vale la pena recalcar 

que el PS80 es el componente más tóxico de la formulación, pero cuando se incluye en PS80@NE, se mitiga 

la toxicidad, de manera que finalmente se generaron NST menos tóxicos, indicando que estas NE se 

consideran vehículos NEV ya que no contienen ATRA. El efecto citotóxico de la NE en las células A549 

se determinó con una IC50 de 58 M para ATRA sin nanoes r c rar  na IC50 de 28.0 M de 

ATRA@NE, lo que indica claramente que permitió aumentar la fotoestabilidad del ATRA al 

nanoestructurarse, debido a que está protegido en la NE. Por lo que se requiere utilizar la mitad de la 

concentración de ATRA (IC50 (ATRA) 58.0  28.0) o sea [2.02 = 58.0 M /28.0 M] para ener el 

mismo efecto citotóxico. Además, se obtuvo la IC50 de 0.028% (w/w) de NEV al comparar con estudios 

similares encontraron una IC50 de 0.03% de PS80 libre en células A549.  

 

 

PALABRAS CLAVE 

Nanoemulsión O / W, Ácido oleico, Polisorbato 80, Dispersión dinámica de luz (DLS)  

Calorimetría barrido diferencial (DSC), NL20, A549, IC50 y Citotoxicidad. 

 

 

ABSTRACT 

 
Nowadays, nanoemulsions (NE) allow substances to be transported in an efficient and stable way, as a 

result of the nanometric particle size that provide properties and characteristics with great application in 

the micro and macro world in which we live. 

The NE obtained in the present work contain only three components: oleic acid (AO) as oil (O) which 

forms the oily phase (FO), polysorbate 80 (PS80) as surfactant (S) in charge of generating the surfactant 

phase, and finally (FS) and water (W) as continuous phase, in this case of aqueous nature (FW). The final 

NE developed was selected after a process of experimental design based on the pre-formulation study of 

the intrinsic factors of each component of the formulation, followed up by a development stage that 

allowed studying the interactions between them, the FO-FS-FW in the formulation and the influence of 

extrinsic factors in the manufacturing process. Tthe final formulation [AO:PS80:W] was obtained in 

percentage concentrations [2.0:5.0:93.0] that presented a relationship FO:FS [AO]/[PS80] = 0.0708 / 0.0382 

= 1.85 [mol·L  1], which implies that 1.85 parts of the AO are coated / stabilized by 1 part of PS80, giving 
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rise to particles of 71.86 nm, with a polydispersity index (IPD) of 0.42. After storing the NE at room 

temperature / darkness in real time for up to 12 months, evaluating the changes in appearance and 

discarding the non-stabilized NE, in addition to determining their particle sizes and IPD of the stable NE 

by means of dynamic light scattering (DLS) and transmission electron microscopy (TEM). In a 

complementary way, the stability of NE was determined by differential scanning calorimetry (DSC), 

showing the reversibility between 25 and 100°C through three heating cycles up to 125°C, obtaining more 

attenuated heating profiles in the second and third cycles, compared to the first, which indicates a state of 

partial but enough stability for the storage means. The thermal behavior of the NEs was modeled using an 

iterative deconvolution technique from DSC thermograms, finding that there are between 5 and 7 

Gaussian functions depending on the NST obtained, which could be explained as barriers to achieve long 

periods stabilization and thus understanding the shelf times achieved experimentally. Stable NE without 

(NEV) and with ATRA (NEC) and each of the components were separately tested for cytotoxicity with two 

cell lines: i) immortalized normal lung epithelial cells (NL20) and ii) carcinoma cells pulmonary 

squamous cell (A549), for reference. The degree of innocuousness in vitro of the components of the 

transport nanosystem (NST) was determined in the NL20 that have shown inhibitory concentrations at 

50% (IC50, M) of 1123 M for the AO component and 2.6 M for the PS80 component. The IC50 was 

21.8 M for PS80 nanostructured in PS80@ NE, and 37.9 M for AO also nanestructured in AO@NE, 

clearly indicating that the components changed their toxicities when they were nanostructured in the NE. 

AO exhibited a 30-fold increase (IC50 (AO) 1123.0  37.9) hile PS80 decreased 7.9 times (IC50 (PS80) 

2.6  21.8). 

It is worth emphasizing that PS80 is the most toxic component of the formulation, but when it is included 

in PS80@NE, the toxicity is attenuated, so that ultimately less toxic NSTs were generated, indicating that 

these NE could be considered NEV vehicles since do not contain ATRA. The cytotoxic effect of NE in 

A549 cells was determined with an IC50 of 58 M for ATRA i ho  nanos r c ring and an IC50 of 28.0 

M for ATRA@NE, hich clearl  indica es ha  i  allo ed o increase he pho os abili  of ATRA hen 

nanostructured. This latter due to the fact that it is protected in NE, so it is necessary to use half the ATRA 

concentration (IC50 (ATRA) 58.0 28.0) ha  is [2.02=58.0 M/28.0 M] o ha e he same c o o ic 

effect. In addition to the above, the IC50 of 0.028% (w/w) of NEV was obtained when comparing with 

similar studies, they found an IC50 of 0.03% of PS80  free in A549 cells. 
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Nanoemulsion O/W, Oleic Acid, Polysorbate 80, Dynamic Light Scattering (DLS) 
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Capítulo I. INTRODUCCIÓN 

 
La nanotecnología abarca la investigación científica y el desarrollo tecnológico a escala atómica y 

molecular, para la comprensión básica de los fenómenos y materiales a escala tan pequeña conocidos 

como nanómetros 1x10-9 m (UNESCO, 2007). La aplicación de la materia a nivel nanométrico tiene 

propiedades emergentes y debido a esto, parte de la nanotecnología se ha centrado en áreas de la salud, 

generando la nanomedicina como un campo de desarrollo. En esta línea, se utilizan terapias que emplean 

sustancias estructuradas en escala nanométrica, lo que optimiza la dosis requerida del compuesto activo, 

modificando sus propiedades fisicoquímicas y optimizando las propiedades farmacológicas deseadas 

(Jones 2004). 

La nanotecnología aplicada a la tecnología farmacéutica desarrolla sistemas de transporte a nivel 

nanométrico, los cuales se denominan nanosistemas de transporte (NST), que se describen como vehículos 

o transportadores que protegen a un principio activo y lo llevan al sitio de acción de una manera estable 

(Vauthier et al., 2007). Se ha evidenciado que los NST de tamaño menor a 100 nanómetros (nm) pueden 

atravesar los vasos sanguíneos de tumores que se encuentran incrementados en la permeabilidad endotelial 

debido a la angiogénesis. Algunos de los NST más importantes desarrollados hasta el momento las 

nanocápsulas (Ferrer-Viñals et al., 2021) y nanoesferas (Pinto Reis et al., 2006b), las nanosuspensiones 

(Zhang et al., 2006) y las nanoemulsiones (Pérez-González et al., 2019). 

Los NST se han empleado para obtener medicamentos de liberación controlada o para vectorizar 

fármacos, ya que el tamaño nanométrico le confiere características físicas que le permite transportar el 

fármaco de manera segura y protegida contra el sistema de defensa al interior del organismo y conseguir 

su liberación de forma sostenida. Si una empresa estuviera interesada en aplicar alguno de estos sistemas, 

debería realizarse previamente un estudio de pre-formulación para su aplicación posterior.  

Las ventajas principales de los NST consisten en: a) proteger al fármaco que transporta de una 

degradación previa a llegar al sitio de acción; b) evitar ser secuestrado por el sistema retículo endotelial 

debido a su tamaño nanométrico y propiciar una mayor afinidad celular cuando tengan carga superficial 

positiva o negativa (Pinto Reis et al., 2006a); c) transportar fármacos liposolubles que son difíciles de 

desarrollar en sistemas convencionales (Tinoco et al., 2018) y d) administrar dosis menores de fármaco, 

reduciendo efectos secundarios y toxicidad por acumulación en órganos y así optimizar la permanencia 

intracelular, entre otras. 

Una manera importante y eficiente para formular nanoestructuras es mediante la preparación de 

emulsiones a nanoescala, también conocidas como nanoemulsiones (NE). Los componentes de las 
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formulaciones farmacéuticas y el ingrediente activo son variables manipuladas para obtener y caracterizar 

el sistema nanoestructurado y así descubrir su potencial como NST.  

En el campo de la innovación se requiere utilizar algunas moléculas como el ácido retinoico all trans 

(ATRA), que ha demostrado tener un efecto potencial antitumoral y que además regula un gran número de 

procesos celulares: la proliferación, la diferenciación y la apoptosis, mediante la activación de receptores 

nucleares. A la interacción del ATRA con el receptor de ácido retinoico beta se le ha adjudicado un papel 

antioncogénico en tumores sólidos de origen epitelial, como es el cáncer pulmonar (Muñiz-Hernández et 

al., 2015; Xu 2007). A primera vista, se podría pensar que el ATRA es la molécula adecuada para llevar a 

cabo estudios antioncogénicos finales, pero se ha observado en ensayos clínicos que puede producir gran 

toxicidad en las concentraciones que se emplea para tener dicho efecto coadyuvante antitumoral, según el 

tipo celular de cáncer de pulmón (Arrieta et al., 2010; Richard 2003). Lo anterior puede ser debido a la 

activación indiscriminada de todos sus receptores naturales a concentraciones altas. 

El objetivo del presente proyecto de investigación es nanovehiculizar el ATRA, para lograr cuando menos 

el mismo efecto de inhibición del crecimiento en las células que causa el ATRA no vehiculizado en líneas 

celulares de cáncer pulmonar, pero tratando de minimizar los efectos colaterales por no vehiculizarlo y 

administrarlo en una forma de dosificación y vía de administración idónea para alcanzar directamente las 

células diana y liberar el ATRA a una menor dosis que los medicamentos existentes. 

La presente tesis se enfoca al estudio y el desarrollo de NE, que permiten nanovehiculizar el ATRA de 

manera estable con aplicación en cáncer de pulmón. La amplia gama de usos se debe, a que la tecnología 

de preparación de NE requiere de un consumo energético menor, comparado con otros métodos 

convencionales, aunado a la obtención de partículas con tamaños homogéneos que proporcionan un 

aspecto interesante en función del fármaco o sustancia que se quiera vehiculizar.  

De manera que las NE obtenidas en esta tesis fueron desarrolladas con solo tres componentes: el ácido 

oleico (AO) como aceite (O) conformando la fase oleosa (FO), el polisorbato 80 (PS80) como tensoactivo 

(S) integrando la fase surfactante (FS) y el agua (W), la cual sería la fase continua, de tipo acuosa (FW). La 

NE final fue seleccionada después de un proceso de diseño de experimentos con base al estudio de pre-

formulación de los factores intrínsecos de cada componente de la formulación, seguido de una etapa de 

desarrollo que permitió estudiar las interacciones entre sí, de las fases seleccionadas, FO-FS-FW, en la 

formulación y la influencia de los factores extrínsecos del proceso de fabricación. Posteriormente las NE 

obtenidas se caracterizaron mediante observación visual de estabilidad en tiempo real y por calorimetría 

diferencial de barrido (DSC), además se determinó el tamaño de partícula por dispersión dinámica de luz 

(DLS) y microscopía electrónica de transmisión (TEM), obteniendo la mejor formulación [AO:PS80:W] en 

concentraciones porcentuales [2.0:5:0:93.0]. Esta NE presentó una relación O:S [AO] / [PS80] = 0.0708 / 

0.0382 = 1.85 [mol·L  1], lo que implica 1.85 partes del AO está cubierta / estabilizada por 1 parte de PS80, 



 
 

 
   
 

6 

estructurando partículas de 71.86 nm, con un índice de polidispersidad (IPD) de 0.42. Las NE estables sin 

(NEV) y con ATRA (NEC) y a cada uno de los componentes por separado se les realizaron pruebas de 

citotoxicidad con dos líneas celulares, en este caso NL20 (epitelio bronquial humano normal 

inmortalizada) y A549 (carcinoma epidermoide pulmonar, tipo histológico de CPCNP). El estudio con las 

NL20 permitió determinar que los componentes PS80 y AO modulan su toxicidad al estar 

nanoestructurados en las NE. De igual manera se determinó que se requiere mayor cantidad de ATRA 

libre, en comparación cuando el ATRA esta vehiculizado en la NE para tener la misma citotoxicidad en 

células A549. Por lo que las NE desarrolladas pueden aplicarse para dispersar y proteger sustancias con 

diferente hidrosolubilidad e inclusive de alta liposolubilidad aumentando la aplicabilidad en fármacos, 

alimentos y cosméticos. 
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Capítulo II. MARCO TEÓRICO 

La Nanotecnolog a, se define como la habilidad de comprender y manipular la materia a nivel de 

átomos y moléculas individuales, así como en el nivel supramolecular, incorporando grupos de moléculas 

entre el intervalo 1-100 nm a fin de crear materiales, dispositivos y sistemas con propiedades y funciones 

nuevas y emergentes, debido a su pequeña estructura  (INN 2009). El m ndo nano e p ede er a 

simple vista, solo se requiere contemplar el horizonte y ver el color rojizo del atardecer y el azul del 

amanecer odo  lo  d a . Maria Luisa de Lourdes Pérez González 

El tamaño de un nanómetro corresponde a una milmillonésima parte de un metro, por lo que las 

características, propiedades y principios sobre la materia, que están relacionados estrechamente entre sí a 

escala nanométrica, los cuales son diferentes a las propiedades de los materiales a escala micrométrica 

(Bawarski et al., 2008). Con base a esta analogía el tamaño nanométrico permite diseñar, caracterizar, 

producir estructuras, dispositivos y sistemas que por sí solos son innovadores. 

Actualmente la nanotecnología aplicada a la salud ofrece ventajas respecto a la quimioterapia 

convencional, así como en el diagnóstico, debido a que el tamaño nanométrico requiere de dosis menores 

del fármaco, aumentando la biodisponibilidad, la selectividad en el organismo y reduciendo los efectos 

secundarios por acumulación en órganos (Allen et al., 2004 y Ozpolat et al., 2003). 

La nanomedicina oncológica permite que los NST puedan difundirse a través de los tumores con vasos 

sanguíneos anormales que raramente exceden de 300 nm de diámetro (Bawarski et al., 2008), permitiendo 

que los NST puedan atravesar las paredes de los vasos sanguíneos y no acumularse en la mayoría de los 

tejidos sanos (Fenske et al., 2008). Por ejemplo, la doxorrubicina nanoliposomal que reduce los síntomas 

adversos de toxicidad cardiaca en los pacientes por estar rodeado de una capa lipídica, sin perder su efecto 

citotóxico en el tumor comparativamente con la doxorrubicina no nanovehiculizada (Patil et al., 2008). 

Adicionalmente a lo anterior, las modificaciones anatómicas que sufren los vasos sanguíneos en los 

tumores resultado de la angiogénesis (Fenske et al., 2008), favorecen: i) la permeabilidad epitelial 

formando poros de entre 200 nm y 1.2 micras (Pinto Reis et al., 2006a; Samitier et al., 2018), ii) la 

sobreexpresión de algunos receptores celulares, y iii) la adherencia de los NST con el principio activo a 

las moléculas que permiten su transporte al interior de las células tumorales. 

Algunos estudios describen que es importante el tamaño y la naturaleza hidrófoba como principales 

características de los NST para no ser secuestrados en el organismo. El tamaño menor de los 100 nm 

(INN, 2009; Graves et al., 2008) permite permear a través de complejos poros en la membrana nuclear 

que forman un anillo externo de 105 nm y uno interno de 70 nm de diámetro (Beck et al., 2007) partículas 
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menores de 150 nm no son fagocitadas por las células Kupffer en el hígado y los NST con alta 

hidrofobicidad (NSTW/O) pueden ser fagocitados por el Sistema Fagocítico Mononuclear y activar el 

sistema del Complemento, desencadenando reacciones alérgicas (Bawarski et al., 2008; Varenne et al., 

2016), debido a esto, en la presente tesis se desarrollaron NSTO/W que reducen o anulan la acción 

fagocítica en el organismo. 

Nanosistemas de transporte (NST) 

Los NST en dispersión se clasifican por el estado físico, sólido y líquido de las fases, formando una fase 

interna (FI) dispersada en una fase externa (FE) dispersante por efecto de una fase surfactante o 

tensoactiva (FS). Los NST son sistemas dispersos que pueden clasificarse como: 1) NE que son 

dispersiones líquido-líquido de dos líquidos inmiscibles entre sí (Harmon y Huang 2014; Leong et al., 

2009; Shakeel et al., 2008a; Sonneville-Aubrum et al., 2004); 2) nanopartículas están formadas por un 

sólido compacto o poroso que tiene una acción o nanocápsulas que contiene una sustancia que se 

dispersan en una FE líquida (Briger et al., 2002 y Yurgel et al., 2013); 3) partículas nanométicas sólidas 

suspendidas en la fase líquida llamadas nanosuspensiones (Zhang et al., 2006) y 4) lípidos en su estructura 

que son conocidos como portadores de lípidos nanoestructurados (NLC, Nanostructured lipid carriers) 

que son formulaciones a base de lípidos que tienen una matriz sólida a temperatura ambiente (Haider et 

al., 2020). 

Las ventajas que presentan las NE se basan principalmente en el tamaño nanométrico, el estado líquido y 

las características fisicoquímicas que permiten ser dosificados en diferentes formas farmacéuticas y 

administrados mediante distintas vías. Toda NE tendrá que ser formulada y administrado mediante una 

forma de dosificación. Son escasos los que se diseñan y administran directamente, como son los que se 

utilizan como marcadores en el diagnóstico (Rojas-Aguirre et al., 2016). Comparativamente con los 

sistemas convencionales (cápsulas, tabletas, inyectables, etc.), se diferencian por: 1) el aumento en la 

solubilidad del fármaco en ambientes hidrófobos o hidrófilos formando por liposomas o sistemas de 

liberación de fármacos liposomales (Sercombe et al., 2015); 2) la reducción del daño a tejidos producido 

por extravasación accidental; 3) la modificación de las propiedades farmacocinéticas debido a la 

protección del fármaco para evitar la degradación prematura (Ozpolat et al., 2003); 4) la disminución en el 

volumen de distribución reduciendo los efectos secundarios en órganos sensibles por la selectividad 

asociada a los sistemas de liberación y 5) la mayor afinidad aparente por incremento de la concentración 

del fármaco en el tejido diana (Allen et al., 2004). De esta manera es posible aumentar la 

biodisponibilidad, la selectividad en el organismo, además de disminuir los efectos secundarios y la dosis 

del activo. 
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Nanoemulsiones (NE) 

Las NE son sistemas dispersos bifásicos de líquidos insolubles entre sí, compuestos por una fase 

discontinua o fase interna (FI) y una fase continua o fase externa (FE), las cuales están dispersas por 

acción de una FS (Elzayat et al., 2021). Cuando la FI está compuesta por agua (fase acuosa o FW, water, 

agua) y todas las sustancias hidrofílicas que son dispersadas por un tensoactivo (FS) y estabilizadas en una 

FE de naturaleza oleosa (fase oleosa o FO) se obtienen las NEW/O. De manera inversa cuando la FI está 

constituida por sustancias lipofílicas apolares o con polaridad baja (Celis et al., 2008b; Mason et al., 2006) 

y son dispersadas por la FS en una FE acuosa se obtienen las NEO/W.  

La FS está formada por tensoactivos y/o emulsificantes, los cuales estabilizan a la FI con la FE mediante 

una acción de superficie, los primeros, reduciendo la tensión interfacial y los segundos, que incluyen por 

definición a los primeros, su acción se efectúa ya sea: por cargas aniónicas o catiónicas (potencial zeta) o 

por impedimento estérico, y los cosurfactantes, que potencian las características del tensoactivo y 

coadyuvan su acción (Xi et al., 2009; Baboota et al., 2007). 

Actualmente, se enfatiza que la principal diferencia entre las microemulsiones y nanoemulsiones es el tipo 

de estabilidad termodinámica y metaestable o cinética del sistema, respectivamente (Elzayat et al., 2021) y 

no solamente el tamaño de partícula como era considerada (Talegaonkar et al 2020). Las microemulsiones 

se forman espontáneamente estabilizándose termodinámicamente, debido a la reducción de la energía libre 

de formación superficial que toma valores de cero o negativos, dicha situación no ocurre ni con las 

emulsiones ni con las nanoemulsiones que además, requieren de energía externa para su formación, así 

como de agentes que las estabilizan cinéticamente, siendo este concepto tratado posteriormente a mayor 

detalle en la sección de termodinámica y estabilidad de las emulsiones.  

La FI determina el tamaño de partícula de las emulsiones, por la cual se clasifican en: macroemulsiones o 

emulsiones (tamaño de partícula mayor de 1000 nm); microemulsiones 10-400 nm en limites 

nanométricos (Talegaonkar et al., 2008) (Talegaonkar et al., 2020) o 10-50 nm (Prévost et al., 2017) y 

nanoemulsiones (1 a 100 nm) (Elzayat et al., 2021; Talegaonkar et al., 2020; Harmon y Huang 2014; Shah 

et al., 2010; Leong et al., 2009) las miniemulsiones (menores de 500 nm) (Elzayat et al., 2021; Grigoriev 

y Miller 2009), emulsiones ultrafinas y emulsiones submicrónicas (Shah et al., 2010; Solans et al., 2005; 

Graves et al., 2005), respectivamente. 

La apariencia física de las microemulsiones, nanoemulsiones y emulsiones está relacionada con el tamaño 

de partícula, concentración total FS (Relación: FO:CMCFS) efecto de la fuerza de gravedad y el proceso de 

obtención. Por lo que la primera tiene una apariencia transparente translucida característica que le confiere 

el tamaño de partículas menores a 30 nm (McClement 2012). La segunda sigue la dispersión de Rayleigh 

(rojizo con la luz transmitida y azulado con luz refractada (Shafiq et al., 2007a), efecto conocido en la 
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naturaleza como el color rojizo del cielo al atardecer y azulado al amanecer. Esto se explica cuando el 

tamaño de las partículas dispersadas en el sistema es menor que la longitud de onda de los fotones 

dispersados en fluidos transparentes dicho efecto es explicado por la teoría de Mie. Este efecto indica que 

el tamaño de partículas nanométricas tiene una interacción diferencial de las longitudes de onda de la luz, 

cuando su campo electromagnético entra en resonancia con los átomos de las partículas, dicho efecto se 

conoce actualmente como resonancia de plasmón superficial y de ella dependen la posición de los 

máximos de absorción en el espectro dependiendo del tamaño y forma de la partícula (Wriedt 2012) y con 

viscosidad baja (Mason et al., 2006). Mientras que la tercera tiene una apariencia que va desde blanco 

hasta ligeramente blanco lechoso (ver Tabla 1), que también tiene que ver con el tamaño de las partículas 

obtenidas, dicha característica se observa en la naturaleza con el color blanco de las nubes que tienen 

gotas de agua de 2 x 105 nm que precipitan en gotas de lluvia de tamaño de 2 x 106 nm. Actualmente se ha 

diferenciado dicha clasificación entre estos conceptos, especialmente con las estructuras de las fases 

isótropas de la microemulsión, debido a que las micelas esféricas que son termodinámicamente estables y 

tienen un tamaño nanométrico similar a las gotas esféricas de las nanoemulsiones (McClement, 2012). Sin 

embargo, la diferenciación reconocida en la actualidad, entre microemulsiones y nanoemulsiones es a 

partir de que las primeras se forman espontáneamente cuando se adicionan cantidades mayores al CMC de 

tensoactivos en relación a la concentración de la fase oleosa favoreciendo la estabilidad termodinámica 

por la reducción de la energía libre de formación superficial a cero o a un valor negativo, a diferencias de 

las macroemulsiones y nanoemulsiones, que requieren de adición de energía y menor concentración de 

agentes para estabilizan cinéticamente el sistema, ver Tabla 1. 

 

Tabla 1. Comparación de las características diferenciales entre nanoemulsiones, microemulsiones y 
macroemulsiones. 

Características Nanoemulsión Microemulsión Macroemulsión 

          Estabilidad Cinética Termodinámica Cinética 

Apariencia 
 
 

  

Translúcida 

 

Transparente 

 

Opaca 

 
Tamaño de partícula 1-100 nm 10-400 nm >1000 nm 

% Emulsificante y/o 
tensoactivo 

<5% >20% 5-10% 

Cambio morfológico por la 
fracción del volumen del 

aceite 

Sin cambio Con cambio 
(esférica a hexagonal o lamelar) 

Sin cambio 

Efecto de las fuerzas de 
gravedad 

No afecta (< 90 nm)                     
Monodispersa 

No afecta Acción directa 
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Concentración total de FS 

Relación de [Fo]:CMCFS 
[Fo] > CMCFS [Fo] < CMCFS [Fo] > CMCFS 

Formulación inestable Fase discontinua con mayor: 
viscosidad, polaridad y 

solubilidad acuosa 

Concentración baja o alta de la 
CMC del tensoactivo 

Variación de 
densidades entre 

las fases 

Determinación de tamaño de 
partícula 

Dispersión dinámica de luz y 
microscopía electrónica de 

transmisión 

Microscopía de luz polarizada Microscopía 
óptica 

Abreviaturas: Concentración micelar crítica (CMC), Concentración total del tensoactivo ([FS]Total), concentración de la fase 

oleosa ([Fo]).  (Alvarado et al., 2019; Mason 2019, Prévost et al., 2017; McClement 2012; Para et al., 2008) 

 

Preformulación de nanoemulsiones 

La PF permite conocer las características físicas y fisicoquímicas de todos los componentes de una 

formulación, es decir, las propiedades intrínsecas de cada excipiente para seleccionar los más compatibles 

con el principio activo en estudio y reducir las posibles interacciones entre ellos con base a su función, 

concentración y naturaleza química para comprender el impacto de dichas propiedades como variables del 

proceso. 

Naturaleza química de la fase oleosa (FO) 

La FO está formada principalmente por aceites y otros aditivos liposolubles que proporcionan una 

determinada acción a la emulsión y que pueden formar la fase interna o externa de un sistema 

heterogéneo.  

Los aceites se clasifican por su origen en la naturaleza en animal y vegetal, los primeros al ser menos 

estables y de fácil oxidación, son menos utilizados que los segundos. Los aceites vegetales se obtienen a 

partir de ácidos grasos con glicerina teniendo una estructura química final de glicérido y se clasifican de 

acuerdo al ácido graso precursor, a los enlaces químicos y al número de carbonos mayores de 12C son 

sólidos a temperatura ambiente e insolubles en agua: a) los ácidos grasos saturados, tales como: butírico, 

capróico, caprílico, láurico, palmítico y esteárico, en donde la proporción de glicerina determina la 

consistencia del aceite y b) los ácidos grasos no saturados, como: oleico, linoleico, linolénico y ricinoleico 

de 18C que son líquidos a temperatura ambiente en su estado puro o formando parte aceites naturales, por 

ejemplo, el aceite de oliva que es glicérido del ácido oleico puede variar en porcentaje de 55 a 83% 

(Shakeel el al, 2008a).  

Existe una gran variedad de NST que se pueden obtener con diferentes FO, entre los componentes de estas 

últimas se encuentran:  

a) aceites naturales ultrapurificados como: aceite de olivo (Wulff et al., 2009), aceite de soya (Kentish et 

al., 2008; Fukumori e Ichikawa 2006; Bullon et al., 2007; Wulff et al., 2009), aceite de jojoba (Baboota et 

al., 2007), aceite de lino (Kentish et al., 2008), aceite de canola (Moreira et al, 2006); ácido oleico (Chu et 
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al., 2009; Shakeel et al., 2007; Solè et al., 2006), ácido oleanólico (Zheng et al., 2009), aceite de ricino 

(Shafiq et al., 2007b) y oleilamina (Maestro et al., 2008). 

b) aceites comerciales de marcas comerciales CapriolTM 90 (propilenglicol monocaprilato) (Azeem et al., 

2009). 

c) mezclas comerciales de aceites como: Miristato de isopropilo (éster isopropílico del ácido mirístico) 

(Baboota et al., 2007), Sefsol 218® (éster monopropilengicol del ácido caprílico) (Xi et al., 2009) y 

Triacetin® (Shakeel et al., 2008a), Labrafac® (complejo caprílico 4-polietelenglicol triglicérido cárrico), 

Labrafil® (aceite de jojoba y macroglicérido de oleilo), Miglyol® 840 (triglicérido de cadena media) 

(Badawi et al 2008) y Triacetin® (triacetato de glicerol) (Shakeel et al 2007).  

Naturaleza química de la fase tensoactivo 

La FS que se utiliza para estabilizar las emulsiones puede consistir tanto en uno o una mezcla de 

tensoactivos, como de tensoactivos más cotensoactivos; ajustándose la concentración de cada uno acorde a 

los componentes y proporción de aceites en la Fo, así como al tipo de emulsión (W/O; O/W; O/O/O; ), as  

como al tamaño de glóbulo y la estabilidad termodinámica o cinética esperada. Las FS más utilizadas en 

las nanoemulsiones se enlistan en la tabla 2. 

 

Tabla 2. La clasificación FS utilizados para la obtención de nanoemulsiones pueden ser aceites, triglicéridos y 

tensoactivos no iónicos. 

 Aceites y triglicéridos  

  triglicérido de ácido caprílico y ácido cáprico (Captex 355®) (Xi et al., 2009) 

  aceite de ricino polietoxilado (Cremophor EL®) (XI et al., 2009) 

 No iónicos 

  monooleato de sorbitano poli-oxietilénico (Tween® 80) o PS80 (Liang et al., 2012; et al., 2009; Shakeel 

et al., 2009; Shakeel et al., 2007 y Baboota et al., 2007) 

  monopalmitato de sorbitano polioxietilénico (Tween® 40) (Kentish et al., 2008) 

  monolaurato de sorbitano polioxietilénico (Tween® 20) (Azeem et al., 2009) 

  monolaurato de sorbitano (Span® 20) (Mao et al., 2009)  

  monooleato de sorbitano (Span® 80) (Forgiarini et al., 2009) 

  alcohol polietoxilado ó dodecil éter tetraetoxilado (Brij 30®) (Chávez et al., 2013) 

  ácido hexadecanoico (Labrafil®) y éter monoetil de dietilenglicol (TranscutolP®) (Baboota et al., 2007) 

  fenoxietanol [4-(2,4,4-trimetilpentano-2-il Triton X 405®)]) (Zhou et al., 2004) 

  2(2-etoxietoxi) etanol (Transcutol®) (Shakeel et al., 2008b) 

  éter monoetílico de dietilenglicol (TranscutolP®) (Baboota et al., 2007) 

  copolímero de polioxietileno-polioxipropileno (Pluronic F68®) (Badawi et al.,2008) 

  monolaurato de decaglicerol (ML 750®) (Mao et al., 2009)  
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  macrogol -8- glicéridos de caprilocaproilo 

  éter monoetil-dietilenglicol (Carbitol® ) (Azeem et al., 2009) 

  oleato de hexaglicérido (Plurol Oleique®) (Shakeel et al., 2007)  

 

El tensoactivo selecionado para el estudio fue el monooleato de sorbitano poli-oxietilénico o polisorbato 

80 (PS80) o Tween® 80, es un surfactante no iónico, que con iene cido oleico de 58.0% (balance 

principalmente ácidos linoleico, palmítico y esteárico) debido a esta característica fue elegido por 

similitud con el ácido oleico (FO). 

La principal aplicación farmacéutica del PS80 es como el agente solubilizante y estabilizador de 

medicamentos contra el cáncer (Liang et al., 2005) y ciertas vacunas. El PS80 no se incluyó en la vacuna 

PCV7, pero se estudió para la formulación final de PCV13 con el fin de crear un proceso de fabricación 

más sólido. Nielsen y colaboradores determinaron que cuando se adiciona 0.1% de PS80 a los medios de 

cultivo de laboratorio de cepas de Staphylococcus aureus, aumentó la tasa de crecimiento y en Listeria 

monocytogenes y Pseudomonas fluorescens disminuyo dicha biomasa. Además, el PS80 redujo la eficacia 

antibacteriana de dos antimicrobianos hidrófobos: la rifampicina y el aceite esencial isoeugenol (Nielsen 

et al., 2016). 

Propiedades fisicoquímicas de las nanoemulsiones 

Las NE tienen propiedades que están determinadas por la naturaleza fisicoquímica de las sustancias que 

los constituyen y la relación entre la estructura molecular de las interacciones de superficie como son: las 

fuerzas dipolos de las moléculas polares; las fuerzas de Van der Waals (fuerzas de atracción 

intermolecular entre dipolos permanentes o inducidos de tipo electrostático) que unen débilmente a las 

moléculas tanto polares como no polares; las fuerzas de London que afectan a todas las moléculas y los 

puentes de hidrógeno que atraen moléculas con grupos OH y NH de naturaleza donador/aceptor. Dichas 

fuerzas intermoleculares finalmente influyen en las propiedades físicas de los compuestos orgánicos, tales 

como: la solubilidad, la viscosidad, el pH, el punto de fusión, el punto de ebullición, etc., en donde las 

partículas nanométricas siguen leyes de la mecánica cuántica y no de la clásica que dependen del tamaño 

micrométrico, manteniendo un comportamiento molecular con propiedades fisicoquímicas exclusivas y 

novedosas.  

Las características fisicoquímicas macroscópicas de las NE como: la apariencia, la viscosidad, la densidad 

y el pH son el resultado de las interacciones de los átomos de las moléculas entre sí, disueltas o en 

agregados dispersos en el sistema con movimiento Browniano. Las propiedades fisicoquímicas de los 

componentes favorecen la reducción de la FI e interacciones en la interfase y su relación con la FE, 
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conjugándose para obtener nanoemulsiones estables, las cuales se deben estudiar en las etapas tempranas 

de la preformulación. 

Propiedades fisicoquímicas de la fase interna 

Las nanoemulsiones estables deben mantener una FI de tamaño nanométrico homogéneo para estar en 

equilibrio con la FE y con el resto de los componentes de la formulación, para ello se debe conocer y 

controlar las propiedades de los componentes que forman la nanoemulsión, tales como: la solubilidad, la 

polaridad, el volumen molar, las fuerzas interparticulares, la viscosidad y la densidad de energía, entre los 

mas importantes se describen a continuación. 

Solubilidad. La solubilidad nula entre las FI y FE favorece la estabilidad de las dispersiones 

heterogéneas cuando existe: a) la insolubilidad entre la FI y FE evita el rápido engrosamiento de la 

distribución del tamaño de las gotas por el transporte difusivo de las moléculas a través de las películas 

delgadas de las gotas evitando la maduración de Ostwald; b) la diferencia de liposolubilidad elevada entre 

las fases, como en el caso de una NEO/W, donde la FI está formada por aceites lipofílicos (Sonneville-

Aubrum et al., 2004) o una mezcla de aceites comparada con la FE que contiene compuestos hidrofílicos 

solubles en la FW, se sabe que los alcanos de cadena corta y alcoholes favorecen las microemulsiones 

(Mason 2006) por lo que se recomienda los que tienen una cadena de longitud mayor (Thompson et al., 

2018; Celis et al 2008a y Taylor 2003) y favorezcan el potencial químico que se opone al efecto Ostwald 

(Wooster et al., 2008; Graves et al., 2008); c) potencial químico elevado obtenido por la diferencia de 

presión entre moléculas de las gotas internas (Pint) de la FI y de la presión del medio (Pext) de la FE que 

favorezcan el proceso de equilibrio por la reducción del contacto y disminución de fuerzas la cohesión 

entre las partículas evitando que las gotas intercambien moléculas de aceite a través del solvente de 

manera espontánea, evitando el fenómeno que se conoce como la Maduración de Ostwald (Urbina-

Villalba 2014); d) aumento en la presión en el interior (Pint) de la superficie de la gota esférica comparada 

con la presión exterior (Pext) del medio en una magnitud directamente proporcional a la tensión 

superficial ( ) de dicha gota e inversamente proporcional a su radio (Ri) que se muestra en la ecuación 

siguiente: 

 

 

(1) 

Debido a la diferencia de la presión de Kelvin-Laplace, las gotas grandes con presión menores integran a 

las pequeñas ya que el fluido se mueve de mayor a menor presión, así como por disminución de la fusión 

de las gotas pequeñas de la FI por difusión molecular hacia la FE (Solans 2005) y donde los valores 

típicos de presión para nanoemulsiones en estas condiciones se encuentran entre 10 y 100 atm (Graves et 

al., 2005) y e) la adsorción del emulsificante que está en función de la cobertura de las gotas recién 
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formadas por el proceso en equilibrio entre la ruptura y su velocidad de adsorción para evitar la 

coalescencia (Jafari et al., 2008). La coalescencia es un fenómeno irreversible, donde las gotas se unen 

debido a que se reduce el área interfacial y con ella la energía libre del sistema, para ello, se deben de 

vencer las barreras energéticas asociadas con el grosor de la capa de tensoactivo adsorbido para formar 

gotas mas grandes. Además, cuando existen fuerzas capilares considerables, la presión de Kevin-Laplace 

( P= H, donde H es la curvatura de la gota) es muy elevada en el interior de la gota con relación a la 

presión de la película entre las gotas se puede favorecer la coalescencia. 

La solubilidad de los tensoactivos no-iónicos proporcionan un valor numérico del HLB (HLB de las siglas 

en inglés de Hydrophilic Lypophilic Balance) que se utiliza como una herramienta de desarrollo y 

estabilidad. Se estudia el tipo y la concentración del tensoactivo necesario para obtener y mantener el 

sentido de la emulsión del sistema requerido, para ello se calcula previamente el HLB requerido (HLBr). 

Así que, el HLBr entre 8-18 indica que se pueden favorecer las emulsiones O/W y con un HLBr entre 1-8 se 

obtienen emulsiones W/O (Bullon et al., 2007 y Mao et al., 2009). 

Las variaciones de solubilidad de la FS pueden modificar la formación de sistemas O/W y cambiar el sentido 

de la emulsión a sistemas W/O, lo que depende de la afinidad del tensoactivo por la FE que puede ser 

modificada según la regla de Bancroft, donde el emulsificante con mayor hidroafinidad favorecerá 

sistemas O/W y con mayor lipoafinidad sistemas W/O, reduciendo la posibilidad de un cambio en el sentido 

de la emulsión (SAJJADI et al., 2006b y DI SCIPIO et al., 2008). Sin embargo, actualmente se utiliza el 

concepto de balance energético denominado Desviación Hidrófila Lipófila (HLD, las siglas en inglés de 

Hydrophilic Lipophilic Deviation) que permite obtener la formulación óptima mediante la ecuación 

semiempírica que integra en una relación lineal simple de los efectos entre seis a ocho variables que 

incluyen: la cabeza y la cola del tensoactivo, a veces un cotensoactivo, la naturaleza de la fase oleosa, la 

salinidad de la fase acuosa, la temperatura y la presión, para obtener el HLD=0 como el criterio 

determinante para encontrar la estabilidad mínima de la emulsión y más eficiente que el valor crítico del 

HLB (Salager et al., 2020), además que se eliminan los efectos de drenaje de la película del tensoactivo y 

se reduce la coalescencia de las gotas grandes. La ecuación que permite determinar el HLD se describe a 

continuación: 

HLD = Aco  Acw (2) 

Donde: Aco, son las fuerzas de atracción moleculares y Acw se encuentran entre la molécula de 

tensoactivo adsorbida (indicada en la zona interfacial (c) y el aceite cercano (o) y moléculas de agua (w). 

Los valores de HLD pueden explicar el efecto de la FS no iónica, FO y la temperatura en el presente 

trabajo, cuando el HLD es elevado indica que la solubilidad del FS ha disminuido en la FW, por efecto del 

aumento de la temperatura, provocando por una disminución en el valor Acw cuyo efecto es inverso para 
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los tensoactivos iónicos. También, cuando el tamaño molecular del aceite se incrementa sin modificación 

de la FS habrá un aumento directamente proporcional en el valor Aco y en el HLD. 

Estudios de Salager y colaboradores (2020), obtuvieron emulsiones de alta estabilidad utilizando el valor 

HLD normalizado con un parámetro de contribución de tensoactivo obteniendo el HLDN (HLDN, 

Hydrophilic Lipophilic Deviation Normalized) que debe ajustarse en el rango de 10-20 unidades con un 

valor negativo para una emulsión O/W o valor positivo, del tipo W/O respectivamente. 

Polaridad. El grado de polaridad entre la FI y la FE determina la estabilidad de una 

nanoemulsión, por ejemplo, una NEO/W con una FI poco polar tendrá menor grado de 

solubilización en la FE, comparada con aceites más polares, obteniendo gotas más pequeñas que 

no se fusionen en gotas mayores por difusión molecular y que sean estables por reducción de la 

maduración de Ostwald (MASON et al., 2006). Por lo que, la fase discontinua poco polar o mas 

aún apolar favorece la reducción del tamaño de la gota. 

Concentración de saturación del tensoactivo. La concentración de saturación del tensoactivo (Cs) es 

la máxima cantidad de aceite que se puede añadir a una determinada masa del tensoactivo, expresada en 

gramos de aceite solubilizado en gramo de tensoactivo, bajo condiciones externas específicas, la cual esta 

está relacionada con la cantidad total de aceite y la del tensoactivo para obtener una NE en donde estas 

requieren de concentraciones bajas de tensoactivo (Alvarado et al., 2019). Así como, un exceso de 

tensoactivo en la FE permitirá que las micelas tensoactivas se disocien en monómeros y se adsorben 

rápidamente en las superficies de las gotas recién creadas durante la emulsificación, inhibiendo la 

coalescencia inducida por cizallamiento (Mason 2007). 

Volumen molar del aceite. El volumen molar de una sustancia (Vm) es el volumen de un mol de la 

sustancia, obtenida por la densidad ( ) y de su peso molecular (Vm= /PM) en unidades de m3·mol-1. Así 

que, aceites liposolubles con elevados pesos moleculares favorecen la formación de gotas pequeñas que no 

se unen para formar gotas de tamaño mayor, dicho fenómeno es conocido como la inhibición de la 

Maduración de Ostwald o engrosamiento de las gotas (Sonneville-Aubrum et al., 2004). Por consiguiente, 

la inestabilidad de las NE se debe a la redistribución de las partículas por diferencias en sus solubilidades, 

creciendo por la fusión de las gotas pequeñas que pasan a través de la fase continua por difusión molecular 

del aceite, dicho fenómeno es conocido como la maduración de Ostwald (Wooster et al., 2008) (Urbina-

Villalba 2014). La maduración de Ostwald surge de la diferencia de solubilidad entre gotas grandes y 

pequeñas debido a las diferencias de presiones de Laplace. la cual es explicada por la teoría de Lifshitz-

Slezov-Wagner (LSW) que preside la linealidad del cubo del radio promedio en el tiempo. Y cuyo 

gradiente de esta función lineal es la velocidad de la maduración de Ostwald ( ), la cual se describe en la 

ecuación siguiente: 
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(3) 

Donde: r es el radio medio de todas las partículas; t es el tiempo; Vm es el volumen molar del aceite, 

relacionado con S  la solubilidad del aceite como fase interna;   es la tensión superficial;  es la 

densidad; D es la difusión de la fase continua con R la constante de los gases a T que es la temperatura 

absoluta (Alvarado et al., 2019). 

Fuerzas interparticulares. Las partículas nanométricas en las NE siguen trayectorias desordenadas las 

cuales no dependen de las fuerzas de gravedad. Cuando la concentración de la FI es menor, se favorece el 

movimiento browniano (Graves et al., 2005) en partículas menores de 90 nm, favoreciendo la estabilidad 

de las NE (McClement 2012). 

Tensión superficial. Las NE requieren que las FI y FE estén estabilizadas por la FS mediante la 

reducción de la tensión superficial en la interfaz (If) y su naturaleza química permite la integración del 

sistema reduciendo la energía libre entre ellas (Wulff et al., 2009). Como la tensión interfacial es una 

energía libre por unidad de área, las moléculas de la gota tienen en promedio una energía libre veces 

superior a las moléculas del aceite puro, representándose en la ecuación siguiente: 

4  ri
2  /Nm,i (4) 

Donde: ri, radio de la gota i, , tensión superficial y Nm,i es número de moléculas de la gota i.  

Partiendo que, el número de moléculas de una gota esférica se representa en la ecuación siguiente:  

(4/3)  ri
3 i /PM (5) 

Donde i es la densidad de la fase interna de la gota y PM es el peso molecular del componente se estima 

que dicha diferencia de potencial químico es inversamente proporcional al radio de la gota, reduciendo la 

difusión de las moléculas de aceite de manera espontánea evitando el fenómeno que se conoce como la 

Maduración de Ostwald.  

Así mismo, la reducción de tensión superficial debida a la FS que rodea a las gotas evita que al unirse entre 

ella se forme una capa delgada que al romperse forme una de mayor tamaño que con el tiempo provoca la 

separación de fases, que es conocido como coalescencia (Alvarado et al., 2019) que obedece a la 

ecuación. 

 

 

(6) 

Donde: el radio promedio de las gotas (r) después del tiempo (t), es el radio promedio (r) en tiempo cero 

(t0) y la frecuencia de la ruptura por unidad de superficie ( ). 

Concentración micelar crítica (CMC). La concentración mínima del tensoactivo para iniciar la 

formación de micelas en la FE y que sirve para garantizar un reservorio de la FS es conocida como 



 
 

 
   
 

18 

concentración micelar crítica (CMC). La CMC permite determinar la densidad total de moléculas del 

tensoactivo ( s) para calcular la concentración molar del tensoactivo requerida para depositarse sobre las 

gotas de la FI y formar la If (líquida-líquida) de la FE con las gotas FI. Para realizar esta estimación sobre 

la concentración molar del tensoactivo que permitirá obtener una capa monomolecular en la If  se tiene que 

hacer los siguientes considerandos: 1) la concentración global de monómeros en la fase continua es 

independiente de la concentración del tensoactivo; 2) la s se considera fijo; 3) la concentración en 

eq ilibrio es s  1 mol c la (20 Å2) y 4) las partículas son esféricas con una densidad total de moléculas 

( i) por unidad de volumen de interface de la gota ( ). De esta manera se puede obtener el número de 

moléculas y la concentración molar de un tensoactivo que se requiere para cubrir las partículas de una NE. 

Por ejemplo, para determinar la concentración molar de dodecil sulfato de sodio con una CMC de 8 mM, 

que se requiere para obtener la densidad total de moléculas de tensoactivo para cubrir partículas de 50 nm, 

con n =0.1 ob eniendo i  1022 moléculas cm3 que equivale a 20 mM de dodecil sulfato de sodio. 

Aunque hay un exceso de 18 mM de tensoactivo para rellenar la interfaz de todas las partículas, se 

considera esta cantidad como un depósito o reservorio de tensoactivo que existirá en la FE para que pueda 

recubrir todas las partículas que se formaron, aunque se considera que pueden permanecer a densidades 

superficiales menores que las correspondientes al equilibrio (Mason et al., 2007). 

Viscosidad. Las propiedades de las emulsiones de aceite en agua están influenciadas por la reología de la 

fase acuosa (fase continua) y la reología de las interfaces aceite-agua (Kamkar et al., 2020). La 

importancia de la disminución de la viscosidad de la FI consiste en favorecer la ruptura del fluido, 

aumentando el número de partículas de menor tamaño y con ello el área de superficie (Arregui de la Cruz 

et al., 2017; Behrend et al., 2000). Sin embargo, cuando la viscosidad de la FI aumenta se favorece la 

formación de partículas grandes que provocan inestabilidades en el sistema. La adición de modificadores 

de viscosidad a la FE o continua contribuye a la reducción de tamaño de la fase discontinua o FI, sin 

embargo, la relación de FI/FE entre viscosidad dispersa/viscosidad continua ( d/ c) se puede alterar para 

maximizar la ruptura de las gotas, para producir nanoemulsiones más pequeñas es necesario aumentar C y 

mantiene fija la d. También altas concentraciones de FS en la FE se reduce la tensión superficial 

favoreciendo la estabilidad de la FI (Fryd a Mason 2012). De manera similar se puede disminuir el tamaño 

de la FI mediante la aplicación de un esfuerzo cortante cercano o mayor a la presión de Laplace para 

estirar y romper la FI a gotas pequeñas, esto se describe en la relación fundamental de Taylor:  = c    

que relaciona el esfuerzo cortante con tensiones viscosas ( ) mayores e incrementando la velocidad de 

cizallamiento (   ) y c es la viscosidad de la fase líquida continua (Mason et al., 2007). 
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Propiedades fisicoquímicas de la fase tensoactivo  

La función principal de la FS es facilitar la ruptura de la FI y recubrir las gotas recién formadas para evitar 

la fusión entre ellas y estabilizar el sistema, ya sea por reducción de la tensión superficial o por 

impedimento estérico, mediante la incorporación de un polímero con un alto peso molecular en 

peso/número (PMw/PMn) cuya proporción es conocida como índice de polidispersidad (IPD) del 

surfactante, que aumenta la viscosidad debido al incremento del peso molecular en viscosidad (PMv) a 

diferencia de los polímeros más pequeños que permite conocer la orientación espacial del número teórico 

de moléculas del tensoactivo necesario para cubrir eficientemente las partículas de la FI y poder reducir la 

tensión superficial a concentraciones menores del límite de CMC en la fase continua además se debe 

considerar la energía aplicada mediante la velocidad de rotación del agitador (Di Scipio et al., 2008).  

Los tensoactivos actúan sobre las sustancias insolubles confiriéndole cierto grado de solubilidad, cuando 

se encuentran en una fase determinada con alguno de los tensoactivos iónicos (catiónicos y aniónicos) con 

carga eléctrica neta o con tensoactivos no iónicos, sin carga eléctrica, a determinadas concentraciones y 

condiciones de temperatura de fabricación. De estos últimos, por ejemplo, los derivados de polioxietileno 

(POE) como el PS80 presentan una solubilidad inversa con el aumento de la temperatura, por lo que 

cuentan con un punto de enturbiamiento o de n be  por precipitación (cloud point) a 65°C. Esto se debe 

a las interacciones entre los enlaces de hidrógeno con el agua y las unidades de POE, que al aumentar su 

longitud de la cadena hidrofóbica se reduce la tensión superficial y la efectividad del tensoactivo con una 

nula contribución electrostática, pero con efecto estérico provocando el decremento de la energía libre de 

Gibbs del sistema con la formación de micelas. Manteniendo una relación directa entre la CMC y la 

concentración dependiente de la pureza del tensoactivo (Miers 2020). Con base a esta propiedad se debe 

considerar como un factor extrínseco importante a controlar en la temperatura de emulsión para obtener 

NEO/W y evitar una inversión de fase NEW/O por un cambio de solubilidad del tensoactivo en el desarrollo 

de la metodología de la tesis. 

Propiedades fisicoquímicas de la interfase (If) 

La If es una región heterogénea difusa que actúa como una frontera que separa las fases de un sistema, 

cuyas características son proporcionadas por la estructura química, la orientación espacial y la 

concentración del sistema tensoactivo. 

La If permite disminuir la tensión interfacial, propiciando la modificación en la curvatura y la fluidez de la 

película interfacial (Rao y Shao 2008). Además, las moléculas de los tensoactivos experimentan menos 

interacciones entre ellas, por lo que se requiere de energía para llevar una molécula de la disolución a la If. 

Donde la termodinámica de la If está relacionada con la energía libre, G, la cual es necesaria para crear 
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una unidad de superficie que se denomina energía libre superficial y se define en términos de energía libre 

de Gibbs: 

G = A (7) 

Donde la energía libre superficial ( G) es igual a la tensión superficial de un líquido ( ) y que se puede 

expresar como energía por unidad de área (A) en unidades de J/m2  o por fuerza por unidad de distancia. 

N/m. 

La estructura química del tensoactivo y cotensoactivo le confieren la propiedad de reducir la tensión 

interfacial, disminuyendo la resistencia del aceite a la ruptura, sin permitir que las gotas formadas se 

restablezcan nuevamente, evitando así la coalescencia, vía el efecto Gibbs-Marangoni. 

Las propiedades de interfase son el resultado de la interacción del emulsificante con la FI y FE del 

sistema, que depende de las características intrínsecas de la FS, tales como: la densidad molecular, la 

orientación, la densidad de carga, la tensión de presión y la densidad electrónica; que son determinadas 

por las características extrínsecas de la química de los tensoactivos, las variaciones de solubilidad y 

coeficientes de partición de los componentes del sistema (Wulff et al., 2009), ver en la figura 1. Todas las 

moléculas comprendidas por debajo del plano h1 tienen el mismo entorno formando parte de , así mismo, 

arriba de h2 forman parte de , sin embargo, las moléculas de la interfase h1h2 tienen un entorno molecular 

distinto, por ejemplo, gotas de tamaño 100 Å (10 nm) tendrán, una fricción de materia superficial de 0.271 

que equivale a 27.1 %  

                                                                                                                               

a)      

 

b)  

Figura 1. Interfaz FW-FO. a) Ecuación para determinar la densidad de moléculas del tensoactivo y b) 
Formación de interfaz (If) entre la fase acuosa (FW), la fase oleosa (FO) y el espesor de la interfaz (h). 
 

El mecanismo de acción de los emulsificantes, está basado en su estructura química, por lo que se 

clasifican como: i) los emulsificantes tipo tensoactivos reducen la tensión superficial, facilitando la 

ruptura de una de las fases que se transforma en la fase discontinua, ii) los emulsificantes por 

impedimento estérico que forman una barrera entre partículas, de los cuales se subdividen en: 

emulsificantes no poliméricos que proporcionan información del peso molecular en peso y los del tipo 
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polimérico que están más relacionados con el peso molecular en número. Estos últimos proporcionan 

conocimiento del número de cadenas poliméricas que se distribuyen en una serie de intervalos por 

tamaños, proporcionando la información que facilitará el conocimiento del número de moléculas de 

tensoactivo que cubrirá cada glóbulo de la fase interna de una emulsión, evitando estar en el límite de 

CMC (Davis et al., 2011) y al reducir la tensión superficial en concentraciones menores a la CMC, el 

sentido de la emulsión requerida de W/O se invierte a O/W, debido a modificaciones de su solubilidad en 

la fase continua (Di Scipio et al., 2008). 

Las variaciones de la solubilidad de los componentes pueden modificar el sentido de la emulsión, según la 

regla de Bancroft, la cual indica que el tipo de emulsión se da en función de la solubilidad del 

emulsificante en la FE. Así que, cuando el emulsificante tiene mayor hidroafinidad a una FE acuosa se 

favorecerá la obtención de NEO/W y con mayor lipoafinidad a una FE oleosa se obtendrán NEW/O (Sajjadi 

et al., 2006b). 

El coeficiente de partición del emulsificante entre las fases proporciona información de la afinidad entre 

las fases de la emulsión, el cual depende de su naturaleza química, cantidad y solubilidad en el sistema, 

determinando finalmente el sentido de la emulsión. 

La concentración de los componentes es factor importante para la formación de la If W/O de una emulsión, 

en especial la concentración del tensoactivo es determinante para estabilizar la fase oleosa y la fase acuosa 

de una formulación determinada. Cuando se utilizan sistemas pobres en tensoactivos, la emulsificación 

dependerá de la concentración inicial del tensoactivo. No así al utilizar sistemas ricos en tensoactivos, la 

emulsión no dependerá de su concentración, si no de la tensión interfacial y de la densidad de su potencia. 

Por tal motivo, en la obtención de nanoemulsiones se requiere de concentraciones bajas de tensoactivos, 

siendo el ejemplo de sistemas no dependientes de la concentración de tensoactivo. 

La adsorción del emulsificante en la If W/O es un fenómeno de superficie exotérmico permitiendo que un 

ion o molécula quede retenido en la superficie de un material o sistema. El mecanismo de adsorción del 

emulsificante explica cómo el emulsificante cubre eficientemente, de manera rápida y completa, la mayor 

área de superficie interfacial de las gotas recién formadas y de las que se seguirán formando en el proceso 

continuo de emulsificación. Permaneciendo el mayor tiempo posible en dicha zona, evitando la fusión 

entre ellas y favoreciendo la estabilización del sistema monodisperso. La velocidad de adsorción del 

tensoactivo en las gotas de la fase interna se forma durante el proceso de emulsificación y depende de la 

eficacia de cobertura de las gotas en un menor tiempo. 

El sistema emulsificante debe contar con alguna de las siguientes características: alta velocidad de 

adsorción interfacial, para cubrir las nuevas gotas, selección adecuada del tensoactivo dependiendo del 

tiempo de permanencia en la zona de dispersión, antes que la emulsión salga de la zona de dispersión 

(Arancibia et al., 2016). 
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La naturaleza iónica de los tensoactivos puede disminuir la estabilidad de una emulsión, cuando a una 

formulación se le adiciona un aditivo de baja protección electrostática, que aumenta las fuerzas de 

atracción, debido a que la carga eléctrica es dependiente de la concentración de la valencia iónica de 

electrolitos adicionados a la solución. También se aumenta la estabilidad al adicionar un tensoactivo que 

incremente la carga electrostática y las fuerzas de repulsión (Guerra-Rosas et al., 2016). 

En resumen, se puede decir que el sistema emulsificante debe cumplir con las siguientes características 

para poder seleccionarlo en el desarrollo de nanoemulsiones: i) una velocidad de adsorción interfacial alta 

para cubrir las nuevas gotas; ii) un mayor tiempo de permanencia en la zona de dispersión; iii) una 

ocupación rápida de las interfases recientemente formadas, antes de que la emulsión salga de la zona de 

dispersión, y iv) un aumento en la energía termodinámica mínima necesaria para la reducción de 

partículas, controlando la temperatura crítica del emulsificante y evitando así el aumento en la temperatura 

que puede reducir la viscosidad de la emulsión, la tensión interfacial y la presión de Laplace. Por lo cual, 

se recomienda enfriar la muestra cuando se utilizan equipos (como un ultrasonicador) que proporcionan 

calor al sistema (Grigorief et al., 2009; Sonneville-Aubrum et al., 2004). 

Propiedades fisicoquímicas de la fase externa 

La selección de la FE depende de las características fisicoquímicas del sistema emulsificante, del grado de 

solubilidad del tensoactivo, del sentido de la emulsión y del tipo de emulsión O/W o W/O que se requiera 

obtener. De manera complementaria, la solubilidad del fármaco o activo en la FI así como el resto de los 

componentes que se disolverán de acuerdo con la afinidad con el agua o el aceite (Sajjadi, 2006a). 

La FE es la que va en mayor proporción que la FI que proporciona una apariencia translúcida 

característica a las nanoemulsiones. La FE tiene una viscosidad baja para las NE fluidas (Mason et al., 

2006) y una estabilidad cinética alta (Leong et al., 2009; Shakeel et al., 2008b y Shafiq et al., 2007b), lo 

que permite que la NE puedan ser diluidas con la FE y que esto no afecte la FI o sea el tamaño 

nanométrico de partículas, que nos son afectadas por la fuerza de gravedad. Estudio realizado a 

nanofluidos acuosos se le adicionaron nanopartículas y polímeros para incrementar la viscoelasticidad en 

la FE sin afectar la interfacial disminuyendo la estabilidad de la emulsión (Kamkar et al., 2020). 

Termodinámica de las emulsiones  

Desde el punto de vista termodinámico las nanoemulsiones se consideran no estables, debido que es un 

sistema polifásico formado de gotas nanométricas dispersadas en una FE, que tienen una energía libre de 

Gibbs de formación ( Gf) mayor que cero a diferencia de cada uno de sus componentes, por lo que sigue 

una tendencia a la separación espontánea. Dicha inestabilidad termodinámica es el resultado de la energía 

asociada a que tiene una gran área interfacial (A) de las gotas de la FI, la cual esta dada por, ( A) que es la 
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superficie total de las gotas y ( ) es la tensión interfacial entre las FI y FE. La energía libre contiene otro 

término conocido como la entropía de formación ( Sf) asociada con la de las gotas formadas a partir de 

los constituyentes de dichas fases, como se describe en la ecuación 8. 

Gf = A - T Sf  (8) 

A diferencia de la nanoemulsiones, la estabilidad termodinámica de las microemulsiones permite entender 

la entalpía de una solución, la cual está dada por la variación de la solubilidad (en fracción molar o Xo) de 

la fase oleosa, como una función del recíproco de la temperatura (1/T). Posteriormente de graficar el ln Xo 

contra el 1/T se obtendrá la entalpía de la solución ( Hs) y finalmente la entropía de la solución ( Ss), la 

cual relaciona la energía libre de disolución del estado acuoso ( Gs) aumenta cuando los alcanos tienen 12 

carbonos, pero disminuye con un número mayor (Taylor 2003). 

La termodinámica explica la adsorción del tensoactivo en la interfaz y permite conocer el comportamiento 

de sus moléculas disueltas que presentan menor interacción entre ellas, para dirigirlas a la interfaz donde 

se requiere energía. Dicho fenómeno de superficie exotérmico permite que un ion o molécula quede 

retenido en la superficie de un material. 

Cuando el coeficiente de difusión (CD) es mayor que cero: CD > 0 el aceite formará una película delgada 

en la superficie del agua y se difundirá creando partículas en la fase acuosa, pero cuando CD es menor que 

cero: CD < 0 no se forma una película y se producirá una gota en la superficie del agua que no se puede 

difundir: 

CD = W - OW - O. (9) 

Clasificación de los sistemas dispersos heterogéneos. Los sistemas dispersos son sistemas 

heterogéneos, en general, por su composición, son sistemas físicos inestables termodinámicamente; 

pudiendo lograr su estabilización termodinámica y/o cinética. Se pueden clasificar en sistemas del tipo I 

que son termodinámicamente estables y del tipo II que son cinéticamente estables, que se diferencian en la 

composición y concentración de la FS, así como del tipo de energía de activación que se requiere aplicar 

para obtener un sistema homogéneo entre la FO-FS-FW. 

La formación de sistemas dispersos convencionales y NE van de la fase I (gotas mayores) a la fase II 

(gotas pequeñas) estabilizadas por la FS creando una barrera energética entre las gotitas de la FI recién 

formadas evitando la transformación del tipo II al tipo I en presencia de las barreras de energía anteriores, 

el sistema se vuelve cinéticamente estable o termodinámicamente inestable, siendo este fenómeno 

conocido para las NE como desagregación o reducción de tamaño de partículas mayores a menores o sea 

de afuera hacia adentro y para la microemulsiones de agregación o crecimiento de las mismas de adentro 

hacia afuera. No obstante que algunos autores enfatizan que la diferencia fisicoquímica fundamental entre 

las microemulsiones y las nanoemulsiones es exclusivamente por estabilidad termodinámica y cinética 

(Tadros et al., 2006), las microemulsiones son espontáneas con una cantidad mayor de tensoactivo que 
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requieren de mínima energía externa de formación y las nanoemulsiones que se obtiene con cantidades 

mínimas de tensoactivos y por métodos de energía alta, ya sea: mecánicos (por cizallamiento) o cavitación 

(Meleson et al., 2004), para romper la fase interna en partículas pequeñas (Solè et al 2006 y Shakeel et al., 

2008b). 

La estabilidad de las nanoemulsiones puede determinarse mediante estudios del análisis físico del tamaño 

de partícula, así como el potencial electrocinético (Potencial Zeta), posterior al periodo de 

almacenamiento con la variaciones de temperatura ambiente y tiempo (Alvarado et al., 2019) y por 

calorimetría diferencial de barrido (DSC) para estudiar el comportamiento térmico asociados a cambios de 

energía interna de las NE por cambios estructurales o de asociación o migración molecular de los 

componentes en las fases en dispersión (Kishore et al., 2011). 

Desarrollo de nanosistemas de transporte (NST) 

La etapa de preformulación proporciona una valiosa información para desarrollar NE estables como NST, 

a partir del conocimiento de las propiedades fisicoquímicas individuales de los potenciales componentes 

de la formulación y su influencia en sus procesos de dispersión o de mezcla, para observar su efecto en 

parámetros como la viscosidad, la solubilidad, fuerza iónica, tensión interfacial y el pH de dispersión. 

Las condiciones para obtener nanoemulsiones son el resultado del equilibrio entre la ruptura de las gotas y 

la coalescencia. El mecanismo de emulsificación es el equilibrio de dos etapas: i) la disgregación, que 

consiste en la deformación de la FI, dando como consecuencia un incremento del área de superficie y ii) la 

formación de la If (FI-FE), así como la estabilización de la nueva interfase por la FS, que previene la 

coalescencia de las gotas recién formadas de FI (Jafari et al., 2008). El proceso de emulsificación se puede 

resumir en la siguiente fórmula: 

Disgregación (FI)  Estabilización (If)  Emulsificación (FE) (10) 
 

Las NE son dispersiones líquidas insolubles entre sí que al ser estabilizadas por la FS proporcionan una 

apariencia macroscópica de color rojo-azul característico que está en función de los tamaños de partículas 

nanométricos en el sistema, tal como, fue explicado anteriormente. El diseño de las NE permite 

seleccionar los componentes, con base a sus factores intrínsecos, para obtener la barrera de energía 

necesaria para estabilizar el sistema a las concentraciones y las características fisicoquímicas deseadas 

durante períodos prolongados de almacenamiento antes de su eventual uso. Esto también evita la 

maduración de Ostwald (Wooster et al., 2008) reduciendo la solubilidad de la fase oleosa (FO), en la fase 

acuosa (FW) o viceversa para promover la estabilidad del sistema (Jasmina et al., 2017). Tanto la FS como 

la FI, deben tener una adecuada viscosidad y densidad (Mao et al., 2009) para disminuir la tensión 

superficial y favorecer la ruptura evitando la fusión de nuevas gotitas de FI formadas durante la agitación. 

En este punto, las fuerzas de repulsión se vuelven más elevadas, conjuntamente se reducen los tamaños de 



 
 

 
   
 

25 

partícula, lo que permite la inclusión de más restos FS libre que se encuentra en la FE. Además, los 

factores extrínsecos (Fext) son todos los mecanismos externos que afectan la fabricación de las NE, tales 

como: el proceso de reducción de tamaño en la mezcla de FI (Yuan et al., 2008), la agitación (Alvarado et 

al., 2019), el orden de adición de componentes (Spinelli et al., 2010 y Sajjadi 2006ª), permanencia de la 

gota de la FI en la dispersión (Jafari et al., 2008), relación tipo de agitación/energía de corte (Kentish et 

al., 2008) y la velocidad de enfriamiento, que reduce la posibilidad de fusión de partículas (Schalbart et 

al., 2010). 

Para este trabajo, la FO seleccionada para el desarrollo de las NE es el ácido oleico (AO), que tiene un 

doble enlace central en la configuración cis y una cadena con 18 carbonos. Además, debido a sus 

propiedades estructurales a temperatura ambiente que le proporcionan una fluidez muy alta, generando 

durante la ruptura gotas líquidas que funcionarían como núcleos en nanosistemas. 

El PS80 es la FS seleccionada para el desarrollo de la NE en el presente trabajo por la similitud estructural 

al AO ya que es un derivado de la etoxilación del sorbitano y de una posterior monoesterificación del AO, 

debido a dicha estructura permite que el AO sea el principal componente del éster del ácido graso del 

PS80, favoreciendo la formación de una monocapa más extendida que cubre más eficiente la FO y 

estabiliza la If para lograr la estabilización de la NE (Fainerman y Miller 2001). Además, el PS80 se utiliza 

en las terapias de cáncer como agente de transferencia de fase para permitir que sustancias antitumorales 

activas atraviesen las membranas celulares sanas con poros menores de 4 nm (LIM et al., 2012) y sistemas 

neopl sicos al amen e asc lari ados con poros en re 200 nm  1.2 m (Romero-Morelos et al., 2011 y 

Tsujino et al., 1999). Otros estudios termodinámicos sustentan que el uso del PS80 como agente 

estabilizante no afecta el enlace con las inmunoglobulinas en las terapias de proteínas, evitando su 

adsorción y formación de agregados de proteínas que son potencialmente inmunógenos (Garidel et al., 

2008). 

La importancia de la selección de FO, FS y FW para el desarrollo de NE comparando con otros sistemas de 

transporte convencionales permite optimizar las ventajas que ofrecen estos NST in vivo debido a que con 

estas nanoestructuras el fármaco supera las barreras y defensas biológicas en el organismo por su tamaño 

y solubilidad  o dispersión coloidal en fluidos biológicos (Sonneville-Aubrum et al., 2004). Además, 

evita de esta manera: la fagocitosis en el hígado (Graves y Mason 2008); reacciones alérgicas cuando se 

obtienen NE altamente hidrofóbicos (Bawarski et al., 2008) y una alta carga superficial; todo esto, 

favorece la permeabilidad de los vasos sanguíneos y facilita el transporte a través de las membranas 

celulares. Por lo que, la investigación de la NE como sistemas activos de transporte de fármacos en el 

cáncer y los principios subyacentes se ha incrementado, a causa de la optimización de los efectos 

farmacológicos, tales como: selectividad para los tejidos diana; aumento en la biodisponibilidad; 

disminución de los efectos secundarios de los componentes activos; dosis reducidas; los efectos 
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farmacológicos incrementados; y la posibilidad de reducir la toxicidad de los componentes mediante 

nanoestructuración (Opzpolat et al., 2003). Todo esto permite que las NE puedan formularse de manera 

que sus componentes estén en porciento peso/peso (%w/w), porciento peso/volumen, (%w/v) y porciento 

mol (%M), sin embargo, las primeras son las que comúnmente se utilizan, con diferentes proporciones de 

FO, aceites y excipientes liposolubles. Donde la FS está compuesta por emulsificantes, tensoactivos y 

finalmente la FW, se encuentra constituida por excipientes hidrofílicos y agua que se ajusta para conseguir 

el 100 porciento en peso de la formulación. 

Métodos de fabricación de nanoemulsiones 

Para obtener NE reproducibles se deben determinar los factores intrínsecos de la formulación (FIF) o 

variables de composición, así como, los factores extrínsecos del proceso (FEP) que son las variables 

externas por controlar durante la fabricación (Solè et al., 2008) y que interactuan entre sí de manera 

complementaria (Sajjadi 2006a). Los FIF se refieren a las concentraciones (Azeem et al., 2009) y a la 

naturaleza química de cada uno de los componentes que deben ser estudiadas de manera individual y en 

conjunto para obtener una formulación estable (Bullon et al., 2007), encontrándose entre ellos: el pH, la 

polaridad que proporciona la hidrosolubilidad, la apolaridad relacionada con el grado de liposolubilidad, la 

afinidad eléctrica, la influencia de los electrolitos (Moreira et al., 2006) y la velocidad de adsorción que 

dan como resultado las posibles interacciones químicas entre sí (Bullon et al., 2007; Mao et al., 2009). 

El desarrollo de una nanoemulsión estable requiere de criterios de selección de los componentes con base 

a los FIF siguientes: i) alta solubilidad del fármaco en la FI; ii) insolubilidad entre la FI y FE, la cual está 

relacionada por el grado de lipofilicidad dada por el peso molecular, la estructura química y su longitud de 

cadena; y iii) una relación tensoactivo-cotensoactivo del sistema (Azeem et al., 2009), donde el 

tensoactivo no forma fases en la emulsión y exista un balance del tensoactivo para formar reservorios de 

agregados micelares en la FE (Mason et al., 2006). 

En cuanto a los factores extrínsecos del proceso (FEP) que pueden ser por modificaciones en la fabricación 

para obtener NE éstos deben controlar: i) las fuerzas de ruptura de las partículas utilizando los 

mecanismos de reducción de gota de la FI por sí solos o en conjunto ya sea con agitadores magnéticos 

(Mason et al., 2006), homogeneizadores tipo rotor estator, ultrasonicadores o sistemas de alta presión 

(Spinelli et al., 2010 y Yuan et al., 2008); ii) el orden de la adición de los componentes en el desarrollo de 

la formulación (Jafari et al., 2008; Sajjadi et al., 2006a); iii) el tiempo de permanencia de la gota en la 

zona de dispersión (Jafari et al., 2008); iv) el tiempo de agitación, el tipo y la geometría del agitador 

empleado (Salager et al., 2001 y Sajjadi et al., 2006a); y  v) la temperatura durante el proceso de 

fabricación. 
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Reducción de tamaño de partícula de FI. La teoría de la reducción de partículas de la FI se basa en 

las variaciones de la formulación y metodológicas de fabricación que permiten su ruptura, debida al bajo o 

alto esfuerzo cortante en la agitación, utilizando baja energía (Shakeel et al., 2008a y Solè et al., 2006) y/o 

alta energía, respectivamente (Yuan et al., 2008; Leong et al., 2009; Solans et al., 2005). 

Los métodos de baja energía se clasifican según los factores intrínsecos de sus componentes, tales como: 

el tipo de tensoactivo (iónico, no iónico) obtenidos in situ o adicionados externamente; la solubilidad de 

los componentes en las fases y la temperatura de emulsificación dependiente del estado físico (solido, 

líquido) para estabilizar el sistema. 

1.-Tipo de tensoactivo. La fase de tensoactivo sintetizada in situ (Maestro et al., 2008 y Solè et al., 2006) 

o adicionada externamente sufren cambios en su curvatura de manera natural durante el proceso de 

emulsificación para formar NE con alta estabilidad cinética (Bullon et al., 2007 y Villareal et al., 2004). 

Debido que la tensión interfacial tiende a reducir el área superficial y, por lo tanto, el volumen de la gota 

(Alymov et al., 1999), dicha diferencia de presión permite que el equilibrio se alcance cuando se 

compensan ambas tendencias descritas en la ecuación 1 (Wooster et al., 2008), formando partículas entre 

10 y 100 atm que tienen una presión interna mayor que en el exterior, y favorecen una superficie esférica 

(Graves et al., 2005 y Solans et al., 2005). 

2.- Solubilidad de los componentes. El HLB del sistema es dado por valor numérico del HLB que indica la 

afinidad de la FS no iónica por las otras fases para favorecer la estabilidad (Forgiarini et al., 2009; Bullon 

et al., 2007 y Villareal et al., 2004) con valores de HLDN, que deben ajustarse en el rango de 10-20 

unidades con un valor negativo o valor positivo para obtener emulsiones de alta estabilidad (Salager et al., 

2020). 

3.- Temperatura de emulsificación. Los excipientes sólidos deben estar en estado líquido para estabilizar 

NE, por lo que, modificaciones en la temperatura favorecen la inversión de fase por cambios de estado 

físico, por consiguiente, se debe establecer y mantener constante la temperatura de emulsificación del 

sistema (López y Lezama 2019; Gutiérrez et al., 2008 y Maestro et al., 2008), de igual manera, puede 

ocurrir inversión de fase por cambios composición variando en orden de adición de la FS en las fases 

(Forgiarini et al., 2001). 

Los métodos de alta energía que forman partículas esféricas nanométricas introducen energía de cizalla 

elevada al sistema, permitiendo la ruptura de gotas grandes debido a que éstas bajo determinada condición 

o variables de proceso, puede ser alcanzada de acuerdo con el principio de operación del equipo utilizado 

(ultrahomogeneizador, sonicador u otro), por lo que, al no poder absorber más energía se rompen en gotas 

mas pequeñas. La emulsificación inicia cuando dichas partículas de la FI son recubiertas por el 

emulsificante y/o la FS a su determinada CMC, dependiendo de la afinidad química de la fase se podrá 

favorecer o modificar el sentido de la emulsión y la estabilidad del sistema. 
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Caracterización de las nanoemulsiones 

Las técnicas de caracterización de las nanoemulsiones se basan en la evaluación de las estructuras 

moleculares específicas de componentes, de manera directa e indirecta de sus propiedades fisicoquímicas 

que permitirán determinar la estabilidad del sistema, el primero determinando el crecimiento de las gotas 

de la FI y el segundo evaluando los cambios de termodinámicos de la NE. 

Las NE se caracterizan por su estabilidad cuando mantiene el tamaño de partícula nanométrico y 

homogéneo por un periodo de tiempo prolongado, por tal motivo, las variaciones de luz a ciertas 

longitudes de onda y temperatura son las técnicas para determinar los cambios en el tamaño de partícula 

que se reflejan en la estabilidad. Los métodos ópticos cuantifican de manera indirecta la absorción, 

transmisión, dispersión y refracción de la luz sobre las partículas nanométricas, las cuales dan la 

apariencia translúcida característica que se puede observar a simple vista (Mason et al., 2006). Las NE 

también se caracterizan con métodos espectroscópicos (Celis et al., 2008a y Graves, et al 2008), tales 

como: el dispersor dinámico de luz (DLS, siglas en inglés de Dynamic light scattering) (Ashizawa 2019; 

Anton et al., 2007; Borgstahl 2007; Sriveatrava et al., 2006 y You et al., 2006); dispersión de luz 

cuasielástica (Borgstahl 2007; You et al., 2006 y Shakeel et al., 2008b); y espectroscopía acústica que se 

basa en la determinación del volumen de distribución de las partículas. Finalmente, la microscopía 

electrónica de transmisión de luz que es una herramienta adecuada para caracterizar las nanoemulsiones 

(Arredondo-Ochoa et al., 2017; Klang et al., 2012; Kawada et al., 2009; Ganta y Amiji 2009), mientras 

que el comportamiento térmico de las nanoemulsiones se determina empleando métodos calorimétricos 

(Azeem 2009). 

Estudios de estabilidad por método dispersión dinámica de luz 

La técnica de dispersión dinámica de la luz (DLS) es conocida como espectroscopía de correlación de 

fotones o de dispersión de luz cuasi elástica que mediante una correlación digital mide las fluctuaciones de 

la intensidad de la luz y su correlación con respecto al tiempo, dichas fluctuaciones son debidas al 

movimiento browniano de partículas. El DLS permite determinar el diámetro medio de las partículas y la 

distribución del diámetro de las partículas dispersas en el líquido (Ashizawa 2019). Dicha intensidad está 

correlacionada en varios puntos de tiempo, al principio las intensidades para las partículas pequeñas 

dispersas son similares y se difunden más rápido que las partículas mayores y la correlación de fotones se 

pierde más rápidamente y a medida que las partículas grandes se difunden más lentamente, la similitud de 

intensidades persiste por mayor tiempo y la correlación de fotones tarda más tiempo en decaer (Carvahlo 

et al., 2018). 
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Estudios de estabilidad por método calorimétrico (DSC) 

Los análisis térmicos comprenden varias técnicas analíticas instrumentales utilizadas para medir o 

determinar propiedades de una sustancia o de mezclas, asociadas a cambios físicos o químicos en función 

de la temperatura o del tiempo. Permiten también el estudio de la evolución de las propiedades de un 

compuesto, una muestra o sistema cuando es sometida a un calentamiento a diferentes temperaturas. 

La calorimetría es la medida cuantitativa del calor, que mide la transferencia de energía de un sistema a 

otro causada por diferencias de temperatura. Aplicaciones de calorimetría incluyen mediciones de los 

calores específicos de sólidos y líquidos, los calores de vaporización y combustión, y la tasa de generación 

de calor (potencia). 

La calorimetría de barrido diferencial (DSC, siglas en inglés Differential Scanning Calorimetry) es una 

técnica que permite predecir la estabilidad de los nanosistemas a través de su comportamiento térmico de 

las nanoemulsiones (Azeem 2009), dichos cambios térmicos dependen de las propiedades físicas y 

químicas de los componentes, del tipo de tensoactivo, cantidad y proporciones de componentes en la 

formulación, solubilidad en las fases y metodología de preparación, tal como: el orden de adición, la 

temperatura de emulsificación y de enfriamiento (Schalbart et al., 2010), así como los efectos de las 

condiciones de almacenamiento (Kishore et al., 2011). 

En el presente trabajo se utiliza DSC para determinar la estabilidad del sistema, por lo que es importante 

poder caracterizar las NE para poder diferenciarlas entre las microemulsiones, debido que estas últimas 

tienen una estabilidad diferente, con agregaciones esféricas termodinámicamente favorecidas, G(-) y 

H(-), es decir, son espontáneas y exotérmicas en su preparación. Las NE son dispersiones heterogéneas 

de dos o más fases, obteniendo dispersiones termodinámicamente desfavorecidas, G(+) y H(+), es 

decir, no espontáneas y endotérmicas en su preparación, por tal motivo, se pueden utilizar modelos 

termodinámicos basados en la ecuación de Gibbs-Thomson para poder caracterizarlas. Estudios han 

demostrado que la vehiculización de las partículas nanométricas en materiales nanoporosos forman 

películas poliméricas delgadas, que muestran cambios en la transición de primer orden de la temperatura 

de fusión o transición y temperatura vítrea durante el tiempo de almacenamiento (Alcoutlabi y Mc Kena, 

2005). Aunque solo existe similitud de tamaño nanométrico entre estos nanosistemas con las NE del 

trabajo, cabe resaltar que durante el almacenamiento existen cambios de estado, los cuales pueden ser 

evaluados mediante análisis térmico quedando demostrado que las técnicas calorimétricas sirven para 

determinar indirectamente la estabilidad de cualquier NST. La DSC proporciona información de la 

historia calorimétrica de NE, tal como se reportan en estudios comparativos entre NE y NLC, evaluando 

los parámetros de punto inicial, punto de fusión (equilibrio) y entalpía; además del índice de cristalinidad 

basado en las entalpías de fusión de la dispersión en NLC y estabilidad de la NE fue demostrada mediante 

DSC como una herramienta para estudiar el comportamiento de fusión y recristalización de material 
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cristalino como en la NE (Junyaprasert et al., 2009). La DSC es una herramienta importante para 

determinar la cristalización de nanopartículas mediante la determinación de su temperatura de fusión o en 

el caso de las NE por una insolubilidad de los componentes del sistema que se relaciona con la 

temperatura de enturbiamiento y el flujo del calor asociado con la transición del material como una 

función del tiempo y la temperatura (How et al., 2011). 

La caracterización de NEO/W por DSC (Sonoda et al., 2006) y las NEW/O se realizan mediante 

conductividad térmica (Chiesa et al., 2008), debido que las propiedades de los materiales como el agua, el 

aceite y el aire que en su estado libre tienen una baja capacidad de transferencia de calor, limitados por su 

muy baja conductividad térmica, se modifican cuando se realizan dispersiones entre dichos materiales. 

Estudios sustentan que la disminución de la concentración de FW en la FI de las NEW/O determina 

directamente el tamaño de la gota. Por ejemplo, con un 12% en volumen de agua se obtienen partículas 

menores de 40 nm, con mayor conductividad, viscosidad y estabilidad, sin embargo, a medida que 

aumenta FW en la FI a más de 50% e incluso de 62%, se incrementa el riesgo de inversión de la emulsión 

(Chiesa et al., 2008). 

Estudio de anaquel para determinar la estabilidad 

El conocimiento de los mecanismos fisicoquímicos implicados en la desestabilización de los NST es 

fundamental para mantener la estabilidad en el desarrollo, fabricación, almacenamiento y hasta el uso del 

producto. Los estudios de estabilidad térmica relacionan los cambios fisicoquímicos que presenta el 

sistema con respecto al tiempo en un ambiente controlado de temperatura. Los equipos como DSC, DLS, 

ultracentrifugación entre los más usados para caracterizar las NE, permiten simular condiciones externas 

físicas modificando la temperatura y fuerzas físicas para evaluar los cambios del sistema a nivel micro que 

se evidencian en la apariencia a nivel macro durante el tiempo de estabilidad en anaquel. Dichos estudios 

de estabilidad se basan en los efectos por: a) cambios físicos de separación de fases, debido a la fuerza de 

gravedad mediante la ultracentrifugación (Mason et al., 2006 y Bali et al., 2010); b) temperatura a tiempo 

real mediante pruebas de anaquel a diferentes temperaturas (4, 25, 30, 40, 50 y 60°C) (Shakeel et al., 

2008b y NOM 073); c) conductividad térmica (Chiesa et al., 2008); d) el potencial zeta, como una medida 

de la carga de la partícula para determinar el índice de la estabilidad física de dichas partículas (Quaglia et 

al., 2006) y e) el sentido y tipo de emulsión O/W o W/O (Pérez-González et al., 2019). 

 

Principios activos en estudio: Retinoides 

Los retinoides naturales son derivados y análogos estructurales funcionales del retinol, los cuales actúan 

como metabolitos endógenos, que se obtienen a partir de la vitamina A. Los retinoides naturales como el 
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ácido retinoico all trans (ATRA) y sus isómeros: el ácido 9-cis retinoico y ácido 13-cis retinoico, se 

encuentran como metabolitos en el organismo. Por otro lado, existen retinoides sintéticos, como la 

hidroxifenil retinamida (4-HPR), que tiene una conformación restringida no modificable. Ambos tipos de 

retinoides (naturales y sintéticos) se pueden utilizar como un coadyuvante en la terapia oncogénica (Choi 

et al., 2008). 

La estructura química del ATRA puede dividirse en tres regiones como se observa en la Figura 2. La parte 

hidrofóbica, una parte polar (usualmente un ácido carboxílico, encargado de establecer un puente iónico 

con el sitio de unión a ligando del receptor) y una cadena poliénica central enlazante. 

 

Figura 2. Estructura química del ácido retinoico all trans (ATRA), con sus partes: hidrofóbica, 
hidrofílica y su cadena poliénica. 
 
 

 Determinación de actividad biológica del ATRA 

El ATRA ha demostrado tener una actividad citotóxica en células malignas de diferentes tipos de cáncer, 

por lo que se han estudiado in vitro con diferentes líneas celulares como: cáncer de mama MDA-MB-231 

y MCF-7; células que sobre expresan CD44, mediante la obtención de una NE con ATRA que fue cubierta 

con ácido hialurónico (AH) formando nanocápsulas de NE-ATRA-AH que presentó un IC50 12.5 M de 

ATRA comparativamente con un IC50 > 50 M del ATRA libre en ambas líneas celulares (Tinoco et al., 

2018) y nanopartículas de poli beta-amino éster (PBAE) incorporado con ATRA mediante método de 

desplazamiento de disolvente (Karimi et al., 2020). Así como en la clínica para el tratamiento de 

diferentes tipos de cáncer de riñón con liposomas encapsulados con ATRA iniciando con dosis de 140 

mg/m2/día, continuando con 90 mg/m2/día hasta disminuir a 15 mg/m2/día (Goldberg et al., 2002). 

Cáncer de pulmón de células no pequeñas (CPCNP) 

Estadísticas mundiales muestran que el cáncer de pulmón continúa siendo la primera causa de muerte por 

cáncer. En el 2018 se reportó que 2.1 millones de personas en el mundo padecieron este tipo de cáncer, 

representando el 14.5% y 8.4% de nuevos casos en hombres y mujeres, respectivamente (Ferlay et al., 

2018). El cáncer de pulmón presenta mayor frecuencia en hombres que en mujeres con 1.1 millones de 

casos (16.5% del total) y 516,000 casos (8.5% de todos los cánceres), respectivamente. En el inicio de la 
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década pasada se estimó que para 2022 serían 2.2 millones de personas con cáncer de pulmón (Granger et 

al., 2011) y se pronostica que se incrementar  de 14 millones de casos nuevos en 2012 a 22 millones en el 

año 2030 (Sánchez-Ríos et al., 2020). 

El cáncer de pulmón de células no pequeñas (CPCNP) incluye todos los tipos de cáncer epitelial de 

pulmón excepto el cáncer de pulmón de células pequeñas (CPCP). El tipo más común de CPCNP son el 

adenocarcinoma de células escamosas, el carcinoma de células grandes y el adenocarcinoma, dicho cáncer 

suele ser menos sensible a la quimioterapia y radioterapia en comparación al CPCP (Pérez et al., 2017). 

Tratamiento con ATRA contra el CPCNP 

Los retinoides naturales y sintéticos (Choi et al., 2008) son potentes reguladores de la expresión génica y 

el juegan un papel esencial en la modulación de la proliferación y diferenciación celular (Pino-Lagos et 

al., 2010), habiendo de ellos agentes anticancerígenos potenciales para inducir a las células tumorales a la 

diferenciación, inhibición de la proliferación o hasta la muerte celular por apoptosis, por lo cual se utilizan 

como una herramienta prometedora para la terapia en cáncer (Muñiz-Hernández et al., 2015). 

El uso del ácido retinoico all trans ha demostrado tener un efecto coadyuvante en tratamientos 

combinados con otros citotóxicos contra el CPCNP (Arrieta et al., 2010) y en leucemia promielocítica 

aguda (Richard 2003). Algunos estudios piloto y clínicos utilizan los retinoides naturales en diferentes 

fases y en diversas enfermedades neoplásicas, tales como, cáncer de próstata, mama, colon, cabeza y 

cuello, tiroides, riñón, piel, cérvix o pulmón (Jiménez-Lara et al., 2010). 

Entre los elementos de estudio más importantes a notar es que el presente trabajo de tesis se enfoca en la 

importancia de los retinoides naturales con aplicación en cáncer pulmonar, demostrado en tratamientos 

aplicados en tres ensayos clínicos con pacientes en etapas avanzadas que reportaron aumento en las tasas 

de respuesta a la quimioterapia y en sobrevida libre de enfermedad a un año (Sánchez-Ríos et al., 2020; 

Nandan 2006; Edelman et al., 2005). Sin embargo, una limitación importante para el uso del ATRA en el 

tratamiento antitumoral como otros anticancerígenos, se debe a que pueden ser poderosos teratógenos a 

dosis elevadas, por lo que pueden presentar importantes efectos secundarios por acumulación en tejido 

adiposo y en los sistemas: cutáneo, reproductor, visual, neurológico, músculo esquelético y hepático; 

motivo por el cual el tratamiento se debe restringir con dosis 150 mg/m2/día de ATRA combinado con 

interferón  (Arrieta et al., 2010). 

La toxicidad del ATRA se debe a la gran diversidad de receptores capaces de unir a esta molécula en 

diferentes tejidos, de hecho, el síndrome de ácido retinoico es el principal efecto colateral del tratamiento 

con ATRA en la leucemia promielocítica aguda, cuya incidencia es del 10 al 15% de los pacientes, con 

una mortalidad del 10% de los casos (Richard et al., 2003). 
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Las características fisicoquímicas del ATRA le proporcionan limitaciones de biodisponibilidad importante 

en la terapia con ATRA, tanto farmacocinéticas por su inestabilidad química que aumenta el tiempo al 

aclaramiento, así como farmacodinámicas (Goldberg et al., 2002), debido su afinidad al hígado y a tejido 

adiposo favorece la toxicidad por acumulación. Debido a la toxicidad asociada al ATRA se han buscado 

diferentes alternativas de síntesis de análogos que presentan especificidad de unión sólo a algunos 

receptores para inhibir la proliferación de células tumorales (Douguet et al., 2019). Sin embargo, 

actualmente, se han desarrollado una gran variedad de nanovehículos con ATRA, por lo que representa 

una alternativa de tratamiento para disminuir los efectos tóxicos de la terapia convencional (Marill et al., 

2003), por ejemplo: los nanosistemas liposomales inyectables con ATRA, que evitan que se acumule en el 

hígado, puede tener ventajas sobre la administración oral (Shimizu et al., 2003; Ozpolat et al., 2003; 

Goldberg et al., 2002). Otros nanovehículos que se han desarrollado son: a) las nanopartículas del tipo 

nanocápsulas (Karimi et al., 2020; Kumar et al., 2020), nanpartículas poliméricas biodegradables 

(Mendoza-Muñoz et al., 2007); b) los liposomas (Kawakami et al., 2006; Kawakami et al., 2005 y 

Shimizu et al., 2003), nanoacarreadores a base lípidos (Lim et al., 2004); c) micelas poliméricas (Shiraishi 

y Yokoyama 2013 y Kawakami et al., 2005); d) dendrímeros (Tekade et al., 2008); e) nanoencapsulados 

(Erdo ar  Bilenso ., 2018); f) nanoesferas (Jeong et al.,2004); g) nanosuspensiones (Zhang et al., 2006); 

h) nanogel (Lee et al., 2013); i) nanodiscos (Ryan et al 2008) y j) microemulsiones de fosfolípidos 

(Hwamg et al., 2004). 

Por su parte las NE que contienen PS80 han demostrado aumentar la permeabilidad celular y potencializar 

el efecto del fármaco utilizado en un estudio con células resistentes a dicha sustancia (Schwartzberg et al., 

2018), como sucede con el PS80 al estar con la doxorrubicina-PS80 que puede aumentar la citotoxicidad 

celular e inhibir la función de la P-glicoproteína. De manera semejante, las nanoesferas de 

polimetilmetacrilato-PS80 que redujeron el 51% de la viabilidad celular en células A549 de cáncer 

pulmonar sin presentar citotoxicidad cuando se adiciona 1% de PS80 libre (Yordanov et al., 2012). 

El presente estudio tuvo como objetivo nanovehiculizar el ATRA de una manera estable en una NE y para 

ello se debió seleccionar apropiadamente la proporción FO:FS:FW para desarrollar y caracterizar el NST 

que favorezca la compatibilidad, estabilidad durante el almacenamiento y su posible uso en la clínica. La 

NE desarrollada serviría como potencial vehículo de transporte biológico para otros agentes activos 

haciéndolos más seguros, estables, efectivos y reduciendo la toxicidad de los componentes de manera 

individual optimizando las terapias mediante la nanoestructuración de sistemas de transporte. 
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PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

¿Puede ser la nanoemulsión un NST que permita proteger la integridad de una especie química como el 

ATRA, para vehiculizarlo, manteniendo o inclusive incrementando su efecto biológico en líneas celulares 

de cáncer pulmonar, reduciendo así mismo su toxicidad? 

 

HIPÓTESIS 

La mezcla con alta energía, de ácido retinoico all trans (ATRA) y proporciones adecuadas de sólo tres 

aditivos: aceite/agua y un surfactante no iónico como el PS80, producirá una NE capaz de actuar como 

NST que protege la integridad química del activo, manteniendo su efecto biológico en líneas celulares de 

cáncer pulmonar. 

 

OBJETIVOS 

Objetivo General 

Desarrollar NE como nanosistemas de transporte para el tratamiento de cáncer pulmonar con ATRA, 

empleando componentes simples que permitan cuando menos igualar el efecto del ATRA no 

nanoestructurado. 

Objetivos Particulares 

 Realizar estudios de preformulación del ATRA con diferentes aceites, surfactantes y agua para 

determinar su afinidad química. 

 Desarrollar formulaciones de nanosistemas con aceites, surfactantes y agua a diferentes 

concentraciones y condiciones para obtener la formulación más estable. 

 Caracterizar los nanosistemas de transporte empleando dispersión dinámica de luz para determinar su 

tamaño. 

  Evaluar la estabilidad de las formulaciones empleando calorimetría de barrido diferencial y 

dispersión dinámica de luz a diferentes tiempos de almacenamiento. 

 Determinar el efecto biológico del ATRA y de cada uno de los excipientes de NE por separado en 

líneas celulares. 

 Comparar la inhibición del crecimiento al 50% de NE con y sin ATRA en l neas celulares de pulm n 

normal y de c ncer de pulm n. 
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Capítulo III. MATERIALES Y MÉTODOS 

Materiales: Reactivos y disolventes 

Para la fase oleosa (FO) de las formulaciones NE se utilizó ácido oleico (AO) con 90% de pureza (Sigma-

Aldrich®) y alcohol oleico (OA) con 85% de pureza (Sigma-Aldrich®) se usó como la fase oleosa (FO) en 

las formulaciones. Como agente tensoactivo (FS) se utilizó: Polisorbato 80® (PS80, monooleato de sorbitán 

PEG (80) o nombre comercial Tween 80® de Croda), probando tres lotes comerciales de PS80: lote 1 de 

PS80-1 Croda del lote 000355181 de uso farmacéutico y dos lotes de Sigma Aldrich el PS80-2 del lote 

038K0090, y el PS80-3 lote BCBFPOOTV; dodecilsulfato de sodio (DSS) marca Biorad y cloruro de 

oleilamonio y oleato de potasio sintetizados in situ. Como disolvente del AO se usó alcohol etílico 

(Merck) para determinar la citotoxicidad y como fármaco liposoluble el ácido retinoico all trans al 98% 

HPLC R2625-50MG 066K1044 Sigma. 

 

Materiales: Equipos 

Reductores de tamaño de partícula: homogeneizador ultrasónico 

En el presente trabajo se utilizó el método de ultrasonicación que permitió la formación de partículas de la 

FI mediante la cavitación como fuente de energía, favoreciendo la reducción de las gotas recién formadas 

debido a la explosión en gotas más pequeñas, cuando su presión interna era mayor comparada con la 

presión externa, debido a que no podían absorber más energía del sistema (Salvia-Trujillo et al., 2013). 

Para la obtención de NE se utilizaron dos tipos de sonicadores: en la primera etapa, el Omni Ruptor 250® 

Homogeneizador ultrasónico de 20kHz, de Omni International Inc., operando a 250 W fijos y con una 

punta de titanio sólida de 9.5 mm y en la segunda etapa el Vibracel® de 20 kHz, 750 W Sonics, con una 

punta de 13mm de diámetro. 

Determinación de tamaño de partícula 

Para determinar el tamaño de partícula en el presente trabajo se utilizaron los métodos de dispersión de luz 

dinámica (DLS) que permitieron evaluar las partículas de la FI que se encuentran suspendidas en la FE y 

que por difracción y refracción de la luz se consiguió determinar el radio hidrodinámico para conocer el 

índice de polidispersidad, cuyos valores de monodispersidad o polidispersidad de las NE desarrolladas 

permitieron seleccionar la formulación monodispersa con un IPD menor que son indicativos de una mayor 

estabilidad en periodos de tiempo de estudio más prolongados. 
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Los dos equipos empleados para determinar el tamaño de partícula fueron dispersores de luz dinámica, el 

primer equipo de marca ProteinSolutions, modelo DynaPro 99®, utilizó el software Dynamics Versión 

5.24.02, determinando diámetros, radios hidrodinámicos e IPD, sin embargo, ya en la segunda etapa se 

dejó de usar durante el transcurso de la investigación, debido a falta de aditamentos y consumibles, 

sustituyéndose por el DLS de marca Malvern®, modelo Zetasizer NanoDS, con rango de 0.6 nm-6 µm en 

modo de retrodispersión, con el software DTS-Nano® versión 1.41. 

Determinación de estabilidad térmica a través de DSC 

Se utilizó un microcalorímetro de barrido diferencial (DSC) marca MicroCalTM, modelo VP-DSC®, con un 

ol men de m es ra de 0.5 L. Los termogramas normalizados por los componentes molares del sistema 

se corrigieron al inicio para minimizar la complejidad de la solución utilizando el ajuste por de 

deconvolución. La deconvolución es una técnica matemática que se realizó para cada una de las muestras 

analizadas, la cual comprende de. i) ajustar las funciones gaussianas individuales, ii) realizando corrección 

de los parámetros de funciones gaussianas separadas, y iii) todas las últimas en conjunto para lograr el 

mejor ajuste entre las envolventes calorimétricas calculadas y experimentales a través de un procedimiento 

iterativo en el software Origin® (Schäffer et al., 2005). 

Determinación de morfología de los NST a través de microscopía electrónica de transmisión 

(TEM) 

La morfología de las NE del presente trabajo se investigó mediante microscopía electrónica de 

transmisión (TEM) (Klang et al., 2012) con contraste de fase utilizando un microscopio electrónico marca 

JEOL, modelo 1010 a 60kV. Y las imágenes de las muestras se obtuvieron utilizando una cámara 

Perfección Epson, Foto V700 con sistemas de doble lente. Se empleó la técnica de tinción negativa, 

debido al tipo de muestras obtenidas experimentalmente, ya que en esta modalidad de tinción los 

nanoobjetos, y en el caso particular la NE normalmente aparecen como gotas de luz sobre un fondo más 

oscuro (Araujo et al., 2011). 

Las técnicas de tinción negativa empleada requirieron de una preparación previa de la muestra la cual 

consistió en colocar una gota de la NE sobre una rejilla recubierta de carbono, donde se absorbió 

aplicándole la sal de acetato de uranilo para teñir. Posteriormente a su secado, se consiguió observar por 

TEM a temperatura ambiente, identificando las estructuras deshidratadas de las gotitas de NE que fueron 

estabilizadas por el tensoactivo. En donde los iones metálicos que se dispersaron formaron un escudo 

amorfo que envolvió la FO, mientras que otros iones metálicos que se dispersaron más débilmente, lo cual 

permite una mejora del contraste de las microfotografías observándose las NE como gotas de luz sobre un 

fondo más oscuro (Klang et al., 2012). Sin embargo, esto puede variar según la afinidad fisicoquímica del 
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agente colorante con los componentes interfaciales (Arredondo-Ochoa et al., 2017). La determinación por 

TEM puede variar según el estudio de nanoestructuras en el caso nanopartículas al ser cuerpos 

tridimensionales, las medidas se basan en mediciones sobre una imagen bidimensional y en caso de  

medidas por DLS la aproximación de este cuerpo a esferas perfectas (simulaciones basadas en la teoría de 

Mie). Debido que en la microscopía TEM el tamaño corresponde a la medida de la sombra  o la 

proyección de la imagen definida por el núcleo metálico y en el diámetro medido por DLS ser , en 

cambio, el diámetro hidrodinámico, definido no solamente por el tamaño del núcleo metálico sino también 

por la doble capa eléctrica que se genera entre la superficie de la partícula y el seno de la solución 

(Botasini, 2020). 

 

Métodos 

Obtención de las nanoemulsiones  

La metodología de obtención de las NE se dividió en cinco etapas que se clasificaron con base a los 

objetivos a demostrar, los cuales se describen en general en la etapa 1, inició con el diseño de 

experimentos y preformulación en donde se estudiaron los FIF para seleccionar los excipientes para 

obtener las NE de mayor estabilidad y sus interacciones de acuerdo a la afinidad química; etapa 2, del 

desarrollo de NE se determinaron los factores extrínsecos de la producción (FEP) obteniendo la 

metodología que estuvo acorde con las variaciones a) en el tipo y tiempo de agitación, se clasifican por el 

tipo de mezclado: i) premezclado manual (TAm) identificado como método 1; ii) mecánico (TAM) o 

método 2 y iii) ultrasonificación (TAU) o método 3; b) la temperatura de emulsificación (Temul) y la 

velocidad de enfriamiento y c) el orden de incorporación de los componentes; la etapa 3, permitió la 

caracterización de las NE; la etapa 4. se estudió la estabilidad mediante DSC de manera complementaria 

con DLS y la etapa 5, se determinó el efecto biológico de los componentes de las NE sin y con ATRA, ver 

figura 3. 

 
Figura 3. Diseño de flujo de la metodología de obtención de NE se dividió en cinco etapas que se clasificaron 
con base a los objetivos a demostrar. 
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Etapa 1. Diseño y preformulación de nanoemulsiones (NE) 

 

El diseño y preformulación de las NE en estudio permitieron seleccionar los excipientes para obtener NE 

estables sin y con ATRA, reduciendo y controlando las interacciones entre el aceite de la FO, del 

tensoactivo de la FS y del agua como FW debidas a la afinidad química entre ellas, por lo que, el diseño de 

experimentos permitió estudiar las variables de los FIF. 

Las NE obtenidas en este trabajo son del tipo O/W, que permitió nanovehiculizar un activo liposoluble en la 

FO, en una relación: FO:FS:FW obteniendo partículas de diámetro menor de 100 nm y con un 

comportamiento térmico estable.  

El diseño experimental se basó en el método factorial de Box y Hunter (Méndez et al., 1990) con tres 

variables independientes iniciales, FO:FS:FW. La proporción de FS se mantuvo en 5% para simplificar los 

grados de libertad del sistema debido a la alta estabilidad cinética con fases de aceite insoluble (Li et al., 

2013), también por razones de seguridad, debido que un estudio realizado por Sun y colaboradores 

determinaron que dosis superiores al 10% de FS aumenta de la citotoxicidad de osteoblastos (Sun et al., 

2014). El sistema en estudio se simplificó utilizando sólo tres variaciones porcentuales de 1.5, 2.0 y 2.5% 

de FO con 5.0% de FS fija en una proporción de FO:FS [0.3=1.0:3.3], [0.4=1.0:2.5] y [0.5=1.0:2.0] que 

representa una baja, media y alta relación de FO con FS, respectivamente. 

 

Factores intrínsecos de la formulación 

El desarrollo de este estudio permitió evaluar cómo influyeron FIF de la formulación en la estabilidad de 

las NE. Entre los cuales, se enfatizó la importancia del tipo de tensoactivo, por lo que se utilizaron 

tensoactivos sintetizados in situ y surfactantes comerciales adicionados externamente. Los FIF para obtener 

NE se dividen en cinco fases: 1) Naturaleza química de las FS y FW en el sistema; 2) Estructura química de 

las FO y FS del sistema; 3) FS  ani nico  ca i nico sin e i ado in i  y adición externa de tensoactivo 

iónico; 4) FS no iónico comercial adicionado externamente y 5) Variaciones de la concentración en la FO, 

ver figura 4. 
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Figura 4. Descripción de las cinco fases de la metodología para evaluar los factores intrínsecos de la 
formulación (FIF). 
 

Fase 1: Naturaleza química de las fases del sistema: FO, FS y FW. La selección de los componentes 

para obtener las NE se basó principalmente en la naturaleza química de las fases, su relación porcentual 

FO:FS:FW y el coeficiente de partición. 

La naturaleza química de las fases determina: el orden de adición de los excipientes en la formulación, 

según: a) la afinidad lipofílica da la pauta para incorporar los excipientes en la FO o por su alta afinidad 

hidrofílica se distribuyeron en la FW, debido que está ultima está conformada por agua y por todos los 

componentes hidrosolubles y cuya función principal es de diluyente que permite dispersar la FO con la 

ayuda de la FS; b) el estado físico de los componentes sólidos para alcanzar la temperatura de fusión, 

permitiendo que las dos fases se encuentren líquidas y facilitar su ruptura; c) estabilización de la gota 

durante la emulsificación para evitar que las gotas recién formadas se fusionen al chocar (maduración de 

Ostwald) formando gotas mayores (Meleson et al., 2004; Tadros et al., 2004), por lo que, el aumentar la 

velocidad de enfriamiento utilizando un baño con hielo es un recurso para la estabilización del sistema y 

d) la selección del tipo de tensoactivo iónico in situ o el dodecil sulfato de sodio (DSS) o el surfactante no 

iónico como el PS80. 

Fase 2: Estructura química de las fases: FO y FS. La prueba para evaluar la interacción de la 

estructura química de la FO con la FS (tensoactivo no iónico, PS80) a concentración constante se obtuvo al 

estudiar el AO y el OA como FO en las muestras de estudio. El procedimiento consistió en desarrollar las 

NE siguientes: a) variando el alcohol oleico a dos concentraciones; OA1 (1.5%) y OA2 (2.5%) en una 

relación porcentual de FO:FS:FW [1.5:5.0:93.5] y [2.5:5.0:92.5] respectivamente y b) NE obtenidas para 

ETAPA  1 
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comparar el OA2 con el AO en relación [2.5:5.0:92.5] con el método 2A, que consiste en adicionar la FS en 

la FW, ver tabla 3. 

Tabla 3. Estructura química de las fases: FO y FS para la obtención de nanoemulsiones para evaluar la 
interacción de la estructura química de la FO con FS (5% PS80) a concentración constante sustituir la FO con 
AO y OA como muestras de estudio. 

A) Muestra FO %[Fs] %[FO:FS:FW] 

OA1 Alcohol oleico [1.5] [1.5:5.0:93.5] 
OA2 Alcohol oleico [2.5] [2.5:5.0:92.5] 

 
B) Muestra    

OA2 Alcohol oleico [2.5] [2.5:5.0:92.5] 
AO Ácido oleico [2.5] [2.5:5.0:92.5] 

 

Fase 3. FS iónica sintetizada in situ y externa. Al principio se obtuvieron NE a partir de tensoactivos 

catiónicos y aniónicos in situ. Las NE se obtuvieron con concentraciones de reactivos diferentes, con un 

ultrasonicador marca Sonics, modelo Vibra Cell de 750 watts con 40% de potencia, a concentraciones 

variables de reactivos. 

Los tensoactivos aniónicos y catiónicos in situ se sintetizaron a través de reacciones químicas simples, 

reaccionando las FO: ácido oleico y oleilamina en una relación 1:(2/3) con una base (hidróxido de potasio) 

o con un ácido (ácido clorhídrico) respectivamente, para obtener in situ el tensoactivo aniónico, oleato de 

potasio y el catiónico, cloruro de oleil amonio, dispersándose en agua y utilizando la fase oleosa restante 

para la formación de los NST. 

El tensoactivo aniónico in situ, oleato de potasio se obtuvo estequiométricamente al aumentar las 

concentraciones porcentuales de 5, 10, 25, 39, 50, 75 y 100 (0.24, 0.478, 1.19, 1.92, 2.39, 3.58, 4.78 g) 

que corresponden a 0.0008, 0.0016, 0.0042, 0.0067, 0.0084, 0.0126 y 0.0169 moles de ácido oleico 

respectivamente, que actuó como reactivo precursor reaccionando con 0.6136 g con una concentración 

molar fija de 0.0109 moles de hidróxido de potasio y 25.5 g de agua (Solè et al., 2006). El tensoactivo 

catiónico in situ, cloruro de oleilamonio, se sintetizó variando concentraciones entre 10, 20, 40, 60, 80 y 

100% (0.45, 0.9, 1,8,2.7,3.6 y 4.5g) que corresponden a 0.0016, 0.0033, 0.0067, 0.0100, 0.0134, 0.0168 

moles de oleilamina que reacciona con 0.7745g de ácido clorhídrico a concentración molar fija y 25.5 g de 

agua (Maestro et al., 2008). Tabla 4.  

 

Tabla 4. Obtención del tensoactivo aniónico in situ, oleato de potasio y tensoactivo catiónico in situ, cloruro de 
oleilamonio. 

Obtención de oleato de potasio: ácido oleico + hidróxido de potasio + agua 
%[Ácido oleico]  [Ácido oleico] g [Ácido oleico] moles 

5, 10, 25, 39, 50, 75 y 
100 

0.24, 0.478, 1.19, 1.92, 2.39, 3.58, 
4.78 

0.0008, 0.0016, 0.0042, 0.0067, 0.0084, 0.0126 y 0.0169 
(0.8, 1.6, 4.2, 6.7, 8.4, 12.6 y 16.9 x 10-3) 

Obtención de cloruro de oleilamonio: oleilamina + ácido clorhídrico + agua 
%[Oleilamina]  [Oleilamina] g [Oleilamina] moles 

10, 20, 40, 60, 80 y 100 0.45, 0.9, 1,8,2.7,3.6 y 4.5 g 0.0016, 0.0033, 0.0067, 0.0100, 0.0134, 0.0168 
(1.6,  3.3,  6.7, 10.0, 13.4, 16.8 x 10-3) 
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Las características para evaluar las muestras fueron: la apariencia física, transparencia-turbidez, líquida-

viscosa, color y tamaño de partícula (nm). 

Posteriormente, se obtuvieron NE a partir del tensoactivo iónico dodecil sulfato de sodio (DSS) que se 

adicionó externamente a una concentración fija de 5% quedando la fórmula para las propuestas 

experimentales de NE, en proporciones de FO:FS:FW: [1.5:5.0:93.5]; [2.5:5.0:92.5]; [3.5:5.0:91.5] y 

[4.5:5.0:90.5] utilizando el método 2A. El DSS es un tensoactivo iónico del tipo aniónico que se disocia en 

anión anfifilo y un catión, por lo que puede actuar como cotensoactivo al combinarse con un tensoactivo, 

por lo que se estudió el efecto de la naturaleza como FS (FDSS) en el tamaño de partícula de las NE. 

Fase 4. FS no iónica adicionada externamente. El estudio permitió determinar la influencia del PS80, 

comparando tres diferentes lotes comerciales; PS80-1 y PS80-2 se evaluaron como FS mediante la obtención 

de NE con AO como FO mediante el método 2A (FS adicionada en la FW). Posteriormente, un tercer 

tensoactivo comercial, PS80-3 se comparó con el método 2O (FS adicionada en la FO). Las NE obtenidas 

con PS80-1, PS80-2 y PS80-3 se compararon con respecto a los tamaños de partícula, mediante el radio 

hidrodinámico en nanómetros [Rh (nm)] y el porcentaje en masa de la distribución (%M) de cada uno de 

ellos. 

Para determinar la concentración del PS80-3 se obtuvieron NST con 1.0, 2.5, 3.5, 4.5 hasta 5.0 %, 

manteniendo constante 1.0% de ácido oleico como FO en una relación porcentual de FS:FO:FW: 

[5.0:1.0:94.0]; [4.5:1.0:94.5]; [3.5:1.0:95.5]; [2.5:1.0:96.5] y [1.0:1.0:98.0] utilizando el método 2A.  

También se evaluó el efecto de la temperatura de emulsión de 20 ± 2ºC y 70 ± 2ºC en las NE másicas, 

empleando tensoactivo comercial, que presentaron la transparencia y el tamaño nanométrico 

característicos. Las NE se desarrollaron en una relación de FO:FS:FW (AO:PS80:W) en concentraciones 

fijas de 1% de FO; de 5.0, 4.5, 3.5, 2.5, 1.0 y 0% de FS y 94.0, 94.5, 95.5, 96.5, 98.0 y 99.0% de FW para 

determinar el porcentaje de FS y se varió la temperatura de emulsión de 20 ± 2ºC (muestra R1 a R6) y 70 ± 

2ºC (muestras M1 a M6).  

Fase 5. Variaciones de la concentración en la FO. Las NE obtenidas con ácido oleico como FO se 

formularon a concentraciones baja (1.5%), media (2.0%) y alta (2.5%). La proporción de la FS (PS80) se 

mantuvo en 5% para simplificar los grados de libertad del sistema, debido a la alta estabilidad cinética con 

FO insoluble (Li et al., 2013) también por razones de seguridad, ya que como se estipuló anteriormente se 

ha observado un aumento de la toxicidad a dosis superiores al 10% del tensoactivo (Sun et al., 2014). 

En los métodos descritos a continuación se mantuvo la concentración de FS al 5% de PS80 y variándola 

con respecto al ácido oleico en relaciones FO:FS:FW [1.5:5.0:93.5]; [2.0:5.0:93.0] y [2.5:5.0:92.5] 

respectivamente, ajustando con FW para conseguir el 100%. 
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Etapa 2. Desarrollo de NE: Nanoemulsiones 

Factores extrínsecos de la producción de NE 

Los FEP son todos los factores externos que afectan a la obtención del sistema homogéneo, tales como el 

estudio en fases: 1) el tipo de agitación mecánica y ultrasónica; el primero permite la permanencia de la 

gota en la dispersión (Jafari et al., 2008) y el segundo es el periodo de agitación del proceso de reducción 

de tamaño de la fase interna en el mezclado (Yuan et al., 2008), debido a la geometría de la hélice; 2) el 

orden de adición de los componentes en la formulación (Sajjadi 2006b); 3) los periodos de agitación con 

ultrasonido y reposo; 4) la temperatura de emulsión y la velocidad de enfriamiento para reducir la 

posibilidad de fusión de las partículas (Schalbart et al., 2010); 5) el tiempo de estabilidad del tamaño de 

partícula y 6) el grado de solubilidad de la FS en la FW, ver tabla 5. 

Tabla 5. Descripción de las seis fases de la metodología para evaluar los factores extrínsecos de la producción 
(FEP). 

 

 

Fase 1. Tipo de agitación de baja y alta energía. El estudio del tiempo y tipo de agitación mecánica 

y/o ultrasónica, donde el primero adiciona baja energía de agitación al sistema, permitiendo mayor 

permanencia de la gota en la dispersión (Jafari et al., 2008) y si continúa el periodo de agitación 

adicionando alta energía se favorece al reducción de tamaño de la fase interna (Yuan et al., 2008). Los 

equipos de alta energía que se utilizan para obtener NE pueden utilizar combinación de propelas de hélice 

y rotor estator de alta cizalla (Leong et al., 2009; Solans et al., 2005) así como, puntas para ultrasonido 

variando la amplitud de la energía de cavitación (Kentish et al., 2008). Finalmente, el proceso de 

reducción de tamaño de la fase interna en el trabajo se realizó con ultrasonicador para obtener un 

incremento en la homogeneidad y estabilidad del sistema. 
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Influencia del tipo de premezclado: con agitación mecánica. El método m1 consistió en 

incorporar los componentes de la FS a la FW con agitación manual y mecánica durante 30 min (TAM) 

obteniendo el método {TAm:TAM} y aplicando ultrasonido a temperatura ambiente, evaluando tres 

concentraciones de FO con base a la relación [FO:FS]: a) m1a de [1.5:5.0]; b) m1b con [2.0:5.0] y c) m1c 

con [2.5:5.0] completando el 100% con FW. 

Método de premezclado mecánico-sonicación: PS1. El método PS1 consistió en incorporar la FS a la FW 

con TAM hasta una completa disolución y aplicando {TAM:TAU}, variando la concentración de la FO 

con base a la concentración de 1.5, 2.0 y 2.5% de FO en una relación [FO:FS]: a) M1a con [1.5:5.0]; b) M1b 

con [2.0:5.0] y c) M1c con [2.5:5.0] completando el 100% con FW. Posteriormente, estos sistemas se 

caracterizaron para obtener el diámetro de las partículas por DLS y el comportamiento térmico a través de 

termogramas a tiempo inicial (T0) y después de 30 días de almacenamiento a temperatura ambiente (T30) 

utilizando DSC, tabla 6a. 

Método de premezclado mecánico y sonicación: PS2. Las muestras obtenidas con el método PS2 se 

diferencian por la variación porcentual de la FO en una relación [FO:FS]: a) PS2a con [1.5:5.0]; b) PS2b con 

[2.0:5.0] y c) PS2c con [2.5:5.0] completando con FW al 100%. La técnica de PS consistió en premezclar 

con TAM (FO:FS:FW) y homogenizando con ultrasonido o{TAM:TAU} añadiendo la FS a la FW a Temul 20 

± 5°C. Posteriormente, la mezcla se agitó durante 15 min adicionales con el ultrasonicador Omni, 

operando a 250 W fijos con una punta de titanio sólida de 9.5 mm, tabla 6b. 

Fase 2. Orden de adición de los componentes en la formulación 
 

El estudió del orden de adición para disolución de FS en la FW por el método A y la disolución de FS en la 

FO por el método O. En  la primera, se probaron muestras con diferentes concentraciones de la FO [1.0, 2.0 

y 2.5%] en proporciones FO:FS:FW, variando el orden de adición de la FS: en la FE acuosa, mediante el 

método PS2, ver tabla 6b y en la segunda se utilizó el método O con la misma formulación de FO:FS:FW 

[2.5:5.0:92.5] obtenida por {TAM:TAU}PSR2, ambos métodos a la Temul de 20 ± 5°C para su 

nanoestructuración, ver tabla 6c. 

Fase 3. Método premezclado-sonicación-reposo: PSR 

El método PSR se desarrolló en el presente estudio para preparar NEO/W utilizando un procesador de 

cavitación ultrasónica que funciona a frecuencias más altas y parámetros ajustables en comparación con 

los indicados en la técnica {TAM:TAU}. El PSR o técnica 2.5´x2.5´ fue el resultado de la modificación 

del método PS2 ajustando la ampli d ac s ica ( ) del 40% y variando los periodos de 2.5 minutos de 

agitación por 2.5 minutos de reposo hasta completar 15 minutos, manteniendo la temperatura a 15± 2°C 

con un baño con hielo y utilizando en este caso el procesador ultrasónico Vibracel 750 de Sonics, con una 

punta de titanio sólida de 13mm de diámetro, ver tabla 6c, d y e.  
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Fase 4. Temperatura de emulsión y la velocidad de enfriamiento 

La fase 4 permitió evaluar la temperatura de emulsión a 20ºC y 70ºC y la velocidad de enfriamiento que 

reduce la posibilidad de fusión de las partículas (Schalbart et al., 2010). El método PSR fue utilizado 

como metodología base, variando las condiciones de temperatura de emulsión y velocidad de enfriamiento 

rápido con un baño de hielo o lento hasta llegar a temperatura ambiente, ver tabla 6c y d. 

Método temperatura de emulsificación a 20°C: PSR3. El método PSR3 se obtuvo por premezclado 

mecánico con homogenización ultrasónica añadiendo la FS a FO (método O) con formulación a 

concentración de [2.5:5.0] completando con FW al 100% y a una Temul 20 ± 5°C, ver tabla 6c. 

Método temperatura de emulsificación a 70°C: PSR4 y PSR5.  

La influencia en el tamaño de partícula por la temperatura de emulsión de 70ºC y la velocidad de 

enfriamiento de 70 a 25ºC se estudiaron en las muestras PSR4, obtenidas por el método 3A y en las 

muestras PSR5 por el método 3O. Las muestras PSR4 y PSR5 con concentraciones [2.5:5.0:92.5]% de 

FO:FS:FW se obtuvieron a temperatura de 70ºC ± 2°C y se enfriaron de 70 a 25ºC variando la velocidad de 

enfriamiento a las muestras siguientes: a) PSR4a y PSR5a se enfriaron rápidamente mediante un baño de 

hielo y b) la PSR4b y PSR5b lentamente hasta que llegó a temperatura ambiente, tal como, se describe en la 

tabla 6d. Posteriormente estas muestras se caracterizaron respecto a los tamaños de partícula mediante la 

distribución de las partículas, el radio hidrodinámico en nanómetros [Rh (nm)] y el porcentaje en masa de 

la distribución (%M). 

 

Fase 5. Efecto del tiempo de estabilidad del tamaño de partícula  

El estudio que mostró la variación del tamaño de partícula y su comportamiento térmico durante el tiempo 

de maduración o estabilización del sistema, consistió en el análisis de las muestras en diferentes periodos 

de tiempo a partir de su fabricación conocido como tiempo inicial (T0), después de 24 h (T24) y hasta las 

48 h (T48), mostrando las variaciones de diámetros de partículas (nm) con respecto al tiempo de análisis. 

 

Fase 6. Combinación de técnicas de homogenización: PSR6  

El estudio consistió en evaluar el efecto del orden de adición de la FW, mediante el método PSR se 

obtuvieron las muestras con las diferentes proporciones [FO:FS:FW]% siguientes: a) PSR6a con una 

proporción [2.0:5.0:93.0]%, se adicionó la FS y FO al 50% de FW mezclando por 10 min y completando el 

100% de FW completando los 30 min; b) PSR6b, con [1.5:5.0:93.5]%, completando el 100% de FW; c) 

PSR6c, con [2.0:5.0:93.0] y d) PSR6d con [2.5:5.0:92.05] finalmente todas la muestras siguieron el 

método{TAM:TAU} a Temul = 15 ± 2°C, ver la tabla 6d. 
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Tabla 6. Comparación de métodos de NE variando factores extrínsecos de producción. 
 

 

Etapa 3. Caracterización de las NE 

Para estudiar la estabilidad de las NE obtenidas bajo las distintas condiciones experimentales, éstas se 

evaluaron conforme sus características físicas, tales como: el aspecto físico (el color) y grado de turbidez 

(tamaño de partícula). Las muestras obtenidas fueron caracterizadas con técnicas de DLS para conocer el 

tamaño de partícula y simultáneamente se determinó el comportamiento térmico por DSC de las diferentes 

muestras de estudio.  

Aspecto físico. La homogeneidad en la apariencia física fue un criterio de selección inicial para la 

caracterización de los sistemas preparados. Esto se llevó a cabo a través de la observación directa para 

aceptar o rechazar las muestras con relación a que éstas presentaron una apariencia translúcida con un 

toque tornasol, resultando del efecto Rayleigh característico de los sistemas nanoestructurados y de 

coloide de esta escala nanométrica (< 700 nm), el cual permitió descartar de forma rápida los sistemas que 

mostraron alta turbidez de color blanco sin efecto tornasol, que carecen o que tienen bajas concentraciones 

de nanoestructuración. Otro criterio para seleccionar sistemas nanoestructurados fue a través de la alta 

 
Inciso 

 
Método 

 

FEP  
Muestra [FO]:[FS] + FW100% Adición de FS T / T [ºC] 

 

a) 

 

PS1 

 

{TAM:TAU} 

M1a 1.5:5.0 

FW (2A) 15 ± 2 M1b 2.0:5.0 

M1c 2.5:5.0 

 

b) 

 

PS2 

 

{TAM:TAU} 
PS2a 1.5:5.0 

FW (2A) 20 ± 2 PS2b 2.0:5.0 

PS2c 2.5:5.0 

c) PSR {TAM:TAU2.5 x2.5} PSR3 2.5:5.0 FO (2O) 20 ± 2 

 

d) 

 

PSR 

 

{TAM:TAU2.5 x2.5} 

PSR4a 2.5:5.0 
FW (3A) 

70 a 25 lento 

PSR4b 2.5:5.0 70 a 25 rápido 

PSR5a 2.5:5.0 
FO (3O) 

70 a 25 lento 

PSR5b 2.5:5.0 70 a 25 rápido 

 

 

e) 

 

 

PSR 

 

 

{TAM:TAU2.5 x2.5} 

PSR6a 2.0:5.0 FO FS : FW50% + FW50% 15 ± 2 

PSR6b 1.5:5.0 FO : FW100% 15 ± 2 

PSR6c 2.0:5.0 FO : FW100% 15 ± 2 

PSR6d 2.5:5.0 FO : FW100% 15 ± 2 

Abreviaturas: Método premezclado-sonicación (PS); método premezclado-sonicación-reposo(PSR); tiempo agitación mecánica (TAM); tiempo 

agitación ultrasonido (TAU) y tiempo agitación ultrasonido (TAU2.5 x2.5). 
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resistencia a la sedimentación por fuerzas de gravedad que presentan contando con esos tamaños tan 

pequeños. Los sistemas preseleccionados que mostraron translucidez se centrifugaron durante 30 min a 

10,000 rpm seleccionándose las muestras que no mostraban separación visible que son características de 

las macroemulsiones que se ven afectadas por la fuerza de gravedad. 

Tamaño de partícula. La turbidez se evaluó mediante la determinación del tamaño de partícula de los 

sistemas que no se separaron en la prueba de estabilidad y centrifugación, mediante dos técnicas de DLS. 

El primero ya se constaba con él en el laboratorio era un modelo ProteinSolutions DynaPro 99®, con el 

software Dynamics Versión 5.24.02 y el segundo fue una nueva adquisición fue el Zetasizer NanoDS, 

Malvern® que puede medir el tamaño de partícula en el rango de 0.6nm-6µm en modo de retrodispersión 

con el software DTS-Nano® software versión 1.41. 

Tratamiento de las muestras en estudio. Las muestras se diluyeron para tener una concentración de 

partículas determinada para que la luz láser pueda dispersarse para medir los diferentes parámetros de 

diámetro (D), radio hidrodinámico (R) en nanómetros, % de masa (%M), polidispersidad (%PD) y el 

índice de polidispersidad (IPD) para obtener el tamaño de partícula de la muestra en estudio programando 

en un promedio de 20 de acumulaciones. 

Determinación morfológica mediante microfotografía. La microscopía electrónica de transmisión 

se ha descrito como una herramienta adecuada para caracterizar las nanoemulsiones (Klang et al., 2012). 

La morfología de las NE obtenidas se investigó mediante microscopía electrónica de transmisión (TEM, 

Transmission electron microscopy) utilizando un equipo JEOL® 1010 a 60 kV y las imágenes se 

obtuvieron utilizando una cámara Perfección Epson. Foto V700, sistemas de doble lente. Las muestras se 

prepararon con técnicas de tinción negativa y sin cobertura con carbono (Araujo et al., 2011). 

 

Etapa 4. Estudios de estabilidad de NE por calorimetría de barrido diferencial 

La estabilidad térmica de las NE se determinó con el estudio de su comportamiento térmico por DSC y el 

posterior análisis de termogramas mediante la técnica de deconvolución (Schäffer et al., 2005). 

El DSC utilizado fue un micro calorímetro marca MicroCalTM, modelo VP-DSC, con un volumen de 

m es ra de 0.5 L por corrida, n in er alo rmico de 20 a 120 C, a una velocidad de barrido de 1°C·min-

1 utilizando el software Origin®, lo que permitió determinar las temperaturas y las entalpías en función de 

los termogramas obtenidos. La deconvolución permitió determinar el área bajo la curva o H en kcal mol-

1 del sistema, a través del tratamiento de los termogramas normalizados con una distribución anormal de 

los 3 ciclos de calentamiento de las muestras en estudio. 

La metodología conocida en el presente trabajo como método DSC 3x3 consistió en obtener los 

termogramas totales que representan tres ciclos de calentamiento-enfriamiento, iniciando el calentamiento 
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de 20 a 120°C a una velocidad de calentamiento de 1ºC·min-1 y con un enfriamiento previo antes de iniciar 

el siguiente calentamiento. Los experimentos se realizaron por triplicado. 

Las entalpías de cada muestra se expresaron en kcal·mol-1 después de restar su línea base. La 

deconvolución de los picos de los termogramas obtenidos se desarrolló a través de una técnica de 

descomposición en las curvas gaussianas mínimas necesarias para describir las envolventes térmicas 

experimentales de una manera muy similar al método de Schäffer (Schäffer et al., 2005). 

Los termogramas normalizados por los componentes molares masivos del sistema pueden corregir con la 

técnica de deconvolución aplicada a cada una de las muestras analizadas: ajustando las funciones 

gaussianas individuales; corrigiendo de los parámetros de funciones gaussianas separadas para lograr el 

ajuste entre las envolventes calorimétricas calculadas y experimentales a través del software Origin®. 

Algunas envolventes se ajustaron mediante el empleo de 5, 6 o incluso 7 funciones gaussianas, ya que 

fueron las mínimas necesarias para conseguir la reproducibilidad de cada envolvente experimental, con 

respecto a la envolvente calculada, empleando un método estadístico de regresión no lineal de análisis. En 

todos los casos probados se llevaron a cabo experimentos que empleaban de 3 a 10 funciones gaussianas y 

procedimientos iterativos para asegurar que la solución del sistema sea única y consistente. 

 

Etapa 5. Estudio de citotoxicidad de las NE 

La citotoxicidad de las NE se determinó por el proceso de inhibición de la proliferación al 50% en líneas 

celulares, empleando células A549 y células NL20. Método WST: a) reactivo para proliferación celular 

WST-11, 644 807 001 Roche; b) tripsina 0.5%; c) medio DMEM al 50%: (+) L glutamina, +15 mM 

HEPES; REF 11330-032 500mL; d) medio F12 Nutrient Mixture Ham IX, Referencia 11765 (+) L 

glutamina; e) suero fetal bovino y f) buffer PBS10X y agua de calidad ultrapura MilliQ®. 

Modelo de estudio in vitro constituido por células que crecen en monocapa en condiciones controladas 

para determinar la actividad biológica en las NE en el presente trabajo. Las NE vacías (NEV) que están 

compuestas por la proporción de AO:PS80:Agua [2.0:5.0:93.0:]Final; ii) NE completas (NEC) en formadas 

por [ATRA:AO:PS80:Agua], para obtener las NEC finales a concentraciones de 10, 20, 40, 60, 80 y 100 

M de ATRA. 

Determinación de citotoxicidad in vitro de la NE por cultivo celular 

Se requirió de dos líneas celulares: las NL20 de epitelio bronquial humano normal inmortalizada y las 

A549 de carcinoma epidermoide pulmonar (tipo histológico de CPCNP). 

Líneas celulares NL20 y A549. Las células NL20 (ATCC®: CRL-2503) son células epiteliales 

bronquiales humanas no tumorigénicas inmortalizadas, se cultivaron rutinariamente en medio F12 de Ham 



 
 

 
   
 

48 

(Invitrogen, 21700-026) suplementado con 4% de suero fetal bovino (SFB), 1% de Suplemento de 

crecimiento epitelial (Invitrogen S0155) a 37°C en una incubadora humidificada con una atmósfera de 

CO2 al 5%. 

Las células A549 (ATCC®: CCL-185) provienen de tejido carcinomatoso de pulmón y se cultivaron en 

medio DMEM-F12 con 10% de SFB a las mismas condiciones previamente mencionadas. 

Determinación de citotoxicidad in vitro de la NE. La esterilización de la NE se debe realizar 

previamente: cuando no contiene ATRA, la NEV, se coloca en una caja de Petri estéril y se expone con luz 

UV por 15 minutos; cuando contiene ATRA, NEC, se debe realizar este paso en la obscuridad. 

Método de citotoxicidad de la NEV por el método WST 

Siembra de línea celular en placa con 96 pozos. La línea celular A549 o NL20 se siembran en una 

placa de 96 pozos a una densidad celular de 1 x 104 células por pozo, con su medio de cultivo respectivo 

que contiene SFB y se incuban por un periodo de 24 h a 37°C con atmósfera de 5% de CO2. 

Posteriormente, se aspiran los po os  se adiciona 300 L de na dil ci n de la NEV con medio de cultivo 

y como testigo se adiciona medio con SFB. Se realizaron triplicados y se incubó la placa por 48 h. 

Finalmente se aspira el medio, se adiciona 110 L de reactivo a cada pozo (preparado al momento con 10 

L de WST dis el o en 100 L de medio DMEM-F12) y después de 2 horas a las condiciones de 

incubación, se cuantifica espectrofotométricamente la bioreducción a 440 nm. 

Preparación de las soluciones de trabajo al 0.05% de la NEV en medio DMEM-F12. Tomando 

como base que el DMSO a concentración de 0.05% se ha demostrado no tener toxicidad a las células, se 

prepara una solución diluida de la NEV al 0.05% en medio DMEM-F12. 

 

 

(11) 

U ili ando 5 L de la NEV con 10 mL de medio DMEM-F12 se obtiene 10 mL del estándar de trabajo al 

0.05%. 

Método de citotoxicidad de la NEC con ATRA por el método WST 

Siembra de las líneas celulares en placa con 96 pozos. La línea celular A549 se siembra en una 

placa de 96 pozos a una densidad celular de 1 x 104 células por pozo, utilizando medio DMEM-F12 con 

10% SFB y se incubó por un periodo de 24 h a 37°C con una atmosfera de 5% de CO2. El tratamiento 

consistió en adicionar a los pozos: una dilución de la NEC en % peso que contenía 20.0 M de ATRA con 

medio DMEM-F12; medio DMEM-F12 (solo) y medio DMEM-F12 con 10% SFB como testigo, todos se 

realizaron por triplicado y se incubaron por 48 h. Finalmente se aspiraron los medios en cada pozo y se 

adicionaron 110 L del reac i o (preparado al momen o con 10 L de WST dis el o en 100 L de medio 
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DMEM-F12) y después de 2 h a las condiciones de incubación, se cuantifica espectrofotométricamente la 

bioreducción a 440 nm. 

NEC en % peso. Con base a la formula en % peso de FO:FS:FW (2.0:5.0:93.0); al IC50% de ATRA 

encontrado previamente y al peso molecular del ATRA (330.44 g·mol-1) se calculan los gramos de ATRA 

que debe contener la NEC para ener 20 M de ATRA: 

 

 

(12) 

Obteniendo la formulación final en % peso con una relación de ATRA:FO:FS:FW .[6.0 x 10-4: 

2.0:5.0:92.99] respectivamente, manteniendo las condiciones de obscuridad. Tabla 7b. 

Solución Stock para obtener la NEC c  20 M de ATRA. Las condiciones de elaboración y 

almacenamiento de esta solución stock fueron de obscuridad para evitar la isomerización del ATRA. Con 

base a la IC50 de ATRA en las células A549 se calcula la proporción que debe estar disuelto en 2% de la 

FO. 

 

 

(13) 

Utilizando 1.2 mg de ATRA se disuelve en 200 mL de fase oleosa para obtener 200 mL de la solución 

stock, Tabla 7a. Para obtener las concentraciones de estudio para determinar el IC50 de la NEC, se utilizó la 

ecuación 13. para preparar la solución stock de 10, 20, 40, 60, 80 y 100 M de ATRA se utilizaron las 

concentraciones de 0.6, 1.2, 2.4, 3.6, 4.8 y 6.0 mg de ATRA en 200 ml de ácido oleico.  

Preparación de la NEC con ATRA. Las condiciones de elaboración y almacenamiento de esta 

solución stock fueron de obscuridad para evitar la isomerización del ATRA. 

La elaboración de la NEC en % peso [FO:FS:FW (2.0:5.0:93.0)] se pesan 2 g de la solución stock (20 

MATRA) y se adiciona a la FW mediante el método PSRFinal (pero en condiciones de obscuridad; PSRFinal-

Obs) y obtener la NEC con 20 M de ATRA Tabla 7b. El resto de las completas (NEC)finales se obtuvieron 

en formulaciones de [ATRA:AO:PS80:Agua], variando las concen raciones de 10, 20, 40, 60, 80  100 M 

de ATRA, para preparar las soluciones stoke en gramos de ATRA para obtener las concentraciones de 0.3 

x10-4; 6.0 x10-4; 12 x10-4; 18 x10-4; 24 x10-4 y 30 x10-4g de ATRA en 200 ml de ácido oleico. Para 

comprender la preparación de las soluciones de stock, de las concentraciones desde 10 a 100 M de 

ATRA, de ejemplo manera de ejemplo se utilizó las ecuaciones 13 para calcular la NEC con 20 M de 

ATRA en 200 ml para obtener la formulación final [6.0x10-4:2.0:5.0:93.0]20 M de ATRA. 

Obtención de la solución de trabajo de la NEC c  20 M de ATRA. Los 300 L de solución de 

trabajo que se adicionaron a cada pozo se prepararon con 0.2 mL de la NEC con 20 M de ATRA  se 
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diluyeron con 0.8 mL de medio DMEM-F12 para tener un volumen final de 1 mL de la NEC, ver tabla 7c, 

siempre en ausencia de luz para evitar isomerización del ATRA. 

Ensayo WST de la NEC. El procedimiento fue similar al descrito para la NEV. Cabe resaltar que cada 

300 L de la NEC contiene la relación: ATRA: FO (1.2 x 10-6: 0.4 x 10-2) y FS: FW (1 x 10-2:18.58 x 10-2) 

Tabla 7c.  

 

Tabla 7. Comparación de la concentración de las NEV y NEC con ATRA por el método WST en 
células A549. a) solución stock de ATRA 100%; b) Formulaciones al 100% de las NEV y NEC en 
%W y c) NEV y NEC en 1 ml de solución de trabajo. 

     ATRA         Solución de trabajo NEV NEC (con ATRA) 

 ATRA 

( M) 

NE 

(mL) 

*Medio 

(mL) 

%w 

(g) 

ATRA 

(%w) 

FO 

(%w) 

FS 

(%w) 

FW 

(%w) 

ATRA 

(%w) 

FO 

(%w) 

FS 

(%w) 

FW 

(%w) 

Total 

(mL) 

a) 20 - - - 1.2 

x 10-3 

200 - - - - - - - 

b) 20 - - - - 2.0 5.0 93.0                                                                                                                         6.0 

x10-4 

2.0 5.0 92.9 100.0 

c) 20 0.2 0.8 1.0 - 0.4 

x 10-2 

1.0 

x 10-2 

18.6 

x 10-2 

1.2 

x 10-6 

0.4 

x 10-2 

1.0 

x 10-2 

18.58 

x 10-2 

0.2 

Abreviaturas: (1): Sol ci n S ock de 20 M; (2) Form laciones al 100 % de la NE sin o con ATRA  (3): Form laci n aj s ada 

a 1 mL en el estándar de trabajo; (*): Medio DMEM-F12 sin SFB; (NEV): NE vacía; (NEC): NE completa; (%w): Fórmula en % 

en peso. 

 

Determinación de valores de la IC50 

El método WST es el método MTT (Microtetrazolium) modificado siendo el primero el utilizado en el 

trabajo ya que utiliza el 2- (4 -yodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil) - 2H-tetrazolio  (WST-1,2-

(4-iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium), estas moléculas se reducen tanto 

dentro como fuera de la mitocondria debido a sus características fisicoquímicas, que permite su 

solubilidad en el medio de crecimiento. El segundo método se basa en la reducción metabólica del 

bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT, 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide) que tiene lugar dentro de las mitocondrias formando cristales de formazan 4 

y es una sal menos soluble que el WST (López et al., 2020). 

Para evaluar la viabilidad celular de las líneas NL20 y A549, las cuales se sembraron a una densidad de 1 

x 104 células por pozo de una caja de 96 posiciones. Después de un período de incubación de 48 horas, se 

extrajo el medio de cada pocillo, se repone con medio nuevo libre de suero que contiene diferentes 

concentraciones por separado de cada placa. Dicho procedimiento se repite para cada estudio, los cuales se 

enumeran a continuación. 
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Determinación de valores de la IC50 de ácido oleico. La solución de 10 mM de AO con alcohol y se 

realizaron diluciones obteniendo diferentes concen raciones M. 

Determinación de valores de la IC50 de polisorbato 80. Se preparó una solución de 10 mM de PS80 

con agua y se obtuvieron las concen raciones M 

Determinación de valores de la IC50 de la NEV. Las soluciones con las proporciones de PS80 / AO 

fueron determinadas de acuerdo con la formulación. La concentración final de etanol no excedió el 0.01% 

del medio de cultivo. La placa se incubó durante 48 h y al final del tratamiento, el reactivo WST-1 se 

añadió directamente al medio, y después de 2 h, la generación del cromóforo por la reacción se determinó 

a 450 nm en un lector de placa ELx800 de Bio Tek® y finalmente, se determinó la IC50. 

 

Análisis estadístico 

Todos los experimentos basados en células se repitieron al menos tres veces. Las diferencias 

estadísticamente significativas entre los datos se determinaron mediante el análisis de ANOVA utilizando 

el software GraphPad Prism® 5.0. P <0.05 fue considerado estadísticamente significativo. Los valores se 

presentan como la media ± SEM. 
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Capítulo IV. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Los resultados del estudio describen las interacciones entre variables aplicadas durante el diseño 

experimental, las cuales consisten en evaluar los efectos de los Fint y FEP de las NE.  

Todas estas variables de estudio permitieron retar a la formulación para obtener un sistema de transporte 

que tuviera un aceite nanoparticulado, el cual, debió ser estabilizado con una FS, que permitió obtener un 

sistema estable en un medio externo formado por agua y que por su naturaleza polar sería 

termodinámicamente inestable. La metodología descrita permitió estudiar el efecto de los FIF y FEP que son 

los cambios y combinación de variables posibles para obtener NE estables, por lo que, en esta sección se 

describen los efectos de dichas variables de estudio, evaluando las características físicas, químicas y 

termodinámicas propias de estas NE que se muestran con tablas, gráficos y microfotografías. 

 

Etapa 1. Diseño de las nanoemulsiones 

Se utilizaron dos metodologías de preparación, las cuales se dividieron en: etapa 1, modificación de los FIF 

utilizando tensoactivos aniónico y catiónico in situ y los factores extrínsecos en la etapa 2, controlando los 

FEP, para que finalmente fueron evaluados por el tamaño de partícula y la estabilidad de las NE. 

Factores intrínsecos de la formulación 

Desarrollo de NST con tensoactivos sintetizadas in situ. El estudio preliminar y comparativo de 

las NST utilizando tensoactivos aniónicos y catiónicos sintetizados in situ permitieron obtener NST 

estequiométricamente balanceados. El tensoactivo aniónico in situ oleato de potasio se obtuvo al 

reaccionar el ácido oleico con hidróxido de potasio y el tensoactivo catiónico in situ cloruro de 

oleilamonio resulto de la reacción del oleil amina con ácido clorhídrico ambos en medio acuoso. 

Los NST obtenidos con el oleato de potasio variaron en su apariencia desde geles semisólidos hasta 

soluciones opalescentes, pasando por muestras con apariencia similar a las nanoestructuras que tuvieron 

un tamaño de partícula de 33 nm y con potencial Z de -140 obtenidas con 0.39% de ácido oleico que 

corresponde al 40%, ver tabla 8 formulación 4. Estudios similares utilizaron 25% de AO, obtuvieron 

partículas de 339 nm con potencial Z de-110.6 similar, con solo disminuir el 15% del reactivo (Solè et al., 

2006), ver Tabla 8. 

Comparativamente los NST obtenidos con cloruro de oleilamonio obtenido in situ, a partir de 

concentraciones de 100, 60, 40, 20 y 10% de oleil amina, mostraron variaciones en la apariencia desde 

oleogeles, geles hasta líquidos poco viscosos con apariencia turbia cuando se disminuía del precursor 
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pasando por la muestra 3 con el 40% de oleilamina la cual que presentó una apariencia homogénea con un 

potencial Z de +59.58, ver Tabla 9 (Maestro et al., 2008). 

 

Tabla 8. Obtención de NST con oleato de potasio in situ a partir de una reacción estequiométrica 1:1 de ácido 

oleico y agua. 

Formulación 1 2 3 4 5 6 7 

Ácido oleico (%) 100 75 50 40 25 10 5 

Ácido oleico (g) 4.48 3.58 2.39 1.91 1.19 0.48 0.24 

Agua (g) 4.48 3.58 2.39 1.91 1.19 0.48 0.24 

Oleato de potasio (g) 9.27 6.95 4.63 3.71 2.32 0.93 0.46 

 

    Apariencia 

 

 

Tabla 9. Obtención de NST con oleilamonio in situ a partir de una reacción estequiométricamente 1:2 de oleil 
amina, ácido clorhídrico y agua. 
Muestra 1 2 3 4 5 

Oleil amina (%) 100 60 40 20 10 

Oleil amina (g) 3.92 2.35 1.57 0.78 0.39 

Oleilamonio (g) 7.85 4.71 3.14 1.57 0.78 

Agua (g) 7.85 4.71 3.14 1.57 0.78 

 

Apariencia 

 

 

Estudio de adición de FS externo. Los resultados del estudio comparativo de los sistemas obtenidos 

por adición externa de tensoactivo iónico y no iónico mediante el método 2A (FS en la FW) probaron dos 

tipos de tensoactivos: el dodecil sulfato de sodio como tensoactivo iónico (tabla 10) y el PS80 como 

tensoactivo no iónico, obteniendo NST que fueron caracterizadas por DLS y DSC, ver tabla 11. 

El tensoactivo iónico externo permitió estudiar el efecto de la naturaleza iónica del dodecil sulfato de 

sodio (DSS) como FS a concentración fija de 5% evaluando el tamaño de partícula de los NST, los cuales 

fueron obtenidos con 1.5, 2.5, 3.5 y 4.5% de AO y ajustado al 100 % con FW , identificándose como: 

DSS1, DSS2, DSS3 y DSS4, respectivamente. Las muestras de DSS1 a la DSS4 se les determinó el diámetro 

de partícula/radio hidrodinámico en nanómetros [(D/Rh)nm] y formación de sistemas monomodales o 

bimodales, estudiando las muestras diluidas para determinar 20 acumulaciones por DLS. Así como el 

comportamiento térmico empleando el método DSC 3x3.  
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Los resultados de las muestras DSS4, DSS3, DSS2, y DSS1 presentaron orden decreciente en el 

desplazamiento del evento térmico a la derecha y se muestran en la figura incluida en la tabla 10b,c,e y g. 

También se determinó que las muestras DSS1 y DSS2 fueron sistemas monodispersos, con tamaño de 

partícula de [(77.4/38.7)nm]DSS1 y [(64.6/32.3)nm]DSS2, comparativamente con DSS3 y DSS4 que 

presentaron distribuciones de partículas de [(12.6/6.3:75.8/37.9)nm]DSS3 y [(2.0/1.0:283.2/141.6)nm]DSS4. 

Las muestras DSS1 y DSS2 presentaron separación a los 3 meses de almacenamiento en tiempo real bajo 

condiciones controladas de luz y temperatura.  

 

Tabla 10. Determinaciones de efecto en el tamaño de partícula y estabilidad de las formulaciones DSS1; DSS2; 
DSS3 y DSS4 utilizando DSC: a), c), e), g), i) y DLS b), d), f), h). 

DLS  DSC 

Muestra [D (nm)] [Rh (nm)] %M 

a)   

DSS1 77.4 38.7 100.0 

DSS2 64.6 32.3 100.0 

 

DSS3 

12.6 6.3 72.4 

75.8 37.9 27.6 

 

DSS4 

2.12 1.0 100.0 

283.2 141.6 0 

 

 

DSS1 

b)  c)  

 

 

DSS2 

d)   e)  

 

 

 

DSS3 

f)   
g)  
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El tensoactivo no iónico PS80 adicionado de manera externa se estudio a concentraciones de [5.0, 4.5, 3.5, 

2.5, y 1.0]PS80 con una concentración fija de aceite [1%]FO completándose al 100% con FW. Además, se 

realizaron estudios preliminares de dos temperaturas de emulsión a 20 ± 2ºC y 70 ± 2ºC. En el primer 

inciso, se enlistan las muestras de la R1 a la R6 obtenidas a temperatura de emulsión de 20 ± 2ºC (Tabla 

11a) y en el segundo las muestras M1 a la M6 obtenidas a 70 ± 2ºC (Tabla 11b). Comparativamente las 

muestras R1 y M1 presentaron la mayor transparencia y apariencia azul-rojiza, ambas tienen una 

proporción [FO/FS]=[1.0/5.0=0.2] y las muestras R4 a y M4 que tienen una proporción 

[FO/FS]=[1.0/2.5=0.4] con transparencia media y apariencia azul-rojiza presentaron un tamaño de partícula 

de 14.5 nm en la muestra R4 a 20 ± 2ºC y 23.42 nm en la muestra M4 a 70 ± 2ºC con potenciales Z de -

10.4 y -13.6, respectivamente. Dichas proporciones de [FO/FS]=[0.2-0.4] de concentraciones de 1.0 a 2.5 

% de FO con 5% de FS se tomaron como intervalo para los estudios posteriores.  

 

Tabla 11. Estudio de NST con relación FO:FS:FW (AO/P80/W) obtenidos con tensoactivo. a) no iónico a 20 ± 

2ºC y b) no iónico 70°C y observación con luz transmitida (LT) y refractada (LR). 

a) Formulación (%) R1 R2 R 3 R 4 R 5 R6 

 Ácido oleico  1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1,0 

 Polisorbato80  5.0 4.5 3.5 2.5 1.0 - 

 Agua 94.0 94.5 95.5 96.5 98.0 99.0 

LT:        R1             R2            R3          R4           R5           R6 LR:      R1          R2            R3            R4          R5           R6 

  

b) Formulación (%) M1 M2 M 3 M 4 M 5 M6 

 Ácido oleico 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 1,0 

 Polisorbato80 5.0 4.5 3.5 2.5 1.0 - 

 Agua 94.0 94.5 95.5 96.5 98.0 99.0 

LT:  M1       M2            M3           M4             M5          M6 LR:  M1      M2           M3          M4             M5           M6 

  

 

 

 

DSS4 

h)  

 

i)  
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Naturaleza química de la FS: tensoactivo no iónico comercial en las NE. Los tensoactivos no 

iónicos comerciales utilizados son P80-1, P80-2 y P80-3, obtuvieron sistemas nanoestructurados en 

proporción de [FO/FS]=[2.5/5.0=0.5] por el método 2A y 2O, ver tabla 12. Los tensoactivos P80-1 y P80-2 

utilizaron el método 2A para obtener las NEP80-1 y NEP80-2, respectivamente, donde la primera resulto ser un 

sistema monomodal, con una relación [(D/Rh)nm] de [(73.2/36.6)nm]P80-1 y la segunda compuesta por dos 

poblaciones: [(8.4/4.2:83.6/41.8)nm]P80-2, ambos tensoactivos con el 100 % en masa de la distribución 

(%M), ver Tabla 12a. El tensoactivo P80-2 se comparo con el P80-3 utilizando el método 2O obteniendo la 

NE-P80-2 que presentó dos poblaciones con partículas [(7.2/3.6:97.8/48.9)nm]P80-2. Paralelamente, se 

desarrolló la NE-P80-3 con el tercer tensoactivo (P80-3) que obtuvo comportamiento bimodal con tamaños 

de partícula de [(5.8/2.9:102.6/51.3)nm)]P80-3 con el 100 % en masa de la distribución (%M) de cada uno 

de ellos, mostrándose en la Tabla 12d. Así mismo los resultados del DSC presentan un gráfico de cada 

muestra obtenida por el método DSC 3x3. El primer ciclo T1 de la muestra NE-P80-1 presenta un pico a 

70ºC que representa un evento, el cual no se observa en el ciclo T1 de la muestra NE-P80-2 (tabla 12b), no 

así en los calentamientos T2 y T3 que tienen una restructuración similar entre sí cuando utilizan el método 

2A (tabla 12c). Las muestras NE-P80-2 y NE-P80-3 en el ciclo T1 presentan un similar comportamiento 

térmico y los calentamientos T2 (tabla 12e) y T3 (tabla 12f) interpretándose que tienen una restructuración 

similar al utilizar el método 2O. Sin embargo, al comparar las dos muestras de NE-P80-2 obtenidas por el 

método 2A y por método 2O se pudo observar diferentes comportamientos térmicos y restructuración del 

sistema en los calentamientos T1, T2 y T3, tal como se observa en la Tabla 12. 

  

Tabla 12. Análisis comparativo de los tamaños de partícula de las muestras obtenidas por: A) el 

método 2A, PS80-1 y PS80-2 y B) el método 2O, PS80-2 y PS80-3 utilizando DLS y DSC. 

DLS DSC 

A) Método 2A H D (nm) Rh (nm) %M 

a)  

P80-1 1 73.2 36.6 100 

 

P80-2 

1 8.4 4.2 98.7 

2 83.6 41.8 1.3 

b)  c)  
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Concentración de FO. La interacción de la estructura química entre FO y FS se estudió en las NE 

obtenidas por el método 2A con dos tipos de FO, el ácido oleico (AO) y alcohol oleico (OA) a 

concentraciones de 1.5, 2.0 y 2.5 %, como FS, PS80 con 5% fijo y con FW para completar al 100%.  

Las NE que se clasificaron por el tipo de FO: a) alcohol oleico a dos concentraciones: OA1, al 1.5% y OA2, 

al 2.5% con una proporción de FO:FS:FW [1.5:5.0:93.5] y [2.5:5.0:92.5], respectivamente y b) ácido oleico, 

AO2 al 2.5% con una proporción de [2.5:5.0:92.5] obtenidas por el método 2A. Comparativamente, el 

resultado de la NE al 1.5% de OA1 presentó un sistema bimodal de tamaño de partículas de (D/Rh)nm: 

[(10.6/5.3:51.8/25.9)nm] comparada con las NE al 2.5% de OA2, que además fue monodispersa con 

partículas menores (40.8/20.4)nm (Tabla 13b y 13c). El valor log P de 7.73 de AO es ligeramente más 

lipófilo que 7.5 del OA obteniendo tamaño de gotas menores cuando se añadió PS80 (Maibaum et al., 

2004).  

Las muestras OA1 y OA2 tienen un comportamiento térmico analizado por el método DSC 3x3, el cual 

consiste en la obtención de 3 termogramas resultado de tres ciclos de calentamiento de 20 a 120 ºC: 

T1,T2,T3 de cada muestra, ver en la tabla 13. Donde los T1 de OA1 y OA2 presentan comportamiento 

térmico similar (Tabla 13a). Y los calentamientos T2 y T3 tienen una restructuración parecida con el 

desplazamiento del evento térmico a la derecha y requiere de mayor temperatura para que se lleve a cabo 

(Tabla 13b y 13c) y con ello mayor estabilización del sistema, similar a lo que ocurre con la estabilidad o 

maduración en el tiempo de almacenamiento. 

 

DLS DSC 

B) Método 2O H [D (nm)] [Rh (nm)] %M 

d)  

 

P80-2 
1 7.2 3.6 98.2 

2 97.8 48.9 1.8 

 

P80-3 
1 5.8 2.9 97.1 

2 102.6 51.3 2.9 

e)                              f) 
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Tabla 13. Comparación de los resultados del tamaño de partícula utilizando DLS y comportamiento térmico 
por DSC en las muestras OA1 y OA2 en concentraciones 1.5 y 2.5 % de FO, respectivamente. 

 

Las NE obtenidas con AO2 y OA2 tienen la misma concentración de 2.5% de FO, sin embargo, la NEAO2, 

aunque también es monomodal como NEOA2. Comparativamente, la NE con alcohol oleico presentó un 

[D(nm)/IPD] de [40.8(nm)/0.64], a diferencia de la NE con ácido oleico que tiene partículas ligeramente 

mayores [60.8 (nm)/0.4] menor IPD y presentó mayor homogeneidad, tal como se observa en la tabla 14. 

Los resultados de los 3 termogramas que representan los tres ciclos de calentamiento de 0 a 120 ºC: T1-T2-

T3 de las muestras AO2 y OA2 (Tabla 14b). OA2 se diferenció en el calentamiento T1 respecto al 

comportamiento similar de los termogramas T2 y T3 y se observó que T2 se reestructuró de la misma 

manera que T3 (tabla 14b). La muestra AO2 presentó un similar comportamiento térmico entre T2 y T3, lo 

que permitió una estabilización similar del sistema, ver tabla 14a. 

 

Tabla 14. Comparación de los resultados del tamaño de partícula utilizando DLS y comportamiento térmico 

por DSC en las muestras con ácido oleico al 2.5 % y alcohol oleico 2.5%. 

   M                D(nm)             Rh(nm)            %M         IPD      M              D(nm)             Rh(nm)            %M          IPD 
a) 

AO2 (2.5%)                60.8                    30.4                    100           0.40 
 

 

OA2 (2.5%)               40.8                      20.4                   100            0.64 

a)   b)  

DLS OA1- OA2               DSC OA1- OA2 

a) Muestra H D (nm) Rh (nm) M (%) IPD 

a)   

 

OA1 

(1.5% OA) 

1 10.6 5.3 89.0 
0.8 

2 51.9 25.9 11.0 

 

OA2 

(2.5% OA) 

 

1 40.8 20.4 100.0 0.6 

DLS OA1 DSC OA1 DLS OA2 DSC OA2 

b)   c)  
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Desarrollo de formulaciones con concentraciones variables de FO y fijas de FS. En las 

experimentaciones realizadas en el presente estudio se seleccionó el ácido oleico como FO de 1.5, 2.0 y 

2.5% y polisorbato 80 como FS  a 5.0%. La estructura química del AO como FI proporcionó las 

características de hidrosolubilidad o liposolubilidad con la FE y su grado de hidroafinidad o lipoafinidad 

que le permitió clasificarse por su coeficiente de partición (log P), HLB y CMC. Esto para cada uno de los 

componentes que son dependientes de la concentración y que permiten su estabilidad en la NE.  

Las propiedades fisicoquímicas en estudio como: el HLB, el log P y la CMC permitieron diseñar sistemas 

nanoestructurados que se estabilizaron en NE O/W. Cuando se utilizan tensoactivos no iónicos y obtienen 

un HLBr entre 8 y 18 se favorece la hidrofilicidad para conseguir el sistema O/W (Bullon et al., 2007 y 

Mao et al., 2009) determinado por la afinidad de la FS por la FE acuosa (Simoes et al., 2005), por lo que, 

cuando se tiene una FO con HLBAO de 1 y FS con HLBPS80 de 15, el HLBr dependió de las concentraciones 

de 1.5, 2.0 y 2.5% de la FO y 5% fijo del FS obteniendo un HLB de 11.8, 11.0 y 10.3 respectivamente, 

obteniendo una alta hidrofilicidad en las formulaciones por tener un HLBr entre 8 y 18. El log PAO es 7.7 y 

el log PPS80 es 4.69, lo que indica que el AO al ser relativamente más lipófilo se estructuró en la FI. 

Mientras que PS80 al ser más hidrofílico se estructuró en la interfaz aceite-agua. Comparativamente, la 

CMCAO es 0.006 mM y la CMCPS80 es 0.012 mM, lo que indica que el AO tiende a formar micelas a la 

mitad de la concentración que las forma el PS80 (Amani et al., 2011). Por lo que el AO puede formar 

partículas primero en presencia de agua, convirtiéndose en el núcleo de la NE (Menard et al., 2011). 

El PS80 es la FS del sistema nanoestructurado que está en concentración fija del 5% y que por su similitud 

estructural con el AO proporciona estabilidad y compatibilidad al sistema. La concentración de 5% 

obtenida en estudios previos (ver tablas 11 y 12), ha demostrado ser eficaz para que el sistema sea estable 

y proporcione mayor seguridad que cuando se utilizan en sistemas con mayores cantidades que pueden ser 

tóxicas (How et al., 2013). Las formulaciones con alta concentración de tensoactivo no iónico mayores a 

su CMC, pueden asegurar una reserva de micelas de la FS en la FE, favoreciendo la formación de formas 

liotróficas que aumenten la estabilidad termodinámica del sistema, debido al equilibrio dinámico que 

proporciona las fracciones de FS cuando sea necesario (Mason et al., 2007), sin embargo, dicha 

concentración no debe ser tan elevada para favorecer microemulsiones o para provocar un efecto tóxico 

que aumente la fluidez en la bicapa lipídica por modificar la polaridad de la membrana celular (Rege et 

al., 2002).  

La estructura química y el peso molecular del tensoactivo polimérico son factores importantes que se 

deben tener en cuenta al determinar una relación molar de FS:FO, de modo que la cantidad de tensoactivo 

requerido se determina experimentalmente para cubrir las partículas de las gotas de FO recién formadas en 

una manera efectiva. Aunado a ello, la estructura química de los componentes también afecta la 

solubilidad del agente tensoactivo en la fase del sistema en relación con la solubilidad requerida para 
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formar micelas o la CMC. Las soluciones acuosas de PS80 se prepararon usando un umbral de CMC 

(0.0015 g⋅mL-1), con concentraciones que aumentaban de 0.01 a 0.07 g⋅mL-1, que corresponden a 

6.67·CMCPS80 a 46.67·CMCPS80, respectivamente. Debido a que el tamaño de partícula disminuye 

proporcionalmente desde 8.8 nm a medida que la concentración aumenta de 0.01 a 0.06 g⋅mL-1, sin 

embargo, no disminuye más desde 0.06 y hasta 0.07 g⋅mL-1 y el tamaño de partícula se estabilizó 

uniformemente alcanzando 8.3-8.8 nm (resultados preliminares no mostrados). De modo que se formaron 

aglomerados micelares más pequeños a expensas de la presencia de un gran número de partículas en el 

sistema, como se ha visto en hallazgos relacionados (Menard et al., 2011). Estudios similares con 0.002 

g⋅mL-1 de PS80 (1.33·CMCPS80) presentaron conjuntos de 15.0 nm, con 0.005 g⋅mL-1 PS80 (3.33·CMCPS80) 

presentaron y conjuntos de 10.1 nm (Li et al., 2013) y con 0.012 g⋅mL-1 PS80 (8·CMCPS80) los conjuntos 

formados fueron de 10.0 nm (Liang et al., 2011). Estas tendencias indican que, a estos intervalos, al igual 

que los utilizados en este estudio, hay equilibrios que generan un mayor número de partículas en el 

sistema a concentraciones más altas, lo que necesariamente reduce el tamaño del conjunto, como se 

determinó en el presente trabajo. 

El diseño experimental se basó en la versión mínima del método multifactorial de Box y Hunter (Méndez 

et al., 1990). La proporción de FS se mantuvo constante al 5% principalmente por tres consideraciones, 

menor toxicidad que otros tensoactivos PS80 (How et al., 2013), proporciones que fueron empleadas por 

otros autores cuando PS80 se utilizó como FS para obtener NEO/W (Leong et al., 2009; Li, et al., 2013; 

Ghosh et al., 2013; Peshkovsky et al., 2013; Sugumar et al., 2014) y para simplificar el procedimiento 

experimental, teniendo en cuenta que la variable debería ser la concentración de AO. 

Se realizó un análisis bibliográfico comparativo para observar las proporciones de FO:FS empleadas para 

obtener NEO/W  cuando se usó PS80 como FS en la formulación. 

- Caso 1: La NE O/W obtenida con aceite de albahaca (FO) y PS80 (FS) en una relación FO:FS [1:4]v/v con una 

proporción de [0.25], obtieron tamaño de partículas de 29.3 nm (Ghosh et al., 2013). 

- Caso 2: El uso de D-limoneno (FO) y PS80 (FS) en una relación FO:FS [1.0:1.5] con una proporción de 

[0.66], al 4% (p/p) de FS y la homogeneización mecánica a alta presión a 1,300 rpm durante 6 h, generó 

W/O  O/W 40.1-107.8, con una duración de 12 días a 28 °C (Li et al., 2013). 

- Caso 3: se produjeron ultrasónicamente NE de 150 nm usando 15% (p/p) de aceite de girasol (FO) y 

9.7% de mezcla de 5.3% de PS80 y 4.4% de Span 80 (S80), de una proporción de FO:FS [1.0:1.5] con una 

proporción de [0.66] (Leong et al., 2009). 

- Caso 4: se obtuvieron NE de 75 a 85 nm con una relación de FO:FS [1.0:1.0] con una proporción de [1.0], 

con 10% de aceite de soja (FO) y una mezcla 10% (p/p) de 8% PS80 y 2% de S80, teniendo en cuenta HLB 

y factores de sonicación para diferentes tamaños (Peshkovsky et al., 2013). 
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- Caso 5: se desarrollaron NE de 3.8 nm utilizando una relación de FO:FS [1.0:1.0] con una proporción de 

[1.0] utilizando 16.7% (p/p) de aceite de eucalipto (FO) y un 16.7% de PS80 (FS), estable durante 3 meses 

(Sugumar et al., 2014). Por lo tanto, manteniendo FS en los valores ca. 5% debería ser suficiente para 

cubrir las gotas de aceite, y en esta línea el sistema podría simplificarse a una sola variable de FO usando 

solo tres variaciones porcentuales, en la cantidad mayor de FO de 2.5% (p/p) en una relación FO:FS 

[2.5:5.0] con una proporción de [0.5], la cantidad media de 2.0% de FO en una relación de FO:FS [2.0:5.0] 

con una proporción de [0.4] y la cantidad baja de FO de 1.5%, en relación de FO:FS [1.5:5.0] con una 

proporción de [0.3]. Dicho diseño permitió encontrar pequeños tamaños de partículas en los sistemas 

como se observará a continuación, también se consideró una proporción relativamente alta de FS para 

ampliar el periodo de estabilidad. 

 

Etapa 2. Desarrollo y Caracterización de las nanoemulsiones 

Factores extrínsecos del proceso (FEP) 

Los FEP involucrados durante la fabricación de un sistema nanoparticulizado, se estudian 

evaluando los efectos que provocan las siguientes variaciones: 1) Tiempo y tipo de agitación: 

mecánica y ultrasónica; 2) Orden de adición de los componentes de la formulación en las fases; 

3) Metodología de premezclado-sonicación-reposo: PSR; 4) Temperatura de emulsión y la 

velocidad de enfriamiento; 5) Tiempo de maduración con el tamaño de partícula y 6) Grado de 

solubilidad de la FS en la FO o FW. Todos los resultados de la combinación y variación de los 

puntos mencionados se evalúan comparando el tamaño de partícula y la estabilidad de las NE 

obtenidas, los cuales se resumen en la Tabla 15. 

 

Tabla 15. Análisis comparativo de las condiciones de estudio para obtener NEO/W y sus efectos sobre el tamaño 

de partícula D [nm] y polidispersidad/índice de polidispersidad (% PD/IPD). Los sistemas M1, PS2 y PSR3-5 

tienen una distribución multimodal. 

 

Método 
Adición de 

FS 

T / T 

[ºC] 
[O]:[S] 

Tamaño de partícula 

 
t0 

D (nm) 

[% PD/IPD] 
t1 

D (nm) 

[% PD/IPD] 

t12 
D (nm) 

[% PD/IPD] 

 

 

 

a) 

M1a 

FW 

(2A) 
15 ± 2 

1.5:5.0 
194.6/21.8 

[15.5/33.8] 

120.0 

[29] 

--- 

[---] 

M1b 2.0:5.0 
220/21.2 

[18.8/40.5] 

113.6 

[28.4] 

--- 

[---] 

M1c 2.5:5.0 
200/20.0 

[17.2/40.1] 

103.2 

[25.8] 

--- 

[---] 
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Tiempo y tipo de agitación: mecánica y ultrasónica. El tiempo y tipo de agitación mecánica con 

energía de baja, o alta cizalla y cavitación se basa en la premisa de que la entropía del mezclado puede 

conducir a un potencial químico que inicialmente se opone a la maduración de Ostwald (Tadros et al., 

2004), aunado a la incorporación de aceite con las micelas del tensoactivo no iónico en la fase acuosa 

continua, generando partículas, que están formadas por pequeñas gotas de [FO-FS] y [FO] de diferentes 

tamaños, así como micelas del tensoactivo como único componente [FS] y que carecen de FO en el núcleo. 

Dicha mezcla de partículas y micelas del tensoactivo en el sistema son finalmente las que generan una 

estabilización especial, porque se ha determinado experimentalmente que el transporte de aceite desde las 

partículas y NE es casi cero o incluso cero (debido al potencial químico), para finalmente obtener 

partículas de un tamaño promedio en el que todos los conjuntos contengan aceite (Arregui de la Cruz et 

al., 2017; BINKS et al.,1999). Debido a que la energía libre total requerida para crear NE es positiva, se 

 

 

 

b) 

PS2a 

FW 

(2A) 
20 ± 2 

1.5:5.0 
74.6/10.1 

[15.8/39.9] 

53.4 

[26.7] 

52.2 

[0.2] 

PS2b 2.0:5.0 
90/9.7 

[20/53.5] 

76.2 

[38.1] 

42.0 

[0.31] 

PS2c 2.5:5.0 
73.2/9.2 

[13.6/29.4] 

63.6 

[31.8] 

95.0 

[0.29] 

 

 

 

 

 

c) 

PSR3 
FO 

(2O) 
20 ± 2 2.5:5.0 

60.3 

[0.64] 

--- 

[---] 

63.0 

[0.27] 

PSR4a 
FW 

(3A) 

70 a 25 lento 2.5:5.0 
124.0 

[0.29] 

--- 

[---] 

88.7 

[0.76] 

PSR4b 70 a 25 rápido 2.5:5.0 
138.8 

[0.71] 

--- 

[---] 

88.8 

[0.50] 

PSR5a 
FO 

(3O) 

70 a 25 lento 

2.5:5.0 

119.0 

[0.26] 

--- 

[---] 

104.6 

[0.89] 

PSR5b 70 a 25 rápido 
119.7 

[0.31] 

--- 

[---] 

86.4 

[0.49] 

 

 

 

 

d) 

PSR6a O:W50% 15 ± 2 2.0:5.0 
529.0 

[0.68] 

13.41 

[0.43] 

--- 

[---] 

PSR6b O:W100% 15 ± 2 1.5:5.0 
528.0 

[0.83] 

11.86 

[0.37] 

4554 

[0.19] 

PSR6c O:W100% 15 ± 2 2.0:5.0 
61.37 

[0.51] 

--- 

[---] 

--- 

[---] 

PSR6d O:W100% 15 ± 2 2.5:5.0 
140.2 

[0.59] 

15.82 

[0.44] 

--- 

[---] 

PSRFinal O:W100% 15 ± 2 2.0:5.0 
71.86 

[0.42] 

--- 

[---] 

--- 

[---] 

 Para los sistemas obtenidos por los métodos M1, PS2, PSR3-6 y PSRFinal, los tamaños de partícula se determinaron al comienzo, t0, después de 

un mes, t1, o después de doce meses, t12, de almacenamiento a temperatura ambiente en ausencia de luz.  Las mediciones de tamaño de 

partícula en los métodos M1 y PS2 se determinaron en DynaPro99 y para PSR3-6 en instrumentos Zetasizer NanoDS. 



 
 

 
   
 

63 

debe aplicar una energía externa alta porque el proceso no es espontáneo, permitiendo que el FS reduzca la 

energía requerida al reducir la tensión superficial en la interfaz aceite-agua (Tadros et al., 2004).  

Las formulaciones m1, m2 y m3 inicialmente fueron obtenidas por el método 1, premezclado manual 

(TAm) (TAM) y el método 2, premezclado mecánico (TAM) y con 15 minutos de sonicación a 15ºC. 

Ambos métodos utilizan las mismas concentraciones fijas de tensoactivo no iónico PS80, variando el ácido 

oleico a 1.5, 2.0 y 2.5% con la relación FO:FS:FW de [1.5:5.0:93.5]; [2.0:5.0:93.0] y [2.5:5.0:92.5] 

respectivamente, completándose con agua al 100%. Finalmente, las NE obtenidas por el método 1 TAm-

TAM se les determinó los diámetros de tamaño de partícula [D(nm)1:D(nm)2] de las muestras m1, m2 y m3 

se determinó por DLS el diámetro de las partículas inicial (t0) son [10(nm)1:74.6(nm)2]m1; [9.6 (nm)1:90.0 

(nm)2]m2 y [9.2 (nm)1:73.2(nm)2]m3 y a 1 mes de almacenamiento (t1) [53.4(nm)]m1; [76.2(nm)]m2 y 

[63.3(nm)]m3; y las muestras M1, M2 y M3 obtenidas por TAM se determinó por DLS el diámetro de las 

partículas inicial (t0) son [21.8(nm)1:194.6(nm)2]M1; [21.2(nm)1:220.0(nm)2]M2 y [20.0(nm)1:200.0(nm)2]M3 

y a 1 mes de almacenamiento (t1) [120.0(nm)]M1; [112.0(nm)]M2 y [118.0(nm)]M3, Tabla 16. 

 

Tabla 16. Caracterización de las muestras 1, 2 y 3 obtenidas por: a) método Tam-TAM y b) método TAM por 
determinación de tamaño de partícula en tiempo inicial y 30 días por DLS. 

 
a)TAm- TAM 

 
H 

[D (nm) / [Rh (nm)] 

          (T0)                              (T30) 

% Masa 

        (T0)             (T30) 

DLS [Rh (nm)] 

(T0)              (T30) 

 

m1 

 

1 

2 

 

10.0 / 5.0 

74.6 / 37.3 

 

53.4 / 26.7 

 

3.8 

96.2 

 

100 

 

 

m2 

 

1 

2 

 

9.6 / 4.8 

90.0 / 45.0 

 

76.2 / 38.1 

 

1.8 

98.2 

 

100 

 

m3 

 

1 

2 

 

9.2 / 4.6 

73.2 / 36.6 

 

63.6 /31.8 

 

1.6 

98.4 

 

100 

 
b) TAM 

 
H 

[D (nm) / [Rh (nm)] 

          (T0)                                (T30) 

% Masa 

        (T0)              (T30) 

DLS [Rh (nm)] 

(T0)             (T30) 

 

M1 

 

1 

2 

 

21.8 / 10.9 

194.6 / 97.3 

 

120 / 60 

 

1.0 

99.0 

 

100 

 

 

M2 

 

1 

2 

 

21.2 / 10.6 

220.0 /110.0 

 

112 / 56 

 

0.6 

99.4 

 

100 

 

M3 

 

1 

2 

 

20.0 / 10.0 

200.0 /1 00 

 

118 / 58 

 

1.0 

99.0 

 

100 
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Las muestras m1, m2 y m3, obtenidas por TAm-TAM y las muestras M1, M2 y M3, por TAM son 

inicialmente sistemas bimodales y pasan a monomodales después de 30 días de almacenamiento a 

temperatura ambiente, con una tamaño de partícula de (D/Rh)nm de [(53.4/26.7)nm]m1; [(76.2 /38.1)nm]m2 

y [(63.6/31.8)nm]m3. Para las muestras con método TAM presentaron [(120/60)nm]M1 [(112/56)nm]M2 y 

[(118/58)nm]M3, donde estas últimas son partículas más grandes a diferencia de las primeras que se 

separaron a los 6 meses. Aunque ambos permanecieron con partículas dentro del límite de 100 nm 

máximo de diámetro de tamaño de partícula. El comportamiento térmico de las muestras M1, M2 y M3 se 

observan en los termogramas a T0 y T30 días que se muestran en la figura 5. Donde el comportamiento 

térmico a tiempo inicial (T0) es diferente después de un mes de almacenamiento (T30) con un 

desplazamiento del evento térmico a la derecha, que indica, que se requiere de mayor temperatura para 

que se lleve a cabo la degradación y con ello mayor estabilidad. 

 

DSC 

a)   Tiempo inicial (T0)                                                       b)   Tiempo 30 días (T30) 

         

Figura 5. Caracterización por el comportamiento térmico de las muestras M1, M2 y M3 obtenidas por el 
método 1, a tiempo: a) inicial y b) después de 30 días de almacenamiento a temperatura ambiente utilizando 
DSC. 
 

Las NE utilizaron el método 2A que consiste en la combinación de premezclado mecánico (TAM) y 

posterior mezclado por sonicación (TAU) o sea el método {TAM:TAU} y variando el tiempo: a) método 

M1, {TAM:TAU} por 5 min a 20ºC = {TAM:TAU}M1 y b) el método PS2, {TAM:TAU} durante 15 min a 

20ºC = {TAM:TAU}PS2 que mediante análisis visual se observó la separación macroscópica en algunos de 

ellos. Posteriormente se realizaron modificaciones de los métodos de M1 y PS2 los cuales se mostraron en 

los métodos PSR3-5, hasta obtener el método PSR6 para lograr la estabilidad y la disminución del tamaño 

de partícula necesarias.  

La caracterización por el tamaño de partícula se utilizaron técnicas ópticas para determinar indirectamente 

la refracción de la luz de estas partículas con DLS (Ashizawa 2019) y se almacenaron a temperatura 

ambiente en ausencia de luz que simularon el envejecimiento a condiciones normales. Los tamaños de 

partícula para sistemas obtenidos usando los métodos M1 y PS2 se determinaron al principio, t0, y al final 
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del período de almacenamiento inicial de 1 mes, t1. Los tamaños de partícula de los sistemas mediante los 

métodos PSR3-6, se determinaron al principio (inicial), t0, y después de doce meses, t12, debido 

principalmente a la mejora de la estabilidad.  

Los métodos M1, M2 y M3 se obtuvieron con TAM y TAU durante 15 min a 15ºC obteniendo diámetros 

hidrodinámicos de la partícula en sistema bimodal {D(nm)/[%PD/IPD]1;[D(nm)/[%PD/IPD]2} de dichas 

muestras a t0 fueron {194.6(nm)/[15.5]1;21.8(nm)/[33.8]2}M1a; {220.0(nm)/[18.8]1;[21.2(nm)/[40.5]2}M1b y 

{[200.0(nm)/[17.2]1;[20.0(nm)/[40.1]2}M1c. La estabilización del sistema monomodal ocurrió después de 

un mes de almacenamiento: t1 {120.0(nm)/[29]}M1; {113.6(nm)/[28.4]}M2 y {103.2(nm)/[25.8]}M3, 

presentando mayores tamaños de partícula que las muestras producidas usando el método PS2a-c, que usó 

premezclado mecánico por 30 min y seguido por homogeneización ultrasónica durante 15 min a 20ºC, ver 

tabla 17a. Dicha metodología PS2a-c obtuvo sistemas bimodales a t0 

{74.6(nm)/[15.8]1;[10.1(nm)/[39.9]2}PS2a;{90.0(nm)/[20]1;[9.7(nm)/[53.5]2}PS2b;{73.2(nm)/[13.6]1;[9.2(nm

/[29.4]2}PS2c y después de un mes de almacenamiento se estabilizaron a sistemas monomodales a t1 

{53.4(nm)/[27.7]}PS2a; {76.2(nm)/[38.1]}PS2b y {[63.6(nm)/[31.8]}PS2c y a doce meses: t12 

{52.2(nm)/[0.2]}PS2a; {42.0(nm)/[0.31]}PS2b y {95.0(nm)/[0.29]}PS2c, ver tabla 17b. Un efecto similar fue 

obtenido por Tang y colaboradores, quienes determinaron un efecto del tamaño de partícula y la reducción 

de IPD en NE con 30 minutos de premezclado (Tang et al., 2013). 

Las NEO/W obtenidas en la primera formulación: M1a-c, (TAM)M1 y la segunda formulación: método PS2, 

{TAM:TAU}PS2, se diferencian en la temperatura de emulsificación de 15 ± 2°C y 20 ± 2°C, (t0) 

respectivamente, la diferencia pequeña de 5ºC en la temperatura de emulsión entre los métodos favorece la 

reducción del tamaño de partícula en poblaciones bimodales (Tabla 17). Posteriormente, en las muestras 

obtenidas por el método M1, se observó una separación física después de 12 meses de almacenamiento, 

con un aumento en el tamaño de partícula en la NE y, por lo tanto, fue descartado. El análisis DLS ha 

demostrado que las muestras presentaron inicialmente un comportamiento bimodal y que después de 30 

días de almacenamiento a temperatura ambiente, ambos sistemas se reestructuraron para ser monomodales 

y con IPD menor, sin embargo, el método PS2 obtuvo sistemas mas estables, ver Tabla 17. La prueba 

inductiva de la estabilidad de un sistema nanoestructurado es la ultracentrifugación, por lo cual, la 

diferencia en turbidez quedó en evidencia con los resultados de centrifugación a 10,000 rpm por 30 min. 

Existe una relación directa entre el aumento de temperatura y la ruptura de la fase oleosa, favoreciendo la 

formación de gotas más pequeñas a escala nanométrica, más transparentes y de mayor estabilidad, que 

resisten la ultracentrifugación (Shafiq et al., 2007b). 
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Tabla 17. Comparación de las condiciones de estudio para obtener NEO/W y sus efectos sobre el tamaño de 
partícula (D [nm]) y polidispersidad/índice de polidispersidad (% PD/IPD). Los sistemas M1, PS2 y PSR3-5 
todos tienen una distribución multimodal. 

 

Orden de adición de FS en las fases FO o FW. El estudio se basa en la variación del orden de 

adición de los excipientes, para evaluar el efecto de la disolución del tensoactivo en la fase acuosa o en la 

oleosa, midiendo el tamaño de partícula y su comportamiento térmico para determinar la estabilidad del 

sistema.  

Los resultados de las pruebas preliminares fueron obtenidos con una misma formulación en una relación 

de concentración FO:FS:FW [2.5:5.0:92.5] utilizando el método 2 {TAM:TAU} y variando el orden de 

adición de la FS: a) método 2, la mezcla FO:FS:FW se adicionaron todos los excipientes en una sola vez; b) 

método 2A, donde la FS se adicionó en la FW y c) método 2O, la FS fue adicionada en la FO, para obtener los 

tamaños de partículas que se muestran en la tabla 18.  

El método 2, obtuvo un sistema bimodal con diámetros de partícula: [(D/Rh)nm] de 

[(20.1/10.6)nm;(221.8/110.9)nm]2 con un IPD de 0.98; el método 2A, con un sistema monomodal con 

partículas de [(60.8/30.4)nm]2A con un menor IPD de 0.45 y el método 2O, también tiene una  distribución 

monomodal de partículas con [(73.2/36.6)nm]2O y  con un medio IPD de 0.71.  

 

Método 
Adición 

de FS 

T ºC [FO]:[FS] 

Tamaño de partícula 

 
t0 

D (nm) 

[% PD/IPD] 
t1 

D (nm) 

[% PD/IPD] 
t12 

D (nm) 

[% PD/IPD] 

 

 

a) 

M1a 

FW 

(2A) 
15 ± 2 

1.5:5.0 
194.6/21.8 

[15.5/33.8] 

120.0 

[29] 

--- 

[---] 

M1b 2.0:5.0 
220.0/21.2 

[18.8/40.5] 

113.6 

[28.4] 

--- 

[---] 

M1c 2.5:5.0 
200.0/20.0 

[17.2/40.1] 

103.2 

[25.8] 

--- 

[---] 

 

 

b) 

PS2a 

FW 

(2A) 
20 ± 2 

1.5:5.0 
74.6/10.1 

[15.8/39.9] 

53.4 

[26.7] 

52.2 

[0.2] 

PS2b 2.0:5.0 
90.0/9.7 

[20/53.5] 

76.2 

[38.1] 

42.0 

[0.31] 

PS2c 2.5:5.0 
73.2/9.2 

[13.6/29.4] 

63.6 

[31.8] 

95.0 

[0.29] 

 Para los sistemas obtenidos por los métodos M1, y PS2, los tamaños de partícula se determinaron al 
comienzo, t0, después de un mes, t1, o después de doce meses, t12, de almacenamiento a temperatura 
ambiente en ausencia de luz. Las mediciones de tamaño de partícula en los métodos M1 y PS2 se 
determinaron en el dispersor DynaPro99. 
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Las muestras 2, 2A y 2O se estudiaron en los termogramas obtenidos por el método DSC 3 x 3 

observándose, que el método 2 tiene un diferente comportamiento térmico comparado con las muestras 2A 

y 2O, las cuales tienen similares termogramas que indican tener estabilidad similar (Tabla 18). 

 

Tabla 18. Tabla comparativa de las muestras: a) 2, b) 2A y b) 2O diámetros/radios hidrodinámicos de 
partículas en nanómetros de los métodos 2, 2A y 2O utilizando DLS y los gráficos comparativos del 1°, 2° y 3er 
termogramas de los métodos 2A y 2O, utilizando DSC. 

 

Método premezclado-sonicación-reposo: PSR. Los métodos PSR se obtuvieron por la variación del 

método PS o {TAM:TAU}PS en el que se intercalaron intervalos de tiempo de 2.5 min de reposo (R) entre 

los períodos de sonicación de 2.5 min (método 2.5´x 2.5´) y manteniendo la temperatura de 20 ± 2°C con 

baño de hielo. Las muestras PS2a-2c y PSR3 fueron obtenidas variando el orden de adición por el método 2A 

o el método 2O respectivamente, manteniendo la misma concentración porcentual de FO:FS (2.5:5.0) a 

temperatura de 20± 2ºC. Dicha modificación produjo inicialmente sistemas [bimodales]PS2a-c y 

[monomodales]PSR3 que se estabilizan después de t12 de almacenamiento, tal como se muestra en la tabla 

19.  

Las muestras PS2a-c son bimodales a t0: [74.6(nm)1;10.1(nm)2]PS2a; [90.0(nm)1;9.7(nm)2]PS2b y [73.2(nm)1; 

9.2(nm)2]PS2c, estabilizándose a monomodales, después del almacenamiento a t12 [52.2(nm)]PS2a; 

[42.0(nm)]PS2b y [95.0(nm)]PS2c, ver tabla 19a. Para la muestra PSR3 presentó partículas de diámetros e 

M H D (nm)  Rh (nm) M(%) IPD DLS DSC 

a) 

 

2 

 

1 

 

20.1 

 

10.6 

 

99.4 

 

 

0.98 

  

2 

 

221.8 110.9 0.6 

b) 

 

2A 1 

 

 

60.8 30.4 100 0.45 

  

c) 
 

 

2O 

 
 

1 

 

 

73.2 36.6 100 0.71 

  

Abreviaturas: método (m); métodos 2 (TAM:TAU); método 2A {TAM:TAU} FS en FW; método 2O {TAM:TAU} FS en FO; 

porciento en masa de distribución del histograma (%M) y radio hidrodinámico en nanómetros [Rh (nm)]. 
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índice de polidispersidad a t0 de [60.3(nm)]PSR3 e IPD [0.64)]PSR3 y a t12 se mantienen monomodales a t12, 

[63.0(nm)]PSR3 e IPD [0.27]PSR3, (ver tabla 19b). Comparativamente a t12 el método 2A obtiene tamaños 

menores en las muestras [(52 nm)]PS2a ; [(42 nm)] PS2b y [(95 nm)] PS2c que el [63.0(nm)]PSR3 , esto se debió 

a que el valor log P de 7.73 de AO al ser más lipófilo se favorece una reducción en el tamaño de las 

pequeñas gotas que forman la FO, que cuando se añadió PS80 a la FO produjo partículas más pequeñas, 

favoreciendo la rápida formación de una microemulsión con muy poca energía (Maibaum et al., 2004) que 

cuando el PS80 se adiciona a la FW, debido a que diferencia, el log P de 4.69 de PS80 que es más hidrófilo y 

favorece la solubilidad FS en la FW, prefiriendo el aumento en las formas micelares que están relacionadas 

con una mayor afinidad de FO a FS, cuando FS es parcialmente secuestrada por la FW. Sin embargo, la 

aplicación de alta energía reduce el tamaño de partícula para formar NE, ver tabla 19. 

 

Tabla 19. Comparación de las metodologías 2A y 2O a temperatura de emulsión (TºC)Emul de 20 ºC, 
determinando los diámetros de partículas en nanómetros y la polidispersidad/índice de polidispersidad 
(% PD/IPD) de los métodos PS2a-c y PSR3. 

 

Temperatura de emulsión y velocidad de enfriamiento. El estudió del efecto de la temperatura de 

emulsión y la influencia de la velocidad de enfriamiento de la emulsión en el tamaño de partícula y en el 

comportamiento térmico de las muestras fueron determinados en los estudios preliminares y finales.  

Los estudios preliminares se realizaron a 70ºC fijos y se varió el método de disolución del FS en la FW 

(método 3A) obteniendo las tres muestras (3A1, 3A2 y 3A3) con una relación [D(nm)/IPD] de 

[(62.7)nm/0.39]3A1; [(55.4)nm/0.26]3A2 y [(69.3)nm/0.71]3A3 que resultaron ser mayores que las tres 

muestras (3O1, 3O2 y 3O3) [(53.7)nm/0.23]3O1; [(59.8)nm/0.31]3O2 y [(61.1)nm/0.31]3O3 obtenidas por el 

método 3O, de disolución del FS en la FO, cuyos resultados mostraron tener una relación inversa del tamaño 

de partícula a la temperatura de emulsión a 70ºC, tal como se muestra en la tabla 20. El comportamiento 

                Método 
Adición 

de FS 

 

(TºC)Emul 

 

[FO]:[FS] 

Tamaño de partícula 

t0 
D (nm) 

[% PD/IPD] 
t1 

D (nm) 

[% PD/IPD] 
t12 

D (nm) 

[% PD/IPD] 

 PS2a 

FW 

(2A) 
20 ± 2 

1.5:5.0 
74.6/10.1 

[15.8/39.9] 

53.4 

[26.7] 

52.2 

[0.2] 

a) PS2b 2.0:5.0 
90/9.7 

[20/53.5] 

76.2 

[38.1] 

42.0 

[0.31] 

 PS2c 2.5:5.0 
73.2/9.2 

[13.6/29.4] 

63.6 

[31.8] 

95.0 

[0.29] 

b) PSR3 
FO 

(2O) 
20 ± 2 2.5:5.0 

60.3 

[0.64] 

--- 

[---] 

63.0 

[0.27] 
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térmico de las muestras 3A y 3O son muy similares y no se observa una diferencia en los termogramas 

método DSC 3x3. 

 
Tabla 20. Comparación del efecto de la temperatura de emulsión de 70º C. 1) método de disolución del 
tensoactivo en la fase acuosa (Método 3A): 1a) efecto de la temperatura en el tamaño de partícula y 1b) 
comportamiento térmico, y 2) método de disolución del tensoactivo en la fase oleosa (Método 3O): 2a) efecto de 
la temperatura de emulsión en el tamaño de partícula y 2b) comportamiento térmico y el diámetro (nm)/ IPD. 

 
1) 3A [D nm/IPD]=[62.7nm/0.39]1 

DLS                       DSC 

2) 3A [D nm/IPD]=[55.4nm/0.26]2 

DLS                       DSC 
3) 3A [D nm/IPD]=[69.3nm/0.71]3 

DLS                             DSC 

   
1) 3O [D nm/IPD]=[53.7nm/0.23]1 

DLS                           DSC 
2) 3O [D nm/IPD]=[59.8nm/0.31]2 

DLS                            DSC 
3) 3O [D nm/IPD]= [61.1nm/0.31]3 

DLS                            DSC 

   

 

Muestras finales PSR4 y PSR5: temperatura de emulsión a 70°C. Las pruebas finales para 

determinar el efecto de la temperatura de emulsión a 70ºC se realizaron mediante dos métodos variando la 

velocidad de enfriamiento lenta y rápida. Las muestras PSR4a y PSR4b dispersaron por el método 3A y se 

emulsionaron a 70ºC, controlando el enfriando lento y rápido a 20ºC respectivamente. Comparativamente, 

las muestras PSR5a y PSR5b dispersaron por el método 3O y se emulsionaron a 70ºC enfriándose lenta o 

rápidamente utilizando baño con hielo, respectivamente. Los resultados de la relación entre el tamaño de 

partícula y polidispersidad [D(nm)]/[% PD/IPD] fueron determinados al inicio (t0) y después de doce 

meses (t12) de almacenamiento a temperatura ambiente. La muestra PSR4a con enfriamiento lento tuvo una 

relación de [(124.0/0.29)nm]t0 disminuyendo a (88.7/0.76)nm]t12 y la PSR4b con enfriamiento rápido 

obtuvo una disminución similar del tamaño de partícula de [(138/0.71)nm]t0 a [(88.8/0.5)nm]t12. Sin 

embargo, la muestra PSR5a con enfriamiento lento, no presentó una gran disminución durante el 

almacenamiento de [(119.0/0.26)nm]t0 a [(104.6/0.89)nm]t12 a diferencia de la muestra PSR5b con 

enfriamiento rápido que disminuyo de [(119.7/0.31)nm]t0 a [(86.4/0.49)nm] t12, tal como, se muestra en la 

tabla 21.  

El incremento en la temperatura de emulsificación se justificó esperando favorecer la emulsificación, 

tratando de romper las gotas grandes de la FO, produciendo muchas gotas pequeñas. Además, al alcanzar 



 
 

 
   
 

70 

el punto de ruptura de gotitas, una velocidad de enfriamiento rápida debió preservar la estabilidad de las 

gotas más pequeñas, en lugar de una velocidad de enfriamiento lenta, que conducirían a la maduración, 

como se observó quela relación [D (nm)/% PD/IPD] después del periodo de estabilidad para el método 

PSR5a con partículas de [104.0nm/0.89]t12, en comparación con el PSR5b de [86.4nm/0.49]t12 

comparativamente, con el método PSR4a a que no tuvieron diferencias entre las partículas de 

[88.7nm/0.76]t12 en comparación con el PSR4b de [88.8nm/0.50]t12 con la agitación rápida. Tabla 21 

 
Tabla 21. Comparación de las condiciones para obtener una NEO/W a temperatura de emulsión (Temul) de 70ºC 
y la velocidad de enfriamiento (VEf), determinando el tamaño de partícula D(nm) y polidispersidad/índice de 
polidispersidad [%PD/IPD] en los métodos PSR4 y PSR5 que tienen una distribución monomodal. 

 

Efecto del tiempo de maduración con el tamaño de partícula. La muestra m3O con la 

formulación que tiene relación de concentraciones FO:FS:FW [2.0:5.0:93.0] obtenidas por el método 3O que 

se sometió a periodos de almacenamiento a temperatura ambiente y resguardada de la luz. 

Estudios preliminares de las variaciones del tamaño de partícula en las primeras 48 horas. 

El estudio a corto plazo del efecto del tiempo de maduración se evaluó inicialmente en las primeras 48 

horas  almacenamiento determinando la variación del tamaño de partícula y su comportamiento térmico en 

periodo corto de tiempo, desde el inicio, t0, un día después al tiempo, t24 hasta el tiempo t48. 

La muestra 3O presentó un comportamiento bimodal de [D(nm)/%PD/IPD]: a) al inicio: [83.4nm/0.90]t0; a 

las tiempo 24 horas, [8.0nm/0;108.8nm/1.18]t24; y a las 48 horas, [8.4nm/0.0;91.8nm/0.78]t48, sin 

presentar cambios representativos en las primeras 48 horas, ver la tabla 22a, b, c, d y e. El estudio 

comparativo de las nanoemulsiones analizadas por el método DSC 3x3 a T0, T24 y T48 muestran un 

comportamiento térmico en su primer calentamiento con un evento aproximadamente a los 60º C que es 

Método Adición de FS 
Temul 

VEf 
[FO]:[FS] 

Tamaño de partícula 

t0 
D (nm) 

[% PD/IPD] 
t1 

D (nm) 

[% PD/IPD] 

t12 
D (nm) 

[% PD/IPD] 

PSR4a 
FW 

(3A) 

70 a 25 lento 2.5:5.0 
124.0 

[0.29] 

--- 

[---] 

88.7 

[0.76] 

PSR4b 70 a 25 rápido 2.5:5.0 
138.8 

[0.71] 

--- 

[---] 

88.8 

[0.50] 

PSR5a 
FO 

(3O) 

70 a 25 lento 

2.5:5.0 

119.0 

[0.26] 

--- 

[---] 

104.6 

[0.89] 

PSR5b 70 a 25 rápido 
119.7 

[0.31] 

--- 

[---] 

86.4 

[0.49] 

Para los sistemas obtenidos por los métodos PSR4-5, los tamaños de partícula se determinaron al comienzo, t0, después de un mes, 

t1, o después de doce meses, t12, de almacenamiento a temperatura ambiente en ausencia de luz.  

Las mediciones de tamaño de partícula para P SR4-5 se determinaron en el instrumento Zetasizer NanoDS. 
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similar en todos los tiempos, ver la tabla 22ª. En el 2º y 3er calentamiento se elimina el evento que apareció 

en el 1er calentamiento, ver la tabla 22b. Las corridas completas a T0, T24 y T48 analizadas con el método 

DSC 3x3 descritas en la tabla 22f, g y h, respectivamente, ratificando los resultados descritos en la 1ª y 3ª 

corridas. 

 

Tabla 22. Comparación en el tamaño de partícula y su comportamiento térmico de nanoemulsiones en 
periodos cortos de tiempo, determinadas desde inicio (T0), a las 24 (T24) y a las 48 horas (T48) obtenidas con el 
tensoactivo polisorbato 80 (PS80-2), utilizando DLS y DSC    

 

DLS DSC T0 ,T24 y T48 

a)  1ª corrida                                  b) 3ª corrida 

T(h) D(nm) Rh(nm) %M IPD  

T0 - - 0 - 

  

83.4 41.7 100 0.9 

T24 8.0 4.0 99.8 0 

108.8 54.4 0.2 1.18 

T48 8.4 4.2 97.8 0 

91.8 45.9 2.2 0.78 

DLS 

  c) T0                                                               d ) T24                                                           e)  T48 

   

DSC  1ª, 2ª y 3ª corrida 

  f)  T0                                                          g )  T24                                                               h) T48 

   

Abreviaturas: Tiempo en horas (Th); Tamaño de partículas en nanómetros, Tp (nm); porcentaje en masa de la distribución 

(%M) e Índice de polidispersidad (IPD). 



 
 

 
   
 

72 

Muestras finales PSR6: Estudio del orden de adición de la FW. Para determinar el efecto del 

orden de adición de la FW se realizó  la muestra PSR6a con una formulación con 2.0% de FO agregándole el 

50% de FW, posteriormente se añadió 5.0% de la FS y completando la formulación con el 100% de la FW. 

La metodología al 100% de la FW se realizó con 1.5, 2.0 y 2.5% de FO para obtener las muestras PSR6b, 

PSR6c y PSR6d, respectivamente, Los resultados de las distribuciones (DS) del tamaño de partícula de las 

muestras PSR6a tuvieron una relación del tamaño de partícula y polidispersidad [D (nm)/% PD/IPD] de 

[529nm/0.68;13.41nm /0.43]PSR6a con una distribución bimodal, véase la Tabla 23. 

 
Tabla 23. Las condiciones para obtener NE O/W y sus efectos sobre el tamaño de partícula D(nm) y 
polidispersidad/índice de polidispersidad [% PD/IPD]. 

 

Para los métodos PSR6b-d, todos los componentes FO:FS:FW se pre-mezclaron al mismo tiempo y más tarde 

se sometieron a energía ultrasónica a 15 ± 2ºC, como temperatura de emulsificación, con diferentes 

concentraciones de FO, 1.5, 2.0 y 2.5% para PSR6b; PSR6c y PSR6d respectivamente. Este método 

proporcionó el premezclado necesario, así como la energía requerida, a través de la sonicación, para 

generar semillas de todos los componentes y, al mismo tiempo, retenía el enfriamiento del sistema para 

generar tamaños pequeños y distribuciones más estrechas de las partículas. [D (nm)/ % PD/IPD]. 

Los resultados obtenidos permitieron comparar el método PSR6b y PSR6d que presentaron distribuciones 

bimodales con [528nm/0.83;11.86nm/0.37]PSR6b y partículas de [140.2nm/0.59;15.82nm/0.44]PSR6d, 

respectivamente. A diferencia del método PSR6c que tuvo una distribución monomodal con partículas de 

[61.37nm/0.51]PSR6c. La muestra PSR6c se determinó como la formulación final y se repitió por triplicado, 

identificándose como el método de PSRFinal, con 2.0% de FO, 5% de FS y 93% de FW, obteniendo un 

Método Adición de FS 
Temul 

VEf 
[FO]:[FS] 

Tamaño de partícula 

DS1 
D (nm) 

[% PD/IPD] 
DS2 

D (nm) 

[% PD/IPD] 
DS3 

D (nm) 

[%PD/IPD] 

PSR6a [FO:FW]50% 15 ± 2 2.0:5.0 
529.0 

[0.68] 

13.41 

[0.43] 

--- 

[---] 

PSR6b [FO:FW]100% 15 ± 2 1.5:5.0 
528.0 

[0.83] 

11.86 

[0.37] 

4554 

[0.19] 

PSR6c [FO:FW]100% 15 ± 2 2.0:5.0 
61.37 

[0.51] 

--- 

[---] 

--- 

[---] 

PSR6d [FO:FW]100% 15 ± 2 2.5:5.0 
140.2 

[0.59] 

15.82 

[0.44] 

--- 

[---] 

Tamaños de partículas de PSR6-PSRF fueron medidos en un Zetasizer NanoDS instruments. Monodisperso (MD) y Polidisperso 

(PD). Los sistemas fueron obtenidos por los métodos M1, PSR6 y PSRF, los tamaños de partículas fueron determinadas a 

almacenamiento a temperatura ambiente en ausencia de luz. 
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promedio de [71.86nm/0.42], manteniendo una distribución monomodal y buena reproducibilidad. Dado 

que las fracciones de peso empleadas no proporcionan proporciones molares, fue necesario evaluarlas para 

determinar la importancia estructural en dicha buena estabilización.  

Así, los tamaños nanométricos más pequeños se encontraron para PSR6c con una relación FO:FS 

[AO]/[PS80]=0.0708/0.0382=1.85 [mol·L 1] con (2.0% de FO y 5% FS) proporciones en este trabajo que 

presentó partes del AO están cubiertas/estabilizadas por una parte de PS80, dando lugar a partículas de 

71.86 nm, con un índice de polidispersidad (IPD) de 0.42. En comparación, para otros trabajos que 

presentaron una proporción de 0.74, por lo que haciendo el cálculo requeriría una relación FO:FS 

[AO]/[PS80]=0.0708/0.0956=0.74 [mol·L 1] con (2.0% de FO y 12.5% FS), dicha proporción de 0.74 

produjeron microemulsiones con 500 nm, incluso, utilizando cotensoactivos como propilenglicol (Abd-

Allah et al., 2010). Para PSR6b, las proporciones fueron de [AO]/[PS80]=1.39 (con 1.5% de FO y 5% FS), 

mientras tanto para PSR6d, las proporciones fueron de [AO]/[PS80]=2.32 (con un 2.5% de FO y un 5% FS) 

con tamaños e IPD descritos previamente y colocados en la tabla 23. Un análisis más profundo de esta 

información y resultados evidenciaron que el [AO]/[PS80]=1.85 proporción es un buen punto de equilibrio 

para encapsular casi la cantidad doble de FO en comparación con FS, prevaleciendo los tamaños 

nanométricos y las distribuciones más estrechas, que son muy buenos resultados en el diseño y la 

preparación de nanoemulsiones para diversos propósitos de aplicación. La relación entre la composición 

del factor intrínseco y la preparación del factor extrínseco determinó la reducción y la estabilidad de la 

NE, similar a los resultados informados por Gutiérrez y colaboradores (Gutiérrez et al., 2008). 

Muestras finales PSRF. El método PSRFinal es la repetición de PSR6c con 2.0% de FO y 5% de FS, 

desarrollando con relación D (nm)/[% PD/IPD] de [71.86nm/0.42] con buena reproducibilidad y 

distribución monomodal. Estos dos resultados se colocan en la tabla 24, ya que son los únicos dos ensayos 

que desarrollaron distribuciones monomodales y de manera complementaria, ver figura 6. 

Tabla 24. Verificación de la formulación final de la NE O/W comparando el tamaño de partícula (D [nm]) 
y polidispersidad/índice de polidispersidad [% PD/IPD]. 

Método Adición de FS 

 

Temul 

 

[FO]:[FS] 

Tamaño de partícula 

MD 
D (nm) 

[% PD/IPD] 
PD 

D (nm) 

[% PD/IPD] 
PD 

D (nm) 

[% PD/IPD] 

PSR6c FO:FW 100% 15 ± 2 2.0:5.0 
61.37 

[0.51] 

--- 

[---] 

--- 

[---] 

PSRFinal FO:FW 100% 15 ± 2 2.0:5.0 
71.86 

[0.42] 

--- 

[---] 

--- 

[---] 

Tamaños de partículas de PSR6- PSRF fueron medidos por DLS, Monodisperso (MD) y Polidisperso (PD). 

Los sistemas fueron obtenidos por los métodos M1, PSR6 y PSRF, su tamaño de partículas fue determinadas a almacenamiento 

a temperatura ambiente en ausencia de luz. 
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 PSR6a  PSR6b 

 PSR6c PSR6d 

PSRF 

Figura 6. Distribuciones de tamaño de diámetro [nm] por DLS de los sistemas obtenidos por los métodos 
PSR6a-d y PSRFinal. 

 

Etapa 3. Estudio de estabilidad  

El estudio de la estabilidad de las muestras a tiempo real se evaluó mediante el almacenamiento a 

temperatura ambiente y bajo resguardo de la luz durante un periodo de tiempo hasta que se presentaron 

inestabilidades, como cambios en apariencia física, separación de fases y cambios de color , así como por 

aumento de tamaño de partícula o distribuciones multimodales, siendo estos los parámetros de rechazo. 

Las muestras aprobadas se mantuvieron estables, durante un periodo mayor a 12 meses (t12), sin presentar 

En PSRF: F  significa la form laci n final  es na repe ici n de PSR6c. 
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cambios físicos durante el almacenamiento, evaluando su tamaño de partícula y polidispersidad por DLS y 

su comportamiento térmico por DSC (Tabla 24 y figuras de 9-12) y finalmente el tamaño de partícula se 

evaluó por TEM (figura 8). Las muestras estudiadas se obtuvieron por los métodos PSR2-6 (Tablas 19, 21 

y 23) y PSR6FINAL (Tabla 24) afirmando la premisa de la estabilización. 

Estudio de estabilidad por apariencia física 

Las nanoemulsiones obtenidas en el presente trabajo presentaron apariencia física homogénea, viscosidad 

baja (Mason et al., 2006) y color azul-rojiza (Figura 7a), por el efecto de dispersión de Rayleigh con una 

apariencia translúcida con tonos suaves rojizos cuando la luz es transmitida (Figura 7b y 7d) ligero azul 

con la luz refractada (Figura 7c y 7e) (Shafiq et al., 2007a) y que es característico por el tamaño de 

partícula de la FI en la FE, dándole sus propiedades fisicoquímicas como: dispersiones de tamaño 

nanométrico (Shah et al., 2010; Leong et al., 2009 y Shakeel et al., 2008a). Además, las nanoemulsiones, 

macroemulsiones y microemulsiones pueden diferenciarse principalmente por el tipo de estabilidad 

termodinámica o cinética, determinando el tamaño de partícula, la viscosidad, la densidad y de manera 

complementaria por apariencia visual del color: blanco característico en las macroemulsiones, 

transparente en las microemulsiones y translucido tornasol para las nanoemulsiones (ver Tabla 1). 

 

a)  b)  c)  

 

d) 

 

e) 

Figura 7. Comparación por apariencia: a) La muestra M4 presenta mayor transparencia y opacidad; b) 
Muestras M6 y M7 a contraluz; c) Muestra M6 y M7 con luz frontal; d) M2 a M6, se observa transparencia y 
opalescencia rojiza contra luz a diferencia de la M7 que presenta un color blanco y opacidad; e) M2 a M6, 
muestran transparencia y opalescencia rojiza contra luz a diferencia de la M7 que presenta un color blanco y 
opaco. 
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Morfología microscópica  

 
Para determinar el tamaño y la polidispersidad, así como la forma de estas NE obtenidas, se empleó 

microscopía electrónica de transmisión (TEM) para la mejor formulación PR6c/PSRFinal. Debido a la falta 

de los restos de agente de contraste cromóforos o relacionados en esta formulación, se necesitaban 

técnicas de tinción negativa, ya que este tipo de nanomotivos normalmente aparecen como gotas de luz 

sobre un fondo más oscuro, como también se reveló por la tinción de otros nanomotivos (Espinoza et al., 

2019; Buller 2017; Lambert y Rigaud 2003). Los resultados revelaron que, de hecho, el tamaño de estas 

nanoemulsiones oscilaba ca. 72 nm (motivos medidos 120-65 nm) de diámetro, resultaron casi isométricos 

y de conformación esférica. Estudios realizados en la caracterización de nanopartículas homogéneas de 

oro, compararón diferentes técnicas y criterios de medida para los métodos de rutina DLS, UV-VIS y HR-

TEM, encontrando que la diferencia entre el di metro efectivo promedio de 17.67 nm medido por HR-TEM es 

de aproximadamente un 20% mayor que el diámetro de 14.14 nm medido por DLS. Dichos resultados 

corroboran los obenidos en la NEFinal que presentaron tamaño de partícula mayores por TEM que las 

obtenidas por DLS (Botasini, 2020). Algunos motivos eran un poco más grandes que 100 nm, ver la 

microfotografía derecha en la Figura 8a. En ella se puede observar que la mayoría de ellos resultaron más 

pequeños que 100 nm, y estos se observan en la Fig. 8b, pero todos ellos conformaron la misma estructura 

esférica.  

 

 

Figura 8. Microfotografías TEM 100kx de PSR6c/PSRF (2% ácido oleico, 5% de polisorbato 80 y 93% de 
agua) evidenciando tamaños de partícula entre 65-120 nm. 
 

Estudio de estabilidad por calorimetría  

Las muestras obtenidas a través de los métodos PSR6b-d se caracterizaron adicionalmente por 

microcalorimetría mediante DSC, análisis de termogramas y deconvolución estadística obtenidos de cada 
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muestra a fin de determinar y comprender sus estabilidades (Schäffer et al., 2005; Dettler et al., 2011). El 

análisis de termogramas reveló que al menos dos eventos están presentes, uno de partida a 30ºC que se 

superpone con un segundo evento que comenzó ca. 50-60ºC según la muestra, lo que coincide con el 

punto de nube de PS80 a 65°C. Se sabe que este punto de nube se produce debido a la disminución de la 

solubilidad del PS80 en la fase acuosa y al aumento de su afinidad por la interfaz o la fase de aceite a esa 

temperatura (Kerwin et al., 2008). Posteriormente, en los ciclos de calentamiento segundo y tercero de los 

sistemas probados, se observaron ligeros cambios en las formas de la envoltura y la entalpía. Además, por 

la reorganización molecular en la NE, se observó una tendencia que indica que el calentamiento de las 

muestras alcanza ca. 120ºC y el retorno a 30ºC en la celda sellada produjeron un ligero efecto de 

desestabilización. Esto se debe a la maduración de Ostwald y como se analizó previamente, la temperatura 

de emulsificación se controló de manera importante a 15 ± 2°C para disminuir la maduración y promover 

la estabilidad (LI et al., 2013), por lo tanto, la energía proporcionada al sistema no era de naturaleza 

térmica sino a través de vibraciones por ultrasonidos. Los termogramas de la muestra PSR6c muestra 

desplazamiento hacia la derecha del ciclo 1 al ciclo 3, lo que indica que se requiere de mayor temperatura 

para que se lleve a cabo y con ello tiene una mayor estabilización del sistema, similar a lo que ocurre con 

la estabilidad o maduración en el tiempo de almacenamiento, ver figura 9b. Sin embargo, en los 

termogramas PSR6b y PSR6d se observa una desplazamiento hacia la izquierda del ciclo 1 al ciclo 3 

indicando que estos sistemas son menos estables, ver figura 9a y b. 

Los termogramas se normalizaron con las concentraciones de AO: a) 1.5% que equivale a 53.1 mM de AO 

en la muestra PSR6b; b) 2.0% que equivale a 70.8 mM de AO en PSR6c y c) 2.5% equivale a 88.5 mM de 

AO en la muestra PSR6d y todas con 5% de PS80 equivalente a 38.8 mM en los tres ciclos de calentamiento 

pudiéndose de erminar la H de cada sistema en kcal·mol-1 (Tabla 25). 

Los termogramas normalizados no mostraron una distribución simétrica en la envoltura de ninguno de los 

tres ciclos de calentamiento de las muestras PSR6b-d, en contraste, como se muestra en 2a-c, se observaron 

envolturas con formas complejas. A pesar de la complejidad, estas envolturas se conservaron en gran 

medida durante los tres ciclos de calentamiento y enfriamiento, lo que permite afirmar que la estructura de 

los ensamblajes en las formulaciones debe ser muy similar, incluso en el caso de una pequeña maduración, 

como se explicó previamente. Los alores de H (kcal mol-1) fueron 2698.27 (53.1 mM AO:38.8 mM 

PS80,) para PSR6b y 4788.56 para PSR6c (70.8 mM AO AO:38.8 mM PS80,) y 2869.12 en PSR6d (88.5 mM 

AO:38.8 mM PS80,). Esto en el primer ciclo de calentamiento, que debería corresponder con el 

comportamiento térmico de la NE, ver figura 9. Además, el análisis de la forma de la envolvente 

evidenció claramente varios procesos implícitos que pueden estimarse mediante el proceso de 

deconvolución de termogramas. Los termogramas normalizados con una distribución anormal de los 3 

ciclos de calentamiento de las muestras PSR6b PSR6c y PSR6d se sometieron a deconvolución para 
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de erminar el rea de la c r a o H en kcal mol-1 del sistema, se muestran en las figuras 10 a la 12. En los 

tres casos, se logró una confianza estadística entre curvas contorneadas y envolvente, ya que todo Chi2 no 

superó 1.06 y todos los cuadrados R ajustados están por encima de 0.99, los resultados se resumen en la 

tabla 25. Para reproducir las envolventes térmicas experimentales, se emplearon de 3 a 10 funciones 

gaussianas, utilizando un procedimiento iterativo que optimizó la altura, el ancho y la posición de cada 

curva gaussiana, minimizando la diferencia de capacidad de calor (Cp) observada y calculada en cada 

punto de la curva final. 

   

Figura 9. Termogramas estandarizados obtenidos por el método DSC 3x3 a partir de 3 ciclos de calentamiento 
de las muestras: a) PSR6b (1.5:5.0, FO:FS), b) PSR6c (2.0:5.0, FO:FS) y c) PSR6d (2.5:5.0, FO:FS). 
 
 
Tabla 25. Deconvolución de picos DSC, T [ C], H [kcal·mol-1], Capacidad calorífica Cp [kcal·(mol C)-1] y 
Ancho del pico a la mitad de la altura [APMA, C]. 

Pico/muestra 1 2 3 4 5 6 7 Entalpía 
H 

kcal·mol-1 

PSR6b; Ciclo 1; Chi2= 0.15368; Adj. R2= 0.99951; # puntos= 330; º grados de libertad=309; SS= 47.488  

T   38.2   49.9   63.7     75.6   93.5 102.8 108.8  

H 131.48 178.86 102.29 1356.79 632.34 248.53   47.98 2698.27 

Cp    8.90   12.25   10.22     46.81   33.35   20.86     7.64  

APMA   14.2   13.7    9.4     27.2   17.9   11.3     6.0  

PSR6b; Ciclo 2; Chi2= 0.14423; Adj.  R2= 0.99934; # puntos= 329; º grados de libertad=308; SS= 44.423 

T  34.7   47.4   62.4     77.6   93.2 101.7  107.6  

H  72.68 350.96 297.64 1070.44 518.04 247.73  118.95 2676.47 

Cp    6.30   17.90   18.0     41.3   29.8   20.8   14.9  

APMA   11.1   18.5   14.9     24.3   16.3   11.2     7.6  

PSR6b; Ciclo 3; Chi2= 0.12009; Adj.  R2= 0.99932; # puntos= 330; º grados de libertad=309; SS=37.109 

T 34.0   46.8   61.8    76.9   93.1 101.6 107.7  

H 65.02 337.04 236.82 1027.01 472.11 237.75 121.14 2675.76 

Cp   5.9   16.9   15.5    38.1   26.7   19.6   15.4  

APMA 10.7   18.7   14.3    25.3   16.6   11.4    7.5  

PSR6c; Ciclo 1 ; Chi2= 1.05187; Adj.  R2= 0.99848; # puntos= 329; º grados de libertad=314; SS=330.870 

T   37.2  50.0 ---     68.3 ---     87.5 102.3  
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Para PSR6b, la deconvolución estadística se alcanzó con 7 funciones gaussianas; para PSR6c con 5 

funciones; mientras tanto, para PSR6d se correlacionó con 6. Se realizaron pruebas adicionales para 

obtener deconvoluciones equivalentes con 5 a 7 curvas para comparar todas las series, pero esto no fue 

posible en ningún caso. Únicamente se obtuvieron resultados adecuados con el número de funciones 

gaussianas para cada caso, en el que se llegó a la convergencia requerida con la estadística necesaria para 

conseguir una buena descripción. Por lo que cada muestra debió describirse de manera eficiente con su 

propio número necesario de procesos térmicos. Sin embargo, para la misma muestra, pero con un ciclo de 

calentamiento diferente, esta condición del mismo número de funciones gaussianas se logró solo para la 

misma formulación. Estas diferencias también apuntan en la comprensión de las características 

H 236.32 584.61 --- 1883.19 --- 1570.00 514.42 4788.56 

Cp   16.6   27.1 ---     64.8 ---     67.8   38.0  

APMA 13.8 20.3 --- 27.3 --- 21.8 15.0  

PSR6c; Ciclo 2; Chi2= 0.80331; Adj.  R2=0.99851; # puntos= 329; º grados de libertad=314; SS=252.238 

T 36.4 48.0 --- 70.3 --- 90.6 103.8  

H 111.48 504.49 --- 2103.39 --- 1190.66 329.09 4239.13 

Cp 8.8 23.6 --- 63.7 --- 51.7 24.1  

APMA 12.1 20.1 --- 31.0 --- 21.7 13.1  

PSR6c; Ciclo 3; Chi2= 0.69929; Adj.  R2= 0.99817; # puntos= 330; º grados de libertad=315; SS=220.276 

T 37.9 53.6 --- --- 77.8 94.1 104.9  

H 146.26 989.76 --- --- 1714.88 720.49 265.55 3836.95 

Cp 9.3 35.6 --- --- 56.6 34.6 20.8  

APMA 15.3 26.3 --- --- 28.5 19.7 12.3  

PSR6d; Ciclo 1; Chi2= 0.16178; Adj.  R2= 0.99940; # puntos= 329; º grados de libertad=308; SS=49.827 

T 33.7 43.8 57.8 61.7 80.9 94.3 105.6  

H 55.62 249.85 6.55 866.09 1031.50 532.55 126.94 2869.12 

Cp 56.8 14.6 1.8 33.6 41.3 28.3 11.2  

APMA 9.5 16.1 3.3 24.1 23.4 17.8 10.9  

PSR6d; Ciclo 2; Chi2= 0.08126; Adj.  R2= 0.99961; # puntos= 330; º grados de libertad=312; SS= 25.352 

T 33.8 43.9 58.6 --- 79.0 94.1 106.1  

H 28.09 182.02 667.46 --- 1001.90 516.29 99.0 2495.03 

Cp 3.4 10.5 25.9 --- 37.4 27.5 92.6  

APMA 7.7 16.4 24.2 --- 25.1 17.7 10.3  

PSR6d; Ciclo 3; Chi2 =0.05622; Adj.  R2= 0.999660; # puntos= 330; º  grados de libertad=312; SS=17.541 

T 36.4 47.5 64.6 --- 82.6 94.9 103.3  

H 65.24 242.21 788.30 --- 647.94 421.74 88.51 2253.96 

Cp 5.1 12.2 28.0 --- 27.9 24.3 8.4  

APMA 12.2 18.6 26.4 --- 21.7 16.3 10.0  
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fisicoquímicas de cada formulación, como se discutirá más adelante. Una comparación calorimétrica 

simple entre muestras obtenidas en los métodos PSR6b-d indica claramente que PSR6c con [O]/[S]=1.85 

proporcion  sis emas m s es ables con na barrera rmica de es abili aci n ( H) de 4788.56 kcal mol-1. 

Esta proporción resultó muy estable, ya que la diferencia de entalpía para tal muestra es aproximadamente 

1919.44 kcal·mol-1 más estable que PSR6d, con [FO]/[FS]= 2.32 ( H = 2869.12),  2090.29 kcal mol-1 más 

estable que PSR6b, con [FO]/[FS]= 1.39 ( H = 2698.27). Siendo la seg nda m es ra m s es able q e con 

[[FO]/[FS]=2.32. Este análisis proporcionó criterios de formulación claros en función de [FO]/[FS]> 1.85 

pero <2.32 para generar tamaños pequeños, distribuciones más estrechas y también estabilidad térmica. 

Los termogramas de la muestra PSR6b en el primer, segundo y tercer ciclo de calentamiento se 

normalizaron en función del 1.5% (p/p) FO, con una concentración molar de 52.7 mM, 5.0% (w/w) con 

una molaridad de 38.16 mM de FS y 93.5% de FW. Los termogramas representan 91.16 mM (FO+FS), con 

H (kcal·mol-1) de 2698.27, 2676.47 y 2675.76 respectivamente.  

La formulación de PSR6c, compuesta de 2.0% FO, 5.0% FS y 93% FW, se normalizó a concentraciones 

molares de 70.4 mM de FO y 38.16 mM de FS, que corresponden a 2:5 (FO:FS). La concentración total en 

la formulación de PSR6c resultó en 108.57 mM (FO+FS), con H (kcal mol-1) de 4788.56, 4239.1 y 

3836.95, respectivamente. Los termogramas de la formulación de PSR6d en los ciclos de calentamiento 

primero, segundo y tercero se normalizaron en función del 2.5% (p/p) y una concentración molar de 88.50 

mM, 5.0% (p/p) con una molaridad de 38.16 mM de FS y 92.5% de W. La formulación de PSR6d, con una 

concentración total de 126.66 mM (FO+FS) dio como res l ado n H (kcal mol-1) de 2869.12, 2495.03 y 

2253.96, respectivamente. 

El comportamiento térmico y la estabilidad de la muestra de PSR6c presentaron una disminución total, 

de erminada como H (kcal mol-1) de 951.61, esto como resultado de la diferencia entre H de 4788.56 

(ciclo 1) y 3836.95 (ciclo 3); La formulación de PSR6d disminuyó su estabilidad debido al calentamiento 

térmico para una cantidad de H de 615.16 kcal·mol-1, bajando de H de 2869.12 (ciclo 1) a 2253.96 (ciclo 

3). Mientras tanto, la muestra de PSR6b ha mostrado una disminución de la estabilidad con un H de 

22.51 kcal·mol-1, como resultado de un H de 2698.27 (ciclo 1) a 2675.76 (ciclo 3). Sin embargo, esa 

red cci n de H es ma or en magni d para PSR6c, lo que significa una alta desestabilización térmica 

del sistema, esta muestra exhibió n al o H resid al de 3836.95 kcal mol-1, mayor en comparación con 

los alores iniciales de H (per enecien es al ciclo 1) en PSR6b y formulaciones PSR6d con H de 

1138.68 y 967 kcal·mol-1, respectivamente. Esta comparación evidencia claramente que la formulación de 

PSR6c es la más estable en estas tendencias, seguida de PSR6d y finalmente PSR6b. 

El análisis más detallado de los resultados de la deconvolución apunta a la comprensión de que tales 

procesos fueron necesarios para describir envolventes experimentales en muestras de PSR6b-d. 

Independientemente de los ciclos de calentamiento, la formulación PSR6b se describió detalladamente con 
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7 funciones gaussianas, ver Figura 10; PSR6c; con 5 funciones, ver Figura 11; y PSR6d con 6 funciones, 

consulte la Figura 12, como se indicó anteriormente. 

 

a) b) c) 

Figura 10. Los termogramas fueron normalizados por deconvolución en 3 ciclos de calentamiento de la 
muestra PSR6b y determinando su H kcal·mol-1 del sistema: a) ciclo 1, b) ciclo 2 y c) ciclo 3; la optimización 
de la deconvolución fue lograda con 7 curvas que describen el contenido estadísticamente. 
 

 

a) b) c)  

Figura 11. Los termogramas se normalizaron mediante la desconexión de 3 ciclos de calentamiento de la 
muestra PSR6c a a de e mi a  l  H kcal  m l-1 del sistema: a) ciclo 1, b) ciclo 2 y c) ciclo 3. La 
optimización de la deconvolución se logró con 5 curvas para describir estadísticamente la envolvente. 
a)  b) c)  

Figura 12. Los termogramas se normalizaron mediante la desconexión de 3 ciclos de calentamiento de la 
m e a PSR6d a a de e mi a  l  H kcal  m l-1 del sistema: a) ciclo 1, b) ciclo 2 y c) ciclo 3; La 
optimización de la deconvolución se logró con 6 curvas para describir estadísticamente la envolvente. 
 

PSR6b,ciclo 1 PSR6b,ciclo 2 
PSR6b, ciclo 3 

PSR6c, ciclo 1 PSR6c, ciclo 2 PSR6c, ciclo 3 

PSR6d, ciclo 2 PSR6d, ciclo 3 PSR6d, ciclo 1 
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Etapa 4. Estudio de citotoxicidad de NE 

Los estudios de citotoxicidad de las NE determinan la concentración inhibitoria al 50% (IC50) en líneas 

celulares: A549 de cáncer de pulmón de células no pequeñas y NL20, que son células bronquiales 

normales e inmortalizadas. 

Cultivo celular de línea celular A549  

Los resultados obtenidos en la investigación demuestran que el ATRA libre con un IC50 58 M aumenta 

su 48% su citotoxicidad al estar nanoestructurado donde requiere de un IC50 28 M en la NEATRA. Estudios 

in vitro que fueron encontrados en la bibliografía y se enumeran a continuación: 1) similar IC50 50 M de 

ATRA en A549 (Kawakami et al., 2006 y Kawakami et al., 2005); 2) IC50 de 92.3 µM de ATRA 

utilizando una línea celular de la Universidad de Tokyo, mediante un ensayo de viabilidad celular por 

luminiscencia Cell Titer-Glo (Akita et al., 2016); 3) IC50 27.11 M de ATRA en l nea cel lar A549 con 

mutación EGFRwt por un método colorimétrico utilizando cristal violeta (YAO et al., 2020); 4) IC50 20 nM 

de 9-cis-ácido retinoico (9-Cis-AR) y un IC50 20.0 nM con el 13-Cis-ácido retinoico (13-Cis-AR) en las 

líneas celulares de adenocarcinoma de pulmón NCI-H322 y NCI-H69 con (Al-Wadei y Schuller. 2006); 5) 

IC50 de 84 M de ATRA en células A549 y otras once líneas celulares más, las cuales fueron comparadas 

con dos nuevos potentes derivados sintéticos, el para-isómero, ácido 4-(5,5,8,8-tetrametilo 5,6,7,8-

tetrahidronaftalen-2-iletinilo) benzoico, a menudo se denomina EC23 y el metaisómero, 3- (5,5,8, ácido 8-

tetrametilo-5,6,7,8-tetrahidronaftalen-2-iletinilo) benzoico, llamado EC19 (Abdelaal et al. 2021), ver la 

tabla 26a. El efecto del incremento de la citotoxicidad del ATRA libre al estar nanoestructurado en algún 

NST ha sido reproducible en estudios in vitro determinando: 6) IC50 de 204 M de ATRA libre y 

combinado con 88 g/L de ficocianina encon raron 102 M de ATRA incrementando un 50% de 

citotoxicidad al utilizar menos dosis de ATRA (Li et al., 2015); 7) IC50 de 37.63 µg/mL de naringenina Ng 

libre y 19.28 µg/mL de NE con naringenina (NE-Ng) incrementando 25 % la citotoxicidad (Shadab et al. 

2020); 8) IC50 de 4.0 µg/mL de aceite de hojas de Casearia sylvestris (Cs) y un IC50 de 1.0 µg/mL de NE-

CS , incrementando el 75 % de la citotoxicidad (Pereira et al., 2017) y 9) Inducción del 25% al 50% de la 

toxicidad con ATRA incremntandose la citotoxicidad en un 25%) Inducción (Grace et al., 2020);  

ver tabla 26b. 
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Tabla 26. Comparación de IC50 del ATRA: a) ATRA libre y b) NE con ATRA en estudios similares. 

Inciso N° IC50 Activo libre IC50 NST ( M) Incremento citotoxicidad 
por la NST 

 
 
 

a) 

 58 M ATRA 28 M de NEc 48% 

1 50 M ATRA   

2 92.3 µM ATRA   

3 27.11 M ATRA   

4 20 nM 9-Cis-AR y 20.0 nM 13-Cis-AR   

5 84 M ATRA   

 
 

b) 

6 204 M ATRA 102 M 50% 

7 37.63 µg/mL Ng 19.28 µg/mL de NE-Ng 25% 

8 4.0 µg/mL CS 1.0 µg/mL de NE-CS 75% 

9 Inducción del 25% Inducción del 50% 25% 

1) Kawakami et al., 2006 Kawakami et al., 2005); 2) (Akita et al., 2016); 3) (YAO et al., 2020) ; 4) 9-cis-ácido retinoico (9-Cis-AR) y 13-
Cis-ácido retinoico (13-Cis-AR) (Al-Wadei y Schuller. 2006); 5) (Abdelaal et al., 2021); 6) (Li et al., 2015); 7) NE con naringenina (Ng) 
(Shadab et al., 2020); 8) NE aceite de hojas de Casearia sylvestris (Cs) (Pereira et al., 2017) y 9) Inducción de la toxicidad con ATRA 
(Grace et al., 2020). 

 

Determinación de IC50 de ATRA en células A549. Se analizan los resultados obtenidos en 3 estudios 

para determinar la IC50 a diferen es concen raciones M de ATRA ariando las condiciones de inc baci n 

de placas de confluencia del 90% de crecimiento de la línea celular A549 [(C90%)A549] y su relación de 

tiempo de biorreacción del colorante WST [(TB)WST]. El estudio 1, [(C90%)A549]=72 horas y [(TB)WST]= 2, 3 

y 4 horas y para el estudio 2 y 3, [(C90%)A549]=48 horas y [(TB)WST]=2 horas que se determinaron 

espectrofotométricamente a 440 nm, ver en la tabla 27. 

El estudio 1 utilizó las concentraciones 0.01, 0.1, 1.0, 5.0, 10.0  25 M de ATRA, las c ales f eron 

concentraciones bajas y no permitieron determinar la inhibición al crecimiento del 50% para dichos 

límites (Tabla 26), sin embargo, en el estudio 2 se utilizaron concentraciones 25.0, 35.0, 45.0, 50.0, 65.0, 

85.0  100 M de ATRA, las c ales se basaron en la informaci n ob enida en o ros es dios (Kawakami 

et al., 2006), solo se modificó el periodo de incubación a 48 horas, (Tabla 27) y el tiempo de reacción con 

el colorante WST por 2 horas se determinó la inhibición al crecimiento del 50% a la concentración de 65 

M de ATRA  finalmen e en el es dio 3 en q e solo se modificaron las concen raciones de ATRA del 

estudio 2 con 20.0, 30.0, 40.0, 50.0, 60.0, 80.0  100 M, se realizaron la prueba 1 y 2 con una IC50 de 57 

M de ATRA (Figura 13a)  59 M de ATRA (Figura 13b) respectivamente, obteniendo un promedio de 

IC50 de 58 M q e es m  cercano al encon rado por Kawakami y colaboradores que es de IC50 50 M de 

ATRA (Kawakami et al., 2005), ambos obtenidos por el método MTT modificado al igual que en el 

presente estudio. Estudios obtenidos de nanopartículas de un copolímero ( -amino ester) con ATRA 

obtuvieron un IC50 de 0.007 mg/ml de ATRA y un IC50 de 0.005 mg/ml de ATRA libre en una línea 

celular endotelial de la vena umbilical humana HUVEC (Karimi, et al., 2020). 
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Tabla 27. Estudios para determinar el IC50 de ATRA en células A549 variando concentraciones de ATRA, 
condiciones de incubación de líneas celular en la placa y tiempo de reacción colorida. 

Estudio C ce aci  ( M de ATRA) Condiciones de Incubación (horas) IC50 ( M) ATRA 

  [(C90%)A549] [(TB)WST]  

1 0.01; 0.1; 1.0; 5.0; 10.0 y 25.0 72 2, 3 y 4 - 

2 25.0; 35.0; 45.0; 50.0; 65.0; 85.0 y 100.0 48 2 65 

3 20.0; 30.0; 40.0; 50.0; 60.0 80.0 y 100.0 48 2 58 

Abreviaturas: Condiciones de incubación de placa para 90% de confluencia de A549 [(C90%) A549]; de tiempo de 

bioreducción del colorante WST [(TB)WST] determinada espectrofotométricamente a 440 nm; concentraci n en ( M) ATRA de 

la inhibición al crecimiento del 50% (IC50). 

 

Determinación de IC50 de la NE en células A549. Se determinó el IC50 del ATRA de las NEC y NEV 

en células A549 se pueden observar en la Figura 13 donde se muestran los gráficos comparativos en 

porciento de inhibición celular contra concentraciones de ATRA en el valor de IC50 M. La NEC ha 

obtenido: a) Las 3 muestras de las NEC con concentraciones de 20.0, 30.0, 40.0, 50.0, 60.0, 80.0 100.0 M 

obtuvieron IC50 de 24 M, 31 M  32 M de ATRA c o promedio IC50 de 28 M de ATRA, que se 

muestran en la Figura 13d. Los resultados comparativos IC50 de 58 M ATRA y 28 M de la NEC (Figura 

13a y d) muestran que la nanoestructuración permite utilizar 48% menos ATRA para obtener la misma 

actividad citotóxica en las células A549. Shadab y colaboradores desarrollaron nanoemulsiones con 

naringenina (Ng) y obtuvieron efectos similares en células A549 al comparar el IC50 de 19.28 µg/mL de la 

NE-Ng comparada con la Ng sola de 37.63 µg/mL, demostraron que también se reduce un 25% de la 

cantidad de la naringenina en la NE, sin perder su efectividad biológica (Shadab et al. 2020). Otros 

estudios similares, utilizando un aceite esencial puro a partir de las hojas de Casearia sylvestris, 

obtuvieron un IC50 de 4.0 µg/mL que representa 75% mayor cantidad que al estructurarlo en una NE (5% 

de aceite, 5% de tensoactivo y 90% de agua) que obtuvo un IC50 1.0 µg/mL para tener la misma actividad 

citotóxica (Pereira et al., 2017). Grace y colaboradores también obtuvieron resultados similares a los 

resultados del presente trabajo en relación con que el liposoma nanoestructurado con lípido polar catiónico 

DOPAP-colesterol-ATRA en una proporción (5:4:1) fue más eficaz para inducir el 50% de citotoxicidad 

en comparación con el tratamiento con el ATRA libre que indujo aproximadamente el 25% de muerte en 

las células A549 a las 48 h (Grace et al., 2020), ver tabla 26b. 

El estudio de MTT modificado permitió determinar el IC50 de la NE vacía que partió de la muestra 

PSRFinal para obtener concentraciones de 0.005, 001, 005, 010, 0.05 % determinando el IC50 de 0.028 % de 

la NEV que corresponde en una proporción porcentual de 0.0015 % de PS80 y 0.00056 % de AO en una 

relación % [2.0:5.0:93.0] NEV. Resultados obtenidos por Geys y colaboradores encontraron un IC50 de 

0.03 % de PS80 en células A549, tomando como valor teórico dicha concentración el PS80 
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nanovehiculizado requiere una proporción 20 veces menor [20=0.03%/0.0015%] para obtener la misma 

citotoxicidad disminuyendo la citotoxicidad que cuando se encuentra libre. Así que la NEV tiene una IC50 

de 0.028 % comparado con el IC50 0.030 % de PS80 libre en células A549 (Geys et al., 2010), figura 13c. 

Comparativamente, estudios realizados en fibroblastos de ratón determinaron el IC50 de 0.129% de PS80 

(How et al., 2013). La citotoxicidad de la NEC en células A549 fue obtenida a partir de concentraciones 

molares del 20.0, 30.0, 40.0, 50.0, 60.0, 80.0 y 100.0 M de la NEC y se determinó que la IC50 es de 28.0 

M de la NEC ver figura 13c. De igual manera, se puede comparar las ventajas de nanoestructurar el 

ATRA, siendo la principal que le permite aumentar la fotoestabilidad al estar protegido en un 

nanovehículo utilizando una proporción 2 veces menor [2.02 = 58.0 M /28.0 M] y sin afectar su efecto 

citotóxico, se muestra en la figura 13a-b y 13d. 

 

a)  b)   

Promedio de pruebas 1 y 2 tiene una IC50 de 58 M de ATRA sin nanoestructurar. 

A549 

NE v 

c) La IC50  0.028% de la NEV del promedio de cuatro determinaciones 

A549 

NE C 

d) El IC50 es 28.0 M de la NEC de tres determinaciones  

Figura 13. Gráficos comparativos en porcentaje de inhibición de la proliferación de células A549 contra 
c ce aci e  de ATRA e  M  iem  de a amie . E  l  i ci  a) IC50 de 57 M de ATRA e  la 
prueba 1; IC50 de 59 M de ATRA e  la eba 2  b) eba 2 c  ATRA sin nanoestructurar utilizaron 
concentraciones de 25.0, 35.0, 45.0, 50.0, 65.0, 85.0 100.0 M; c) concentraciones de 0.005, 001, 005, 010, 0.05 
% de la NEV y d) NEC 20.0, 30.0, 40.0, 50.0, 60.0, 80.0 y 100.0 M.  
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Determinación de IC50 de la NE en células NL20. Los efectos del sistema desarrollado a nivel 

biológico se evaluaron mediante MTT modificado para determinar la citotoxicidad (IC50) de cada 

componente por separado y de la nanoestructura en la línea celular NL20. Como podemos observar en la 

figura 28a, la IC50 para AO en células NL20 fue de 1123 M; de manera similar, Yin  s s colegas 

observaron una disminución del 54.3% en la proliferación de una línea celular de neuroblastoma de ratón 

con AO 1770 M  el doble del iempo de inc baci n (Yin et al., 2005). Otro resultado consistente fue la 

disminución observada del 30% en la proliferación de la línea celular de tumor hepático HepG2 en una 

concentración de aproximadamente 1100 M (Cui et al., 2010) y otro grupo de investigación observó una 

disminución significativa en la proliferación de las mismas células en concentraciones de AO conjugado 

con alb mina  1500 M (Ziamajidi et al., 2013).  

La concentración de AO en el suero normal es de aproximadamente 0.05 mmol·L-1, (Liu et al., 2013) pero 

la concentración aumenta según la dieta ingerida, lo que se ha atribuido a un efecto estimulante sobre las 

células de cáncer de mama. Sin embargo, estudios in vitro han demostrado que el AO exógeno potencia la 

acción del trastuzumab, promoviendo la apoptosis en una línea celular de cáncer de mama (Menendez et 

al., 2005). El PS80 se utiliza como solubilizante de fármacos liposolubles contra cáncer, sin embargo, se le 

atribuyen algunos efectos perjudiciales, principalmente con el uso de etanol como cosolvente (Li et al., 

2013). También, se ha observado un aumento de la toxicidad en dosis superiores al 10% (Sun et al., 2014), 

por lo cual en la formulación desarrollada en este trabajo de investigación se utilizó un 5% de PS80.  

Los resultados obtenidos indican que la citotoxicidad del AO se aumento 29 veces la citotoxicidad 

(1123/37.9) en la nanoestructuración, ver tabla 28b. Guo y sus colegas identificaron un efecto similar, 

donde el AO exhibió un aumento del 29% en la toxicidad cuando se nanoencápsula en la fase interna 

formada por un complejo alcaloide (AO:Ly) con licopeno (Ly) (Guo et al., 2012). Estudios con AO a 

concen raciones de 50 M a 200 M encon raron efec os es im ladores cel lares de 30  45%, 

respectivamente, en células cancerosas renales (Liu et al., 2013). En otros estudios in vitro, los 

investigadores simularon las concentraciones sanguíneas de AO libre y AO unido a proteínas plasmáticas 

a ra s de -lacto-alb mina (complejo pro eico -LA) en na proporci n de AO: -LA de 10:1 y encontró 

q e 600 M AO (170 g mL-1) mos r  el 50% del efec o hemol ico de 1000 M AO (284 g mL-1), que 

afectó al 100% de las células (Hoque et al., 2013), ver tabla 28a. En otro estudio con fibroblastos, se 

obtuvo un IC50 de 160 M con 4 h de ra amien o (Arechabala et al., 1999) y PS80 mostró un IC50 de 380 

M en na l nea cel lar Caco-2 con 72 h de tratamiento.  

La citotoxicidad de los componentes de la NE en la línea NL20 se muestran en la tabla 28. El IC50 del AO 

fue de 1123 (tabla 28a) y 2.6 M del PS80 (tabla 28c). Los resultados experimentalmente determinaron el 

IC50 de la NE obtenida con 2.0 de AO y 5% de PS80, que correspondea a una proporción teórica de 37.97 

µM de AO y 21.83 µM de PS80 al estar ambos nanoestructurados, dichas comparaciones nos permiten 
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observar que el AO incrementa y el PS80 reduce la citotoxicidad al formar la NE, como se muestra en la 

tabla 28b y d. 

 
Tabla 28. Determinación de porcentaje de inhibición celular: a) Comparación del AO libre: NL20 del estudio; 
Neuroblastoma de ratón, NB-R1; Tumor hepático HepG22; Efecto hemolítico3 y AO libre comparado con 
cuatro líneas celulares; b) NEC con ATRA del estudio comparado con AO en las nanocápsulas (NC) 4 y si 
incremento al nanoestructurarse; c) PS80 libre del estudio comparado con  las líneas celulares: NL20; 
Fibroblastos (Fb) 5; Caco-2 5 ; Vero 6 y MA 104 (MA)6  y d) la NEC. del estudio el PS80 redujo su toxicidad al 
igual que las otras células.  
 

                                                                                Línea celular 

a) 

 

IC50 b)               Incremento de citotoxicidad 

NL20 NBR1 HepG22 EH3 NEC NC4 

AO 1123 ( M) 1700 ( M) 1100 ( M) 1000 ( M) 37.97 ( M) 29 veces 29% 

Línea celular 

c)                                                 IC50 d)                   Reducción de citotoxicidad 

 NL20 Fb5 Caco5 Vero6 MA6  NEC Vero6 MA6 

PS80 2.6 µM 160 M 380 M 249.2 M 204.3 M 21.83 M 7.9 

veces 

34% 

378. M 

19% 

249.2 M 

Referencia bibliográficas: (Yin et al., 2005)1; (Cui et al., 2010)2; (Hoque et al., 2013)3; (Guo et al., 2012)4; (Arechabala et al., 
1999)5 y (Caon et al., 2010)6. 

 

Algunos estudios coinciden con nuestros hallazgos en relación con la disminución de la citotoxicidad de la 

PS80 nanoestructurado. Por ejemplo, Caon y colegas utilizaron células Vero para obtener un IC50 de 249.2 

M para PS80 en ausencia de nanoestructuración y un IC50 de 378.6 M para PS80 nanoestructurado, lo que 

representa una reducción del 34% en la citotoxicidad. Además, en las células MA 104, los autores 

determinaron un IC50 de 204.3 M para PS80 libre y un IC50 de 249.2 M para PS80 nanoestructurado, lo 

que corresponde a una reducción del 19% en la citotoxicidad (Caon et al., 2010). Se informó otro ejemplo 

de la citotoxicidad reducida del PS80 nanoestructurado en fibroblastos 3T3 utilizando NLC, en los que se 

observó una IC50 del 0.4% para PS80 al 1% y se observó una IC50 del 0.129% para la misma concentración 

de PS80 en un tratamiento de 72 h; por lo tanto, cuando PS80 está nanoestructurado, su citotoxicidad 

disminuye (How et al., 2013). Estos informes respaldan nuestros hallazgos, y muestran que el PS80 no 

estructurado es más tóxica (IC50 de 2.6 M) para las c l las NL20 en comparaci n con el PS80 

nanoestructurado con AO en la PSR6c. La toxicidad de PS80 se redujo 7.9 veces, por lo que se requería más 

PS80 para que la nueva superficie estuviera cubierta por las moléculas de tensoactivo de la FE, ver tabla 

28d. 

La toxicidad de PS80 disminuyó 7.9 veces cuando está nanoestructurado con el AO en el método de NE 

preparado con PSR6c, posiblemente incrementando el área de superficie disponible de la fase interna de 

modo que una mayor cantidad de PS80 cubra las NE de AO y menos micelas de PS80 libres están presentes 
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en la fase externa (Petersen et al., 2011). Por lo tanto, la toxicidad se reduce a 21.8 M c ando se incl e 

PS80 en el método PSR6c. Se observó un efecto similar en las nanopartículas lipídicas sólidas cuando el 

PS80 se encuentra en una concentración de 0.001% en la superficie de las nanopartículas lipídicas sólidas 

presentó menor toxicidad para las células promielóticas humanas HL60 y en granulocitos humanos que 

cuando el PS80 estaba libre (Muller et al., 1997). 

 

 
Figura 14. Porcentaje de inhibición de la proliferación de células NL20 por diferentes concentraciones de 
soluciones de a) Ácido oleico, M b) PS80 en agua y c) NE en medio de cultivo con diferentes radios PS80 / AO 
(2 = 20/37; 3 = 40/74; 4 = 60/111; 5 = 80/148 y 6 = 100/185), correspondientes a valores de IC50 de 1123 M de 
AO, 2.6 M de PS80 y 21.8/37.9 de M PS80/AO en la NE. d) Análisis estadístico de la IC50 de AO y PS80 libre y 
en la NE (promedio ± SEM, p <0.001; p <0.0001). 
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Capítulo V. CONCLUSIONES  

- Tal cual se estipula en la hipótesis de este trabajo, en esta investigación doctoral se logró 

desarrollar un método o procedimiento de alta energía, reproducible, para la obtención de NE aceite en 

agua como NST, empleando sólo tres componentes simples: ácido oleico como fase oleosa, polisorbato 80 

como tensoactivo y como fase continua un sistema acuoso puro.  

- Para conseguir lo anterior, fueron estudiadas las condiciones de preparación para generar 

prototipos de NE de baja toxicidad, los cuales de manera completa contenían ATRA, y consiguieron 

proteger la integridad química del activo, no solo manteniendo su efecto biológico en líneas celulares de 

cáncer pulmonar, si no mejorándolo en comparación cuando no se encuentra nanoestructurado. 

- Los estudios de preformulación con diferentes aceites, tensoactivos y agua permitieron determinar 

que el 2.0% de ácido oleico y el 5.0% polisorbato 80 con una relación másica de 1.85, fue la formulación 

más estable y homogénea, debido a que estas dos fases tienen características anfifílicas por su similitud 

estructural, que permitieron obtener NE con un 30% de gotas más pequeñas con la combinación del PS80 y 

el AO, debido al factor lipofílico de este último, al poseer un log de P ligeramente mayor que el alcohol 

oleico. 

- Las propiedades químicas y fisicoquímicas como factores intrínsecos del sistema de 

emulsificación determinaron al AO como FI y al PS80 como FS, así como, por otra parte, se estableció que 

el orden de adición, mantener la temperatura de emulsificación a 15±2ºC y la combinar la agitación de 

baja con alta energía alternando los tiempos de agitación y reposo permiten controlar las variables o 

factores extrínsecos de la fabricación.  

- La muestra PSRc mantuvo la apariencia homogénea, tamaño monomodal y estabilidad térmica 

proporcionada por su elevada entalpia promedio de 4788.56 kcal·mol-1 que actuó como barrera térmica de 

estabilización comparada con las muestras PSRb y PSRd, por lo que, se aprobó como muestra final, 

PSRFinal. 

- El desarrollo de los NST formulados como NE a diferentes concentraciones y condiciones, 

permitieron obtener una formulación de tamaño promedio de gota de 71.86 nm e índice de polidispersidad 

de 0.42, más estable de un año; debido al conocimiento de los factores intrínsecos, así como de los 

extrínsecos del sistema de emulsificación.  

- Los resultados de la inhibición del crecimiento al 50% del ATRA, de las NE con y sin ATRA en 

líneas celulares de pulmón normal y de cáncer de pulmón permitieron de comprobar los efectos 

citotóxicos de que estos NST, además que el ATRA al encontrarse solubilizado en la FI oleosa de la 
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nanoemulsión se protege de una posible degradación, favoreciendo la farmacocinética y reduciendo la 

biotransformación del hígado y el almacenado en el tejido adiposo del organismo. 

- Los estudios de toxicidad de la NE en la línea celular NL20 permitieron determinar que el PS80 es 

el componente de la NE que resultó más tóxico para este tipo de células. Sin embargo, el IC50 del PS80 

disminuyó su toxicidad cuando formaba parte de la NE que al estar libre. 

- Comparativamente, la citotoxicidad del AO para las células NL20 fue menor al estar libre que al 

encontrarse en la NE, aumentando su toxicidad en la NE, dicho resultado se debe, a que el AO se 

encuentra protegido al estar formando la FI. Sin embargo, el efecto global de la toxicidad disminuye de 

manera general para el sistema nanoestructurado en la línea celular NL20. 

- La comparación del IC50 del ATRA libre y del ATRA nanovehiculizado (NEATRA), permite afirmar 

que se requiere de una mayor cantidad de ATRA sin vehiculizar para obtener el mismo efecto citotóxico 

en las células de cáncer A549, incrementando la toxicidad del ATRA al estar en la NE desarrollada y así 

mismo, que el efecto citotóxico de observado no puede ser atribuible por sí sólo, a los aditivos utilizados 

en la NE sin ATRA (NEV). 

- El diseño sistemático para estudiar los factores intrínsecos de la formulación, como la selección de 

los excipientes y su proporción en concentración, así como los factores extrínsecos de la fabricación 

permitieron desarrollar NE estables para transportar y proteger la integridad del ATRA, manteniendo o 

inclusive incrementado su efecto biológico en las líneas celulares de cáncer pulmonar en estudio. 

- La principal aportación del presente trabajo consistió en obtener un NST del tipo nanoemulsión 

aceite en agua que demostró una baja citotoxicidad al obtener el efecto antineoplásico esperado, 

permitiendo nanovehiculizar ácido retinoico manteniendo su estabilidad y eficacia en términos de 

actividad citotóxica in vitro y su estudio posterior in vivo a las dosis estudiadas. 

- Finalmente, podemos sustentar que dichos sistemas desarrollados permitirán nanovehiculizar 

fármacos liposolubles para obtener nuevas formas farmacéuticas que mantengan el efecto farmacológico, 

además que permitan disminuir la toxicidad en las células sanas, postulándose como candidatos 

importantes de aplicación en la industria de alimentos y cosméticos. 

 
 

La belleza de las nanoemulsiones es que nos permiten contemplar  

el color rojizo del atardecer y el azul del amanecer en un solo frasco . 
 

María Luisa de Lourdes Pérez Gonzláez 
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Capítulo VI. PERSPECTIVAS 
 
Entre las perspectivas de la presente tesis podemos sustentar que la pregunta de investigación al ser 

respondida abre la pauta para estudiar cuestionamientos futuros en relación con la aplicación de los NST. 

Partiendo que la principal aportación del presente trabajo consistió en obtener una NE O/W desarrollada 

protegió la integridad del ATRA demostrando que disminuyó la toxicidad en líneas de células sanas, así 

como, en células anormales de cáncer pulmonar manteniendo o inclusive incrementando su efecto 

biológico.  

- Las conclusiones enfatizan la aplicabilidad potencial de las NEO/W obtenidas con ATRA para el 

tratamiento de otros tipos de cáncer, tales como de leucemia y mama los cuales utilizan el ATRA en 

combinación con otros antineoplásicos. Así como vehiculizar otros fármacos liposolubles que por su 

naturaleza química son un reto para el farmacia convencional, permitiendo innovar  en el desarrollo de 

formas farmacéuticas, que además de mantener el efecto farmacológico, favorecerán la farmacocinética y 

farmacodinamia de principios activos poco o insolubles en agua, y con esto ampliando las expectativas de 

desarrollo de nuevas formas farmacéuticas que la industria requiere actualmente. 

- Las NEO/W obtenidas se postulan como candidatos importantes para el desarrollo de NST que 

transporten sustancias, tales como, nutrientes, antimicrobianos, antioxidantes que puedan ser utilizasos en 

la conservación y prevención de la descomposición prematura de los alimentos, así como, en la calidad y 

estabilidad de alimentos envasados beneficiando la cadena de distribución entre los consumidores y a la 

industria alimentaria. 

- Las NEO/W como NST obtenidas podrán ser utilizadas para nanovehiculizar activos en nuevos 

cosméticos aplicados tanto en la cosmética de higiene personal como en la decorativa o colorida. Siendo la 

primera muy importante, debido que permitirá desarrollar cosméticos de aseo personal que contribuyan 

para prevenir enfermedades por falta de higiene y la segunda no menos primordial, para conseguir resaltar 

el color natural de la apariencia sana de la piel normal. 

- El desarrollo y actualización de nuevos de métodos de conservación y distribución de alimentos, 

así como disimular cosméticos innovadores tanto en la higiene personal como en la cosmética decorativa 

para disimular imperfecciones y enmascarar los daños causados por enfermedades cutáneas, proporcionan 

seguridad económica y psicosocial necesaria para el desarrollo emocional y de adaptación social, ambas 

desde el mantenimiento y mejoramiento superficial de la piel normal. 
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ANEXOS: 1.- ARTÍCULO 
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ANEXOS: 2.- PATENTE EN TRÁMITE 

 

 


