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Resumen

Este trabajo tuvo como propdsito obtener y evaluar invasomas cargados con
linezolida como sistemas de entrega del farmaco para su posible administracion
cutanea. Los invasomas se prepararon utilizando fosfolipidos, etanol y limoneno
como componentes principales, y se caracterizaron por su tamafio de particula,
indice de polidispersidad, potencial zeta, espectroscopia infrarroja por transformada
de Fourier, calorimetria diferencial de barrido, eficiencia de encapsulacion y estudios

de liberacion in vitro.

Las formulaciones obtenidas presentaron tamanos principalmente en el intervalo
nanométrico, con valores cercanos a 80-120 nm bajo las condiciones de
procesamiento mas favorables. La caracterizacién del tamafo de las vesiculas
mediante dispersién de luz dinamica (DLS) mostré diferencias entre la formulacion
placebo y los sistemas cargados con linezolida, mientras que el potencial zeta
presentd valores negativos en todas las formulaciones, lo que indica una carga
superficial moderadamente negativa. Los analisis por espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier (FTIR) y calorimetria de barrido diferencial (DSC) sugirieron
una interaccién entre la linezolida y la matriz invasomal, evidenciada por la
reduccion del tamafo respecto al placebo, asi como por cambios en las sefiales
caracteristicas del farmaco en FTIR y por la ausencia del evento térmico observado

en DSC, asociado a la linezolida pura en el sistema cargado.

La eficiencia de encapsulacion del farmaco, determinada mediante un método
espectrofotométrico UV, tras el tratamiento del invasoma con diclorometano, fue del
88.72%. En el ensayo de perfil de liberacion in vitro, la linezolida libre alcanzo el
91.60 % de disolucién a las 6 h, mientras que en el mismo periodo los invasomas
cargados con el activo liberaron el 35.04 %, lo que indica una liberacion gradual del
principio activo desde la vesicula. Al aplicar los modelos matematicos para
determinar la cinética de liberacion del activo, el modelo de Korsmeyer-Peppas fue

el que mejor se ajusté a ambos sistemas.

En general, los resultados indican que los invasomas modificaron el

comportamiento de liberacién de la linezolida, por lo que presentan potencial como



plataforma para su administracién cutanea. Sin embargo, la limitada estabilidad
fisica frente a cambios de temperatura y la heterogeneidad observada en algunas
formulaciones evidencian la necesidad de optimizar el procedimiento, asi como de

realizar estudios complementarios de permeacién o de retencion cutanea.
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Capitulo 1. Introduccién

Administrar un farmaco a través de la piel parece una estrategia sencilla al aplicar
el tratamiento sobre la zona afectada y permitir que actue localmente. Sin embargo,
esta aparente facilidad contrasta con la funcién biolégica principal de la piel, que es
impedir el paso indiscriminado de sustancias desde el exterior. Esta dualidad
convierte a la via cutanea en una de las rutas mas atractivas, pero también mas

desafiantes para el desarrollo farmacéutico.

El principal obstaculo se encuentra en el estrato cérneo, una capa altamente
organizada que actua como barrera selectiva. Su estructura compacta limita la
penetracidbn de numerosos principios activos, aun cuando estos poseen actividad
terapéutica adecuada. Por esta razon, el desempeno de una formulacion tépica no
depende unicamente del farmaco utilizado, sino de la forma en que este se
presenta, se libera y establece interaccién con los componentes de la barrera

cutanea.

En el caso de las infecciones cutaneas bacterianas, esta limitacion adquiere una
importancia particular. Cuando la infeccion se localiza en las capas superficiales o
intermedias de la piel, una administracion localizada podria favorecer
concentraciones elevadas del antimicrobiano en el sitio afectado y reducir la
exposicion sistémica. No obstante, las formulaciones convencionales pueden
presentar dificultades para lograr una distribucion adecuada del farmaco en el tejido,

especialmente cuando la barrera cutanea restringe su penetracion.

La linezolida es un antimicrobiano de interés clinico por su actividad frente a
bacterias Gram positivas, incluyendo microorganismos resistentes como
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina. Aunque su uso se realiza
principalmente por via oral o intravenosa, estas formas de administracion pueden
asociarse con efectos adversos cuando se requiere un tratamiento prolongado. Por
ello resulta relevante explorar estrategias que permitan modular su liberacion y

favorecer una administracion localizada desde el punto de vista farmacéutico.



En este punto, los invasomas representan una alternativa interesante dentro de los
sistemas vesiculares para la administracion cutanea. Su composicién, basada en
fosfolipidos, etanol y terpenos, permite formar vesiculas flexibles capaces de
incorporar farmacos y modificar su liberacion. Ademas, estos componentes pueden
interactuar con la organizacion lipidica del estrato cérneo, lo que les confiere el

potencial para mejorar la administracién de principios activos hacia la piel.

El presente trabajo se enfocd en la obtencion y evaluacion de invasomas cargados
con linezolida como sistemas de entrega del farmaco. Para ello, se caracterizaron
las formulaciones mediante el tamafo de particula, el indice de polidispersidad, el
potencial zeta, la espectroscopia infrarroja, la calorimetria de barrido diferencial, la
eficiencia de encapsulacion y el perfil de liberacion in vitro. Asimismo, los datos de
liberacion fueron ajustados a modelos cinéticos con el propdsito de describir el

comportamiento tanto del farmaco libre como del sistema invasomal.

A partir de esta evaluacion, se busco determinar si la incorporacién de linezolida en
invasomas podia modificar su comportamiento de liberacién en comparaciéon con el
farmaco libre. Los resultados obtenidos permiten reconocer el potencial del sistema
invasomal como plataforma de liberacion controlada, pero también evidencian
aspectos criticos relacionados con la estabilidad fisica y la homogeneidad de las

formulaciones, que deben considerarse en futuras etapas de optimizacion.



Capitulo 2. Marco teérico

El desarrollo de sistemas invasomales para administracion cutanea no puede
entenderse unicamente desde la formulacién farmacéutica. Antes de analizar el
comportamiento de estos sistemas, es necesario considerar que la piel no actua
como una superficie pasiva, sino como una barrera organizada que regula de forma

selectiva el paso de sustancias hacia el interior del tejido.

Esta caracteristica representa uno de los principales retos para la administracion
tépica de farmacos. Aunque algunas moléculas poseen propiedades fisicoquimicas
favorables para atravesar la piel, su transporte también depende de la estructura
del estrato corneo, de la organizacion de los lipidos intercelulares y de la interaccion
que la formulacién establece con dichos componentes. Por ello, la eficacia de un
sistema cutaneo no puede explicarse solo por el principio activo, sino también por

la forma en que este es presentado a la barrera cutanea.

A partir de esta idea, en el presente capitulo se revisan los aspectos estructurales
de la piel relacionados con la permeacion de farmacos, las principales vias de
penetracion cutanea y las limitaciones de las formulaciones convencionales.
Posteriormente, se analiza el papel de los nanosistemas farmacéuticos, con énfasis
en los invasomas, como estrategias disefiadas para modificar temporalmente la
interaccién entre el farmaco y la barrera cutanea. Finalmente, se aborda la
relevancia de la linezolida en infecciones cutaneas bacterianas vy la justificacion de

incorporarla en un sistema vesicular de administracién localizada.

2.1 La piel
La piel constituye la principal barrera bioldgica frente al medio externo y, al mismo

tiempo, uno de los mayores desafios para la administracion tépica de farmacos.
Epidermis

Para su estudio, la estructura y composicion de la piel se han dividido en tres
estratos o capas: la epidermis, la dermis e hipodermis (Fig. 1). La epidermis

constituye la capa mas externa de la piel y esta formada principalmente por



corneocitos y queratinocitos, asi como por otras células como los melanocitos,

células de Merkel, células de Langerhans, mastocitos y fibroblastos (Fig. 2).

En este estudio solo se hara referencia a los queratinocitos y, en particular, a los
corneocitos. Estas células estan rodeadas de una matriz fundamentalmente lipidica
y se organizan en diferentes estratos que, en orden de mayor profundidad al estrato
mas superficial, se dividen en: basal, espinoso, granuloso y cérneo; siendo un hecho
importante el que los queratinocitos migran desde las capas mas profundas a la
superficie y van modificandose en su estructura, composicion y funciones hasta
perder el nucleo para formar una matriz de células muertas denominadas
corneocitos que, en conjunto forman el estrato corneo, estructura responsable de

gran parte de la funcién barrera de la piel (Yousef et al., 2024).

Epidermis—| (0 ] ald

wa U i

Dermis

Hipodermis— !

Figura 1. Representacion esquematica de las principales capas de la piel: epidermis,
dermis e hipodermis. La organizacién estructural de estas capas influye en la penetracion,
la distribucion y el destino de los principios activos administrados por via cutanea. Tomada

de unCOMO (2017).
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Fig. 2. Detalle de la organizacion estructural y de las células que conforman la
epidermis. Tomada de Biopsicosalud (2021).

Ademas de actuar como barrera fisica frente a agentes externos, la epidermis
participa en el mantenimiento de la homeostasis cutdnea mediante la regulacion de
la pérdida de agua y la proteccion frente a factores ambientales. Estas funciones
dependen en gran medida de la organizacion de los queratinocitos y de la presencia
de lipidos intercelulares, cuya disposicién contribuye a limitar el transporte de

sustancias a través del tejido.

La importancia de la epidermis para la administracion cutanea radica en que gran
parte de la resistencia al transporte molecular se debe a la organizacién de sus
componentes celulares y lipidicos. Abdoh et al. (2024) sefialan que modificaciones
transitorias en esta organizacion pueden alterar la permeabilidad cutanea y
favorecer la difusion de compuestos terapéuticos. Estas observaciones han
impulsado el desarrollo de formulaciones capaces de interactuar con los
componentes lipidicos de la epidermis para incrementar la penetracién de los

principios activos sin afectar permanentemente la funcién protectora de la piel.



Estrato cérneo

El estrato corneo representado por la seccion superior de la Fig. 2 se ha asociado
a un modelo de pared con ladrillos y cemento, en el que el conjunto de corneocitos
anucleados (los ladrillos) esta rodeado por una matriz lipidica organizada en bicapas
(el cemento), compuesta principalmente por ceramidas, colesterol y acidos grasos
libres. Esta organizacion compacta limita el movimiento de las moléculas a través

de la piel y contribuye al mantenimiento de la funcion protectora del tejido cutaneo.

El modelo de "ladrillo y cemento" propone que la principal ruta de difusién de la
mayoria de las moléculas ocurre en los espacios lipidicos localizados entre los
corneocitos. Debido a que estos lipidos se organizan en estructuras lamelares de
bicapas altamente ordenadas, forman una barrera que restringe el movimiento de
sustancias a través de la piel. Como consecuencia, las moléculas hidrofilicas
encuentran dificultades para difundirse a través de este entorno predominantemente
lipofilico, mientras que los compuestos de elevado peso molecular presentan una
movilidad limitada debido a la complejidad y longitud de las rutas de difusién. Por
esta razon, solo un numero reducido de moléculas presenta caracteristicas

fisicoquimicas compatibles con una permeacion cutanea eficiente.

Por su parte, Abdoh et al. (2024), reportan que determinadas estrategias
farmacéuticas pueden modificar temporalmente dicha organizacion sin
comprometer de manera permanente la integridad de la barrera cutanea. Entre
estas estrategias se encuentran los potenciadores quimicos de permeacioén, los
sistemas vesiculares deformables y otros nanosistemas capaces de interactuar con
los lipidos intercelulares. Estas interacciones pueden incrementar la fluidez de la
matriz lipidica, generar cambios transitorios en el empaquetamiento lamelar y

facilitar el transporte de principios activos hacia capas mas profundas de la piel.

Esta capacidad de alterar temporalmente la organizacién lipidica del estrato cérneo,
y en particular de las bicapas lipidicas que rodean a los corenocitos, resulta
especialmente relevante para el desarrollo de invasomas, ya que estos sistemas

incorporan componentes como etanol y terpenos que han demostrado interactuar



con los lipidos del estrato cérneo y favorecer la permeacion cutanea sin causar

dafos permanentes en la barrera fisiolégica de la piel.

Aunque Prausnitz y Langer (2008) sefialan que la permeacion cutanea depende en
gran medida de las propiedades fisicoquimicas del principio activo, como el peso
molecular, la solubilidad y el coeficiente de particion, este planteamiento explica
unicamente el comportamiento intrinseco de la molécula. Desde esta perspectiva,
los compuestos de bajo peso molecular y moderadamente lipofilicos presentan
mayores probabilidades de atravesar el estrato cdrneo por difusidon pasiva; sin
embargo, este modelo resulta limitado para explicar las diferencias observadas

entre formulaciones que contienen el mismo farmaco.

Distintos autores, entre los que destacan los trabajos de Bouwstra et al. (2023), han
demostrado que la permeacion cutanea no depende exclusivamente de las
caracteristicas del principio activo, sino también de la organizacion de los lipidos
intercelulares que conforman el estrato corneo (capa superior de la Fig. 1). Esta
interpretacion amplia la comprension de dicho proceso al considerar que las
modificaciones en la estructura de la barrera pueden alterar significativamente el
transporte molecular. De forma complementaria, Elias (2005) describié que la
disposicion altamente organizada de los corneocitos y de los lipidos extracelulares
constituye un sistema dinamico cuya integridad condiciona la capacidad de
permeacion. Estos planteamientos sugieren que la eficacia de una formulacién no
puede explicarse unicamente por las propiedades del farmaco, sino también por su

capacidad de interactuar con la arquitectura de la barrera cutanea.

Esta idea es reforzada por Bakhrushina et al. (2025), quienes relacionan la baja
permeabilidad de la piel con la estabilidad de las estructuras lipidicas lamelares que
rodean a los corneocitos en el estrato corneo. La relevancia de esta observacion
radica en que explica por qué formulaciones con composiciones diferentes pueden
generar respuestas distintas aun cuando contienen el mismo principio activo. En
consecuencia, el interés actual ya no se centra unicamente en seleccionar
moléculas activas con propiedades adecuadas para la permeacion, sino en

desarrollar verdaderos sistemas de liberacion y entrega de principios activos



disefiados con aditivos y/o estructuras capaces de interactuar temporalmente con
los componentes de la barrera cutanea para favorecer el transporte de compuestos
terapéuticos. La tabla 1 permite observar de manera somera los principales
enfoques empleados por algunos investigadores para explicar o promover la

permeacién cutanea.

Como resultado de esta evolucién conceptual, han surgido estrategias a base de
micro y nanoestructuras como liposomas, transfersomas, etosomas e invasomas,
cuyo objetivo no es unicamente vehiculizar el farmaco, sino también modificar las
condiciones que limitan su penetracion. Por ello, comprender la organizacion
estructural del estrato cérneo resulta fundamental para interpretar los mecanismos

que regulan la permeacién cutanea y para justificar el desarrollo de sistemas

avanzados de administracion tépica.

Tabla 1. Comparacion de los principales enfoques utilizados para explicar la
permeacion cutanea.
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Dermis

Para complementar la informacioén que requiere un formulador que pretende disefar
sistemas de entrega de farmacos u otros compuestos, también es necesario
comprender la estructura y composicion de la capa subyacente a la epidermis: la

dermis.

La dermis se localiza por debajo de la epidermis (Fig. 1) y constituye una capa de
tejido conectivo que proporciona soporte mecanico y nutricional a la piel. Esta
compuesta principalmente por fibras de colageno y elastina inmersas en una matriz
extracelular, ademas de contener vasos sanguineos y linfaticos, terminaciones
nerviosas, foliculos pilosos y glandulas cutaneas. Estas estructuras participan en
funciones relacionadas con la termorregulacion, la sensibilidad y el mantenimiento

de la integridad del tejido cutaneo.

Desde la perspectiva farmacéutica, la dermis adquiere especial relevancia porque
constituye una de las principales regiones en las que numerosos principios activos
ejercen su efecto terapéutico tras atravesar el estrato cérneo y la epidermis. La
presencia de una red vascular favorece la distribucion local de sustancias y, en
algunos casos, puede contribuir a su absorcion sistémica. Por ello, la eficacia de
una formulacion topica no depende unicamente de su capacidad para atravesar la
barrera cutanea, sino también de alcanzar concentraciones adecuadas en esta
region del tejido. Esta caracteristica resulta particularmente importante en el
tratamiento de infecciones cutaneas bacterianas.


https://doi.org/10.3390/pharmaceutics17070936
https://doi.org/10.3390/pharmaceutics17070936

En diversos procesos infecciosos, los microorganismos pueden extenderse mas alla
de la superficie de la piel y afectar la dermis o los tejidos adyacentes. Cuando esto
ocurre, la deposicion superficial del farmaco puede no ser suficiente para generar
una respuesta terapéutica adecuada, por lo que se requiere favorecer su

penetracion y permanencia en el sitio de infeccidn.

Estas limitaciones han impulsado el desarrollo de sistemas de administracion
capaces de aumentar la retencién local de principios activos en la piel. El objetivo
de estas estrategias es favorecer la acumulacién del farmaco en el tejido afectado
y prolongar su tiempo de residencia, minimizando, al mismo tiempo, la necesidad
de exposicion sistémica. Este enfoque ha despertado un interés creciente en el
empleo de nanosistemas disefiados para optimizar la distribucién localizada de

compuestos terapéuticos.

La dermis participa de manera importante en la distribucion y permanencia de los
principios activos en la piel; sin embargo, por debajo de ella se encuentra la
hipodermis, una regidn con caracteristicas estructurales y fisioldgicas diferentes que
también puede influir en determinados procesos de administracion cutanea y

transdérmica.
Hipodermis

La hipodermis, también conocida como tejido subcutaneo, constituye la capa mas
profunda de la piel y estd formada principalmente por adipocitos agrupados en
I6bulos de tejido adiposo separados por tabiques de tejido conectivo. Ademas de
funcionar como reserva energética, esta capa participa en el aislamiento térmico, la
amortiguacion de impactos mecanicos y la proteccion de estructuras subyacentes

como musculos, vasos sanguineos y nervios.

La composicion de la hipodermis puede variar segun factores como la edad, el sexo,
el estado nutricional y la region anatdomica. Debido a su elevada proporcion de tejido
adiposo, esta capa presenta propiedades distintas a las observadas en la epidermis

y la dermis, en particular en la distribucion y acumulaciéon de compuestos lipofilicos.
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Desde la perspectiva farmacéutica, la hipodermis adquiere relevancia en aquellos
sistemas disenados para favorecer la absorcion sistémica de principios activos. Una
vez que el farmaco atraviesa la epidermis y la dermis, puede alcanzar esta region y,
posteriormente, acceder a la circulacion sanguinea a través de la extensa red
vascular de los tejidos subyacentes. Por esta razon, la hipodermis suele
considerarse el limite anatdmico que deben superar numerosas formulaciones

transdérmicas.

A diferencia de los sistemas destinados al tratamiento localizado de infecciones
cutaneas, cuyo objetivo suele centrarse en la epidermis o la dermis, los sistemas
transdérmicos buscan que el principio activo alcance regiones mas profundas para
favorecer su absorcion sistémica. Esta diferencia pone de manifiesto que la
profundidad de penetracion requerida depende tanto del objetivo terapéutico como

de las caracteristicas de la formulacién empleada.

El conocimiento de las caracteristicas anatdémicas y funcionales de las distintas
capas de la piel permite comprender los factores que condicionan la administraciéon
cutanea de farmacos. A partir de estas consideraciones, resulta necesario analizar
las principales rutas por las que los principios activos pueden atravesar la barrera

cutanea y alcanzar su sitio de accion.

2.1.1 Vias de penetracion cutanea

La permeacion cutanea de farmacos y otros xenobidticos puede ocurrir a través de
tres rutas principales: transcelular, intercelular y transanexial (Fig. 3); existiendo
también en la actualidad opciones mecanicas representadas por el uso de distintos
dispositivos médicos. Aunque todas contribuyen al transporte de moléculas a través
de la piel, su participacion relativa depende tanto de las propiedades fisicoquimicas
del farmaco, como el peso molecular, la lipofilia, la solubilidad y el coeficiente de
particidn, asi como de caracteristicas propias del paciente como su edad, el sitio y
la integridad de la barrera cutanea. De igual forma, influye el espesor del estrato
cérneo, la organizacién de los lipidos intercelulares, el grado de hidratacién y la

presencia de anexos cutaneos como foliculos pilosos y glandulas sudoriparas.
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La via transcelular implica el paso directo del farmaco a través de los corneocitos
que conforman el estrato cérneo. Durante este proceso, las moléculas deben
atravesar de manera alternada dominios hidrofilicos presentes en el interior de las
células y dominios lipofilicos asociados a las membranas celulares. Esta alternancia
genera una resistencia significativa al transporte molecular, ya que pocas moléculas
poseen caracteristicas fisicoquimicas que les permitan difundir eficientemente a
través de ambos entornos. Como consecuencia, la contribucion de esta ruta suele
ser limitada y se considera menos relevante para la mayoria de los sistemas de
administracidon cutanea. No obstante, algunos compuestos de bajo peso molecular
y propiedades anfifilicas pueden aprovechar esta via para atravesar parcialmente la

barrera cutanea (Prausnitz & Langer, 2008)

La via intercelular es considerada la principal ruta de penetracién cutanea para la
mayoria de los farmacos y sistemas de administracion topica. En este mecanismo,
la difusidén ocurre a través de la matriz lipidica que rodea a los corneocitos, formada
principalmente por ceramidas, colesterol y acidos grasos libres. Debido a que las
moléculas deben desplazarse a través de un recorrido sinuoso entre las células, la
organizacion y estabilidad de los lipidos intercelulares desempefian un papel
determinante en la permeacidén cutanea. Por esta razdn, numerosas estrategias
farmacéuticas buscan interactuar con esta region de la barrera cutanea mediante
potenciadores quimicos, vesiculas deformables y otros nanosistemas capaces de
modificar temporalmente el empaquetamiento lipidico. Este enfoque resulta
especialmente relevante para los invasomas, cuyos componentes pueden favorecer
la difusibn de principios activos a través de esta ruta sin comprometer

permanentemente la integridad de la piel.

La via transanexial comprende el transporte de moléculas a través de estructuras
anexas de la piel, principalmente foliculos pilosos y glandulas sudoriparas. Aunque
estas estructuras representan una proporcion relativamente pequefia de la
superficie cutanea total, pueden actuar como rutas alternativas para la penetracion
de principios activos y como reservorios capaces de prolongar su permanencia en

el tejido. Diversos estudios han demostrado que nanoparticulas, sistemas
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vesiculares y otras formulaciones nanoestructuradas pueden acumularse en los
foliculos pilosos, favoreciendo la liberacion localizada del principio activo y
aumentando su tiempo de residencia en la piel. Esta caracteristica ha despertado
interés en el desarrollo de sistemas dirigidos al tratamiento de enfermedades
cutaneas localizadas y a la administracion de compuestos que presentan

dificultades para atravesar el estrato cérneo por otras rutas.

La importancia relativa de cada ruta depende de la interaccion entre el farmaco, la
formulacion y la barrera cutanea. No obstante, la via intercelular es considerada la
principal ruta de transporte para la mayoria de los sistemas destinados a mejorar la
administracién cutanea, debido a su estrecha relacién con la organizacion lipidica
del estrato cérneo y con los mecanismos empleados por diversos potenciadores de

permeacion y nanosistemas farmacéuticos.

Ruta Intracelular
(a través de las células)

/ € Ruta

Ruta Intercelular
(alrededor de las células)

Ruta Transanexial _ Mecanica
(a través de foliculos o (ejemplo:
conductos sudoriparos) microneedling)
J O

} 8
oo ¥

®

® e

Figura 3. Representacion esquematica de las principales rutas de penetracion de sustancias

a través de la piel. Tomada de: Cosmedic Peeling (2025).
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2.2 Nanotecnologia aplicada a la administracion cutanea de farmacos

Las formulaciones convencionales utilizadas para la administracion cutanea, como
cremas, unguentos y geles, permiten la aplicacion localizada de principios activos y
continuan siendo una de las estrategias terapéuticas mas empleadas en el
tratamiento de diversas afecciones dermatoldgicas. Sin embargo, tal y como ya se
ha venido mencionando con anterioridad, la eficacia de estos sistemas puede verse
limitada por la funcion barrera del estrato cérneo, que restringe el transporte
molecular hacia las capas mas profundas del tejido cutaneo (Bakhrushina et al.,
2025). Como consecuencia, numerosos principios activos presentan dificultades
para alcanzar concentraciones terapéuticas adecuadas en el sitio de accion, lo que
puede reducir la eficacia del tratamiento y requerir aplicaciones frecuentes o

concentraciones elevadas del farmaco.

Estas limitaciones han impulsado el desarrollo de nuevas estrategias farmacéuticas
orientadas a mejorar la penetracion, la retencion y la distribucion de principios
activos en la piel. Entre ellas, la nanotecnologia ha despertado un interés
considerable por la posibilidad de disefar sistemas capaces de interactuar de
manera mas eficiente con la barrera cutanea y de modificar el comportamiento de
los farmacos en el sitio de aplicacion. Variables como el tamafo de la nanoparticula
y su carga superficial, la composicion de la matriz transportadora y la capacidad de
encapsulacion influyen en la distribucién del sistema en la piel, en la liberacion del
principio activo y en su permanencia en el sitio de aplicacién. Si bien en muchos
casos se atribuyen las mejoras observadas unicamente a la reduccion del tamafo
de particula, ello constituye una simplificacion excesiva, ya que factores como la
actividad termodinamica del farmaco, la interaccién entre la formulacién y la barrera
cutanea, asi como la retencion localizada del principio activo, también contribuyen

al desempeno terapéutico de estos sistemas (Lunter, 2024).

Dentro de los nanosistemas empleados para la administracion cutanea se
encuentran: nanoemulsiones, nanoparticulas lipidicas solidas, transportadores

lipidicos nanoestructurados, micelas poliméricas y sistemas vesiculares
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deformables. Si bien todos persiguen el objetivo de optimizar la administracion del
principio activo, difieren considerablemente en los mecanismos empleados para
lograrlo. Dumitriu Buzia et al. (2023) describen que las nanoemulsiones y las
nanoparticulas lipidicas favorecen principalmente la solubilizacion del farmaco y su
liberacion controlada, mientras que los sistemas vesiculares deformables
incorporan estrategias dirigidas a interactuar con la barrera cutanea y favorecer el

transporte molecular.

Esta diferencia es relevante porque no todos los nanosistemas han sido disefiados
para superar las limitaciones del estrato cérneo mediante los mismos mecanismos.
Las nanoparticulas lipidicas pueden favorecer la acumulacion superficial y prolongar
la liberacion del principio activo; sin embargo, su capacidad para alcanzar capas
mas profundas depende de multiples factores relacionados con la formulacion. Los
sistemas vesiculares deformables, por el contrario, fueron desarrollados
especificamente para aumentar su interaccion con la barrera cutanea y facilitar su
transporte a través de sus regiones lipidicas. Los liposomas fueron los primeros
sistemas vesiculares disefiados con dicha estrategia, teniendo, ademas, la
capacidad de encapsular tanto compuestos hidrofilicos como lipofilicos.

(Karthikeyan y Sivaneswari, 2025).

No obstante, la rigidez estructural de los liposomas limita su capacidad de penetrar
en el estrato cérneo, lo que, en muchos casos, favorece la acumulacién superficial
del principio activo. Esta limitacion impulsé el desarrollo de sistemas vesiculares
mas avanzados, como transfersomas, etosomas e invasomas, disefiados para
aumentar la deformabilidad vesicular y optimizar la interaccion con la barrera

cutanea.

La presencia de una estructura vesicular basada en fosfolipidos es un elemento
comun en estos sistemas. Sin embargo, cada uno emplea estrategias distintas para
favorecer la permeacion. Los transfersomas incorporan agentes flexibilizantes que
aumentan la elasticidad de la bicapa vesicular; los etosomas emplean etanol para

modificar tanto la estructura vesicular como la organizacion lipidica del estrato
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coérneo; mientras que los invasomas combinan etanol y terpenos, incorporando con
ello un mecanismo adicional de interaccion con la barrera cutanea (Nangare y
Dugam, 2020). Estas diferencias explican el interés que han despertado los
sistemas vesiculares deformables en formulaciones destinadas a mejorar la
administracién localizada de principios activos sin comprometer de forma

permanente la integridad fisiolégica de la piel.

2.3 Invasomas como sistemas vesiculares avanzados para la permeacion cutanea

Los invasomas constituyen una estrategia desarrollada para mejorar la
administracién cutanea de farmacos mediante la combinacion de componentes
capaces de interactuar tanto con la vesicula transportadora como con la barrera
cutanea. Nangare y Dugam (2020) describen estos sistemas como vesiculas
compuestas principalmente por fosfolipidos, etanol y terpenos, cuya accidén conjunta

favorece la permeacién de principios activos a través de la piel.

La contribucidn de cada componente responde a mecanismos distintos pero
complementarios. El etanol puede incorporarse a la bicapa fosfolipidica y modificar
su organizacion molecular, lo que incrementa la flexibilidad de la vesicula. Al mismo
tiempo, interactia con los lipidos del estrato coérneo, favoreciendo cambios
transitorios en su organizacion y reduciendo la resistencia al transporte molecular
(Dumitriu Buzia et al., 2023).

Por su parte, los terpenos actuan como potenciadores quimicos de la permeacion.
Nangare y Dugam (2020) describen que estos compuestos pueden insertarse entre
las cadenas hidrocarbonadas de ceramidas, colesterol y acidos grasos libres
presentes en la matriz lipidica intercelular. Como consecuencia, disminuye
temporalmente el ordenamiento de estas estructuras y aumenta la movilidad

molecular dentro de la barrera cutanea.

La capacidad de los invasomas para favorecer la permeacién no puede atribuirse
exclusivamente a la presencia de etanol o de los terpenos. Factores como el tamaio

vesicular, la estabilidad coloidal, la composicidon de la bicapa y las caracteristicas
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fisicoquimicas del principio activo también influyen en el desempefio del sistema.
Esta interaccion entre multiples variables explica por qué la eficacia de los
invasomas depende tanto de su composicion como de las condiciones de

formulacién empleadas.

Bakhrushina et al. (2025) sefialan que la baja permeabilidad cutanea esta
estrechamente relacionada con la estabilidad estructural del estrato corneo. En
consecuencia, el interés por los invasomas se relaciona con su capacidad de
modificar temporalmente esta barrera sin alterar permanentemente su funcion
fisiolégica. Esta propiedad ha favorecido su estudio como sistema de administracion

de principios activos destinados al tratamiento de afecciones cutaneas.

2.4 Infecciones cutaneas bacterianas y desafios terapéuticos actuales

Las infecciones cutaneas bacterianas y de tejidos blandos constituyen un problema
clinico frecuente y representan una causa importante de atencion médica tanto en
el ambito ambulatorio como en el hospitalario. Estas infecciones abarcan un amplio
espectro de manifestaciones clinicas, desde procesos superficiales como el
impétigo y la foliculitis hasta cuadros mas complejos como abscesos, celulitis e
infecciones de heridas quirurgicas. La gravedad de la enfermedad depende de
factores como el microorganismo involucrado, la profundidad del tejido afectado, la

extension de la infeccidn y las condiciones clinicas del paciente.

Entre los principales agentes etioldgicos asociados a estas infecciones destacan las
bacterias Gram positivas, en particular Staphylococcus aureus y Streptococcus
pyogenes. Dentro de este grupo, S. aureus es uno de los patégenos de mayor
relevancia clinica por su capacidad de causar desde infecciones localizadas hasta
procesos invasivos. A ello se suma la aparicién y diseminacién de cepas resistentes
a la meticilina (MRSA), fendmeno que ha incrementado la complejidad del
tratamiento al reducir la eficacia de diversas opciones terapéuticas convencionales
(Linz et al., 2023).

17



Esta situacion forma parte de un problema mas amplio relacionado con la
resistencia antimicrobiana. Murray et al. (2022) reportaron que la resistencia
bacteriana se asocia con millones de muertes a nivel mundial, consolidandose como
una de las principales amenazas para la salud publica. En el caso especifico de las
infecciones cutaneas bacterianas, la elevada frecuencia de microorganismos
resistentes ha impulsado la busqueda de estrategias terapéuticas capaces de
controlar la infeccidon sin ejercer una presion selectiva innecesaria sobre las

poblaciones bacterianas.

La eleccion del tratamiento depende de la severidad y la localizacion anatomica de
la infeccion. En cuadros extensos o complicados, la administracion sistémica de
antimicrobianos suele ser necesaria para alcanzar concentraciones terapéuticas
adecuadas en el sitio afectado. Sin embargo, en infecciones localizadas o
superficiales, este enfoque puede no representar siempre la alternativa mas
conveniente debido al riesgo de efectos adversos sistémicos, a las interacciones
farmacoldgicas y al impacto que el uso prolongado de antibidticos puede ejercer

sobre la seleccién de resistencia bacteriana.

La administracion topica de antimicrobianos continta siendo una estrategia de gran
interés, ya que permite dirigir el principio activo directamente hacia el sitio de
infeccion, incrementar la concentracion local y reducir la exposicién sistémica
innecesaria. No obstante, la eficacia de este enfoque se encuentra limitada por la
funcién barrera del estrato corneo, cuya organizacion altamente compacta restringe
la penetracion de numerosos principios activos, especialmente cuando el proceso
infeccioso compromete capas mas profundas del tejido cutaneo (Bakhrushina et al.,
2025).

Las limitaciones asociadas a la permeacion cutanea han impulsado el desarrollo de
sistemas de administracion capaces de mejorar la penetracién y la retencién local
de antimicrobianos. En este contexto, los nanosistemas farmacéuticos han surgido
como una alternativa prometedora para optimizar la administracion localizada de

principios activos y favorecer su acumulacién en el sitio de accién, contribuyendo
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potencialmente a mejorar la eficacia terapéutica en infecciones cutaneas

bacterianas.

2.5 Uso de linezolida en sistemas invasomales para administracion cutanea

Dentro del tratamiento de infecciones cutaneas bacterianas, particularmente
aquellas asociadas con microorganismos Gram positivos resistentes, la selecciéon
del agente antimicrobiano constituye un aspecto critico para el éxito terapéutico. En
este contexto, la linezolida ha adquirido relevancia clinica debido a su actividad
frente a patégenos de importancia médica, incluyendo Staphylococcus aureus
resistente a la meticilina (MRSA), Streptococcus spp. y Enterococcus spp.,
microorganismos frecuentemente implicados en infecciones cutaneas y de tejidos

blandos.

La linezolida es un antimicrobiano sintético perteneciente a la familia de las
oxazolidinonas, cuyo mecanismo de accion se basa en la inhibicion de la sintesis
proteica bacteriana. A nivel molecular, actia mediante su union al ARN ribosomal
23S de la subunidad 50S, interfiriendo con la formacién del complejo de iniciacion
70S necesario para la traduccion bacteriana. Este mecanismo resulta
particularmente relevante, ya que difiere del de otros antibiéticos convencionales, lo
que contribuye a mantener su actividad frente a cepas bacterianas resistentes a

multiples agentes antimicrobianos (Hashemian et al., 2018).

La linezolida también presenta otras ventajas importantes, como la elevada
biodisponibilidad oral y la eficacia demostrada frente a infecciones causadas por
bacterias Gram positivas resistentes. Sin embargo, su administracion se realiza
predominantemente por via sistémica, ya sea oral o intravenosa, lo que puede
asociarse con efectos adversos significativos cuando se requiere un tratamiento
prolongado. Entre las reacciones adversas reportadas se incluyen mielosupresion,
neuropatia periférica, neuropatia optica y riesgo de sindrome serotoninérgico,
aspectos que limitan su uso en determinados escenarios clinicos y justifican la

exploracion de estrategias de administracion alternativas.
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En infecciones cutaneas localizadas, una aproximacion terapéutica orientada a la
administracién tépica podria ofrecer ventajas relevantes al permitir una mayor
concentracion local del antimicrobiano en el sitio de infeccion, reducir la exposiciéon
sistémica y potencialmente disminuir la incidencia de efectos adversos asociados al
tratamiento convencional. No obstante, la eficacia de esta estrategia depende de la
capacidad del principio activo para atravesar la barrera cutanea y alcanzar

concentraciones terapéuticas adecuadas en el tejido afectado.

Las propiedades fisicoquimicas de la linezolida favorecen su incorporacion en
sistemas nanoestructurados destinados a la administraciéon cutanea. Su peso
molecular relativamente moderado (~337.35 g/mol) y su solubilidad permiten
considerar su inclusion en sistemas vesiculares capaces de optimizar su distribucion
en la piel. No obstante, la barrera impuesta por el estrato cérneo continua
representando un desafio para la difusion pasiva del farmaco, especialmente
cuando se requiere alcanzar concentraciones terapéuticas en regiones mas

profundas del tejido.

Las caracteristicas de los invasomas los convierten en una alternativa atractiva para
la administracion cutanea de linezolida. La combinacion de fosfolipidos, etanol y
terpenos permite encapsular el antimicrobiano e interactuar con la barrera cutanea
para favorecer su penetracién y permanencia en el tejido. A diferencia de las
formulaciones convencionales, estos sistemas combinan deformabilidad vesicular y
potenciacion quimica de la permeabilidad, caracteristicas que pueden contribuir a

mejorar la distribucién localizada del farmaco.
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Capitulo 3. Objetivos

A. Obijetivo general

Caracterizar la eficiencia de carga, el mecanismo de liberacion y la cinética
de liberacion in vitro de la linezolida desde sistemas invasomales, con el fin
de evaluar su potencial como sistema de administracion farmacéutica de

liberacion controlada.

B. Objetivos especificos

e Optimizar la formulaciéon de invasomas con linezolida utilizando dos
meétodos de encapsulacion distintos

e Determinar y comparar la eficiencia de encapsulacién (EE%) de la
linezolida en ambas formulaciones.

e Comparar los perfiles de liberacion in vitro y la cinética de liberacion

entre ambas formulaciones.
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Capitulo 4. Materiales y Métodos

A. Materiales
Se utilizé lecitina de huevo [L-a-fosfatidilcolina de grado microbiolégico (Sigma-

Aldrich®, EUA, cédigo 44924)], con un contenido de fosfatidos (fraccion insoluble
en acetona) = 95%, como componente principal de la fase lipidica. El terpeno
utilizado en este proyecto fue limoneno (= 93%, Sigma-Aldrich®, EUA, cddigo
W263303).

El alcohol etilico (96°, Grupo Médico S.A. de C.V., México) se utilizd como
disolvente. Ademas, inicialmente se empled una solucion buffer de fosfato de pH 7.4
(Sigma-Aldrich®, EUA). Posteriormente, se utilizaron soluciones buffer de fosfato
de pH 7 y de acetato de sodio-acido acético 2.0 N de pH 5.4, ambas preparadas
conforme a los lineamientos establecidos en la Farmacopea de los Estados Unidos
Mexicanos (FEUM). Para esta ultima se utilizaron acido acético y acetato de sodio
trihidratado. Asimismo, para las pruebas de ruptura del sistema invasomal durante
la recuperacion de linezolida se emplearon distintos agentes: cloroformo para
analisis (Merck®, CHCI;, Art. 1/15854), diclorometano ENVISOLV® para analisis
(Fluka® Analytical/Sigma-Aldrich®, cédigo 34411, pureza minima 99.8 %,
estabilizado con amileno) y lauril sulfato de sodio proporcionado por el Laboratorio
de Farmacia Molecular y Liberacién Controlada de la Universidad Auténoma
Metropolitana, Unidad Xochimilco, identificado con clave E002 y lote interno
N060122011.

Para las pruebas de disolucién-liberacion se utiliz6 una membrana de dialisis
Spectra/Por® 4 de celulosa regenerada estandar (RC), de la marca Repligen®, con
un limite de corte de peso molecular (MWCO) de 12—-14 kDa, ancho plano de 25
mm, diametro aproximado de 16 mm y longitud de rollo de 30 m. Esta membrana
se empled para contener las muestras durante los estudios de liberacién in vitro en
un buffer de acetato de sodio-acido acético 2.0 N, con pH 5.4. El agua empleada en
la preparacién de las soluciones fue agua purificada proporcionada por el Centro de
Produccién de Agua Xochimilco (CEPAX) de la Universidad Autéonoma

Metropolitana, Unidad Xochimilco (México).
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Equipos

El equipo empleado para la evaluacion de las materias primas y el contenido de
principio activo de las formulaciones invasomales mediante la determinacién de la
absorbancia incluyé un espectrofotometro UV-Vis modelo UV-1201 (Shimadzu®,

Japon).

Para la eliminacion de disolventes y la formacion de la pelicula lipidica, como parte
del proceso de obtencion de los invasomas, se emple6é un evaporador rotatorio
(rotavapor) equipado con un sistema de control de velocidad y de vacio
(HADCHENG®, China). Asimismo, se utilizd un bafio ultrasonicador modelo 8853
(Cole-Parmer®, EUA) para favorecer la dispersion y la reduccion del tamafio de
particula. El control de temperatura durante los procesos se llevd a cabo mediante
un bafo termostatizado modelo Alpha RA 12 (LAUDA®, Alemania), asi como un
bafio de calentamiento (modelo HEM-01, 110 V/60 Hz, 1.5 kW). Para la formacion
de las dispersiones de los invasomas también se utilizé un homogeneizador de alta
velocidad Ultra-Turrax® T18 (IKA®, Alemania).

Para las etapas de separacion y purificacion se utilizaron una microcentrifuga
refrigerada modelo Centrifuge 5427 R (Eppendorf,® Alemania) y una ultracentrifuga
refrigerada (Beckman® Coulter, EUA). Para la eliminacién de disolventes residuales
y el secado de las muestras de invasomas se empled un liofilizador tipo Vacuum
Collector (Labconco®, EUA).

La caracterizacion del tamano de particula se realiz6 mediante un analizador de
distribucion de tamano por difraccién laser Partica LA-950V2 (HORIBA®, Japon).
Todo el equipo fue operado conforme a los procedimientos establecidos en el
Laboratorio de Farmacia Molecular y Liberacién Controlada de la Universidad

Autéonoma Metropolitana, Unidad Xochimilco.

Para la caracterizacion complementaria del tamafio hidrodinamico, del indice de
polidispersidad y del potencial zeta se utilizé un equipo de dispersion de luz
dinamica (DLS) y de movilidad electroforética laser Doppler Zetasizer Nano
(Malvern® Instruments, Reino Unido), ubicado en el Laboratorio 121 de Sistemas
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de Liberacion de Farmacos de la Facultad de Quimica de la Universidad Nacional
Autonoma de México (UNAM). El analisis de tamafo hidrodinamico e indice de
polidispersidad se realiz6 mediante dispersion dinamica de luz (DLS), mientras que

el potencial zeta se determin6 mediante movilidad electroforética.

Los perfiles de liberacion in vitro de linezolida se realizaron en vasos enchaquetados
conectados a un sistema de recirculaciéon térmica. El medio receptor fue buffer de
acetato de sodio-acido acético 2.0 N pH 5.4, preparado conforme a la FEUM. La
temperatura se mantuvo en 37 £ 0.5 °C y la agitacién en 50 rpm, a fin de mantener
condiciones térmicas controladas, cercanas al intervalo fisiolégico cutaneo. Las
muestras se colocaron en las membranas de dialisis y se tomaron alicuotas en los

tiempos establecidos para su posterior cuantificacion.

Los analisis de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) y de
calorimetria diferencial de barrido (DSC) se realizaron en el Instituto de
Investigaciones en Materiales de la Universidad Nacional Autonoma de México (lIM-
UNAM). El analisis FTIR se llevo a cabo utilizando un espectrometro Bruker Alpha
II, equipado con un moédulo ATR de diamante, empleando 64 barridos y una
resolucion de 2 cm™. El andlisis de DSC se realiz6 mediante un calorimetro
diferencial de barrido DSC 2910 de TA Instruments.

B. Métodos
Cuantificacién de linezolida por espectrofotometria UV

La cuantificacion de linezolida se realizé mediante espectrofotometria UV a 250 nm,
utilizando un espectrofotometro previamente calificado. La concentracion del
farmaco se determiné mediante una curva de calibracion construida con soluciones

estandar preparadas a concentraciones conocidas.
Validacion parcial del método analitico de cuantificacion

El método analitico empleado para la cuantificacion de linezolida fue validado

parcialmente conforme a parametros analiticos de desempenio, incluyendo:

e Linealidad
e Precision
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e Exactitud

Linealidad

Se evalué mediante la construccién de una curva de calibracidon con soluciones
estandar preparadas a diferentes concentraciones dentro del intervalo analitico
seleccionado. La linealidad se determiné mediante un analisis de regresion lineal,

obteniéndose el coeficiente de correlacion (R?).

Precision

La precision del método se evalué mediante la repetibilidad (precision intraensayo),
analizando réplicas independientes de concentraciones bajas, medias y altas dentro

del intervalo analitico. Los resultados se expresaron como porcentaje de desviacidon

estandar relativa (%RSD).
Exactitud

La exactitud se determiné mediante la recuperacién porcentual del analito en
diferentes niveles de concentracion (bajo, medio y alto), comparando los valores

experimentales con los teoricos.

Preformulacién

Se selecciond la lecitina de soya como fosfolipido estructural y el D-limoneno como
terpeno, de acuerdo con lo reportado para la formulacién de sistemas invasomales
por Nikhita y Ruty (2024).Se realizaron pruebas preliminares para establecer
proporciones adecuadas de los componentes y las condiciones de formacion de la
pelicula lipidica, asi como la hidratacion y la estabilidad de la dispersion. Asimismo,
se definieron como variables criticas del proceso el tiempo de evaporacién, la
temperatura, la velocidad de homogeneizacion y el tiempo de procesamiento, con

el fin de establecer condiciones reproducibles para la obtencion del sistema.
Formulacién de invasomas cargados con linezolida

Procedimiento. Para la preparacion de la fase lipidica, se pesaron 600 mg de lecitina
de soya y se disolvieron en metanol bajo agitacion hasta obtener una solucién

homogénea. La dispersion se sometid a un bafo ultrasénico durante 10 min vy,
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posteriormente, se filtrd para eliminar impurezas. A la solucion obtenida se
afiadieron 1.5 mL de D-limoneno y la mezcla se transfirié al rotavapor, donde se
elimind el disolvente a 80 °C, 60 rpm y bajo vacio controlado hasta formar una

pelicula lipidica uniforme adherida a la pared del matraz.

De manera paralela, se preparé la fase acuosa utilizando un buffer de fosfato a pH
7.4, etanol y linezolida, manteniendo la agitacion continua hasta obtener una
dispersion homogénea. Posteriormente, la fase acuosa se incorporé gradualmente
sobre la pelicula lipidica formada y el sistema se mantuvo en el rotavapor a 60 rpm
durante 1 h 30 min, sin vacio, para favorecer la hidratacion vesicular y la
incorporacion de ambas fases. Cuando fue necesario, se ajustaron las condiciones

de hidratacién para asegurar una incorporacion homogénea del sistema.

La dispersion resultante se someti® a homogeneizacion mediante el
ultrahomogeneizador a 14,000 rpm, aplicando tres ciclos con 1 min de agitacion
(ON) y 1 min de reposo (OFF), manteniendo el sistema en un bafio de hielo durante
el procedimiento para evitar el incremento de temperatura. Posteriormente, la
dispersion se filtré para remover impurezas remanentes y se dejo en reposo durante
30 min. Antes de transferir el sistema a viales para su almacenamiento y previo a
su caracterizacion, se realizo una filtracion final. Sin embargo, también se evaluaron
muestras sin esta filtracion para observar si existia alguna diferencia en los

resultados de la distribucion del tamano de la vesicula.
Purificacion, identificacion y caracterizacion

La purificacion de los invasomas para eliminar los componentes residuales
que no formaron vesiculas se realizé con una membrana de didlisis previamente

hidratada (6 cm x 2.5 cm) y en agitacién a 50/100 rpm, a 4 °C durante 24 h.

Para identificar la linezolida cargada en el invasoma se utilizd un
espectrometro infrarrojo. Asimismo, se realizé un analisis calorimétrico para
determinar el comportamiento térmico y la estabilidad de los invasomas
seleccionados como Optimos en tres condiciones de temperatura de

almacenamiento durante un mes. Por otro lado, para determinar el tamafio de las
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vesiculas se utilizé un equipo de difraccion de luz laser, tanto estatica (SLS) con el
equipo de la marca Horiba® como dinamica (DLS) con el equipo de la marca

Malvern®.
Determinacion del tamafio de particula

El tamafo de particula de las formulaciones invasomales se determind mediante
difraccion laser estatica (SLS). Las muestras se dispersaron en agua destilada hasta
alcanzar condiciones de transmitancia adecuadas para el analisis. Las mediciones
se realizaron mediante una distribucion basada en volumen y se registraron los
parametros D10, D50 y D90, representativos de la distribucion acumulada del
tamano de particula. Cada muestra fue analizada por triplicado para asegurar la

reproducibilidad de los resultados.

De manera complementaria, el tamano hidrodinamico promedio y el indice de
polidispersidad (PDI) se determinaron mediante dispersién dinamica de luz (DLS) a
25 °C. Los resultados se expresaron como Z-average (nm), lo que permitié evaluar

la homogeneidad del sistema coloidal.
Determinacion del potencial zeta

El potencial zeta se determind mediante electroforesis laser Doppler utilizando
celdas capilares desechables adecuadas para este analisis. Las mediciones se
realizaron a 25 °C, utilizando agua como medio dispersante. Cada formulacion se
analizd por triplicado y los resultados se expresaron en milivoltios (mV), como

indicador de la estabilidad coloidal.
Cuantificacion de linezolida liberada

La cuantificacion de linezolida se realiz6 mediante espectrofotometria UV a
250 nm. Las absorbancias obtenidas con las muestras se interpolaron en la curva

de calibracién, de acuerdo con el método parcialmente validado.

Perfiles de liberaciéon de linezolida
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Los perfiles de liberacidén de linezolida se evaluaron en un recirculador con
vasos enchaquetados a 37 £ 0.5 °C y agitacion a 50 rpm con el fin de simular las

condiciones de la piel (temperatura cutanea promedio de 32-37 °C).

Capitulo 5. Resultados

Curva de calibracion y parametros de la validacion parcial del método analitico.

La curva de calibracién construida en el intervalo de concentracion de 5 a 20 pyg/mL
mostré una relacion lineal entre la concentracidon del principio activo y la
absorbancia. La ecuacion de regresion lineal obtenida fue y = 0.0559x + 0.004, con
un coeficiente de determinacion (R?) = 0.9999, lo que indica una alta correlacion

entre ambas variables en el intervalo evaluado.

Curva de calibracion

1.2
1
y =0.0559x + 0.004
0.8 R®=0.9999
0
M 0.6
<
0.4
0.2
0
0 5 10 15 20 25

Concentracion (pg/mL)

Figura 4. Curva de calibracion obtenida para la cuantificacion de linezolida mediante el
método espectrofotométrico UV.

La Figura 4 muestra una distribucién uniforme de los puntos experimentales a lo
largo de la recta de regresion, sin desviaciones apreciables del comportamiento

lineal. Conforme aumentd la concentracion del principio activo, la absorbancia
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incrementd de manera proporcional, con valores comprendidos entre 0.283 y 1.118

unidades de absorbancia.

Estos resultados muestran que el método fue adecuado para cuantificar el principio
activo en las condiciones evaluadas, con una respuesta analitica consistente dentro

del intervalo de trabajo establecido.

Parametros de validacion analitica

El analisis de linealidad (Tabla 2), mostré6 una relacién proporcional entre la
concentracion del principio activo y la respuesta analitica dentro del intervalo
evaluado, con una pendiente de 0.0560, una ordenada al origen de 0.0022 y un
coeficiente de determinacion (R?) de 0.9999, lo que confirma un comportamiento
lineal adecuado del método.

Tabla 2. Parametros de linealidad (m: pendiente; b: intercepto al origen; R2:

coeficiente de determinacion) del método espectrofotométrico por UV utilizado para
cuantificar linezolida.

Linealidad
m 0.0560
b 0.0022
R? 0.9999

La precision del método (Tabla 3) presentd una desviacion estandar de 5.77 X 10-°
y un coeficiente de variacion (%CV) de 0.10 %, indicando baja variabilidad entre las

mediciones realizadas y una adecuada reproducibilidad analitica.

Tabla 3. Parametros de precision del método analitico.

Precision
DE 5.77 X10°
%CV 0.103036931

En la evaluacion de exactitud (Tabla 4), los porcentajes de recuperacion obtenidos
para los niveles bajo (6.5 ug/mL), medio (12.5 yg/mL) y alto (18.5 ug/mL) fueron de
99.16 %, 100.58 % y 99.76 %, respectivamente. Los coeficientes de variaciéon

asociados se mantuvieron por debajo del 1 % en todos los niveles evaluados, lo que
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refleja consistencia en la recuperacion del principio activo a distintas

concentraciones.

Tabla 4. Parametros de exactitud del método espectrofotométrico por UV utilizado.

Exactitud

Concentracion Promedio de
Nivel % o o

teorica pg/mL Recuperacion

Bajo 6.5 99.1625864 | 0.63407342 | 0.63942808
Medio 12.5 100.582986 | 0.29720395 | 0.29548133
Alto 18.5 99.7636542 | 0.31010019 | 0.31083484

Estos resultados muestran que el método analitico presentd un desempefio
adecuado en términos de linealidad, precision y exactitud dentro del intervalo de

concentracion evaluado.

Tamano de particula de los invasomas

Los resultados del analisis del tamafio de particula mostraron diferencias entre las
formulaciones evaluadas segun las condiciones empleadas en su preparacion. En
la mayoria de las muestras, los tamafios obtenidos se situaron entre 79.1 y 139.3
nm, aunque algunas formulaciones presentaron una distribucién de tamafio mucho

mas amplia, lo que se reflejé en valores elevados de Span.

Las formulaciones preparadas a 14,000 rpm, con una profundidad de sonda de 2
cm y con etapa de filtracién, presentaron los tamafios de particula mas bajos, en un
intervalo aproximado de 80 a 93 nm. Ademas, los valores de Span inferiores a 1

indican una distribucion de tamafios mas uniforme entre las particulas obtenidas.

En contraste, algunas muestras procesadas sin filtracion o bajo condiciones
distintas presentaron tamafos cercanos a 122 nm, acompafnados de valores de

Span mas altos, lo que refleja una mayor variabilidad en la distribucion de tamafo.

En las formulaciones donde se incorporaron variables adicionales, como 1 % de
terpeno, principio activo o centrifugacién, también se observaron incrementos
importantes en los valores de Span, alcanzando hasta 484.60, lo que indica una
distribucién menos homogénea.
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Tabla 5. Tamafio de particula y distribucion de tamafio (span) de 15 formulaciones
(F1 a F15) elaboradas con diferentes condiciones (homogeneizacién en rpm,
sonicacion (ciclos/min), con vy sin filtracion; adicion del ingrediente farmacéutico
activo (API) y terpeno para obtener invasomas.

Lote Tamaiio de Span Condiciones de formulacion
particula (nm) (nm)
F1 122 10.56 12,000 rpm, 3 ciclos x 1 min, sonda 5 cm y sin filtracién
F2 82.7 1.76 14,000 rpm, 3 ciclos x 1 min, sonda 2 cmy sin filtracién
F3 122.3 1.35 14,000 rpm, 3 ciclos x 1 min, sonda 5 cm y sin filtracion
F4 122.8 36.5 14,000 rpm, 3 ciclos x 1 min, sonda 5 cmy sin filtracién
F5 80.8 0.54 14,000 rpm, 3 ciclos x 1 min, sonda 2 cmy con filtracion
F6 80.4 0.43 14,000 rpm, 3 ciclos x 1 min, sonda 2 cmy con filtracion
F7 80.5 0.44 14,000 rpm, 3 ciclos x 1 min, sonda 2 cmy con filtracion
F8 83.3 0.85 14,000 rpm, 3 ciclos x 1 min, sonda 2 cmy con filtracion
F9 122.7 4711 14,000 rpm, 3 ciclos x 1 min, sonda 5 cmy con filtracion
F10 93.1 0.74 14,000 rpm, 3 ciclos x 1 min, sonda 2 cmy con filtracion
F11 82.5 51.58 14,000 rpm, 3 ciclos x 1 min, sonda 2 cmy con filtracion
F12 139.3 1.02 14,000 rpm, 3 ciclos x 1 min, sonda 2 cmy con filtracion
F13 83.1 0.68 14,000 rpm, 3 ciclos x 1 min, sonda 2 cmy con filtracion
F14 79.1 95.66 14,000 rpm, 3 cici(;sr;elnr;w;nigﬁgsz‘c;?, filtracion, 1% de

Por su parte, la tabla 5 permite comparar el tamafio de particula entre las distintas
formulaciones evaluadas, donde puede observarse que la mayoria de los sistemas
se concentré en el intervalo de 80 a 120 nm, aunque algunas formulaciones

mostraron incrementos notorios respecto al resto.

La figura 5 corresponde a la distribucion de tamano del lote F6, que presentd un
tamano promedio de 80.5 nm y un valor de Span de 0.43. En la grafica se observa
una poblacion de particulas concentrada principalmente entre 80 y 90 nm, sin
evidencia de poblaciones secundarias, |0 que sugiere una distribucion mas

uniforme.
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Figura 5. Distribucion de tamano de particula de la muestra F6 de invasomas mostrando
alta uniformidad.

La Figura 6 muestra la comparacién del tamafo de particula entre las distintas
formulaciones de invasomas evaluadas. Se observa que la mayoria de las muestras
presentaron tamafnos entre 80 y 120 nm, mientras que algunas formulaciones
alcanzaron valores superiores, como las muestras 1, 3, 4, 9 y 12. En contraste, las
muestras 5, 6, 7, 11, 14 y 15 presentaron los tamafos mas bajos, con valores
cercanos a 80 nm. Estas diferencias reflejan la variabilidad observada en las

condiciones de preparacion aplicadas a cada formulacion.

Una vez establecidas las condiciones de preparacion de la formulacion F6, ésta se
reprodujo en tres réplicas independientes (F1, F2 y F3 de las tablas 6 y 7), con el
propoésito de evaluar la reproducibilidad del proceso. Las formulaciones obtenidas
bajo estas condiciones fueron posteriormente empleadas en los estudios de
caracterizacion y evaluacién del sistema, manteniendo constantes los parametros
de formulacién y procesamiento previamente establecidos para F6, excepto que se

sustituy6 el metanol por etanol, como medio de disolucion de la linezolida.
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Figura 6. Tamafo de particula (nm) de las diferentes muestras de invasomas, con variabilidad entre
formulaciones y valores predominantemente en el intervalo de 80—120 nm.

Analisis del tamafo de particula de los invasomas e indice de polidispersidad
mediante dispersion dinamica de luz (DLS)

El analisis mediante dispersion dinamica de luz mostré diferencias en el tamano de
particula entre la formulacion placebo y las formulaciones cargadas con linezolida.
La formulacién placebo presenté un tamafio promedio de 184.1 nm y un indice de
polidispersidad (PDI) de 0.140.

En las formulaciones con principio activo, los tamafos obtenidos fueron menores
que en el sistema placebo, lo cual es un efecto semejante al incluir etanol en la
formulacién de etosomas; si bien ocurre lo contrario a lo observado en otros estudios
con linezolida u otros farmacos cuando se incorporan terpenos y el farmaco a la
estructura fosfolipidica vesicular. (Dragicevic-Curic et al., 2011; Sahu & Ram, 2018;
Sailaja & Meghana, 2021). La formulacion F1 presentd un tamafo promedio de 106.2
nm, mientras que F2 y F3 mostraron valores de 122.0 nm y 1229 nm,
respectivamente. Los valores de PDI obtenidos fueron 0.279 para F1, 0.375 para
F2y 0.242 para F3.
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La tabla 5 muestra la distribucién de tamano correspondiente a las formulaciones
evaluadas. En todos los casos se observo una poblacion principal dentro del
intervalo nanométrico; sin embargo, las formulaciones con linezolida presentaron

distribuciones desplazadas hacia tamafos menores que la formulacién placebo.

En términos de distribucion, las formulaciones F1 y F3 presentaron valores de
polidispersidad menores que los de F2, lo que indica una distribucién de tamafo
relativamente mas uniforme en estas formulaciones.

Tabla 6. Caracterizacion de las dimensiones nanométricas mediante DLS de los

invasomas obtenidos con la formulacion placebo y tres formulaciones
cargadas con linezolida.

Lote Tamano de particula PDI
(nm)

Placebo 184.1 0.140
F1 106.2 0.279
F2 122 0.375
F3 122.9 0.242

Comparacion del potencial zeta entre formulaciones de invasomas

Los valores de potencial zeta obtenidos para las formulaciones evaluadas se
presentan en la Tabla 7. En la determinacion inicial, la formulacion placebo presenté
un valor de -11.4 mV, mientras que las formulaciones cargadas con linezolida

mostraron valores de —9.01 mV para F1, -17.6 mV para F2 y -13.5 mV para F3.

En la determinacion final, todos los sistemas presentaron valores de potencial zeta
negativos asociados a los fosfolipidos que constituyen el invasoma. La formulacién
placebo presentd -11.8 mV, mientras que F1, F2 y F3 mostraron valores de —-10.7,
-12.9 y -10.21 mV, respectivamente. Aunque se observaron variaciones entre
ambas mediciones, los resultados se mantuvieron dentro de un intervalo cercano,

lo que indica que las formulaciones conservaron una carga superficial negativa.

La formulaciéon F2 presentd el valor mas negativo en ambas determinaciones,

aunque en la medicion final la diferencia en valor respecto de las demas
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formulaciones fue menor. Estos resultados sugieren que la baja carga superficial de
los sistemas invasomales obtenidos no proporciona, por si sola, la estabilidad
electrostatica necesaria para mantener los invasomas en estado coloidal mediante
la repulsion de cargas; por lo tanto, se recomendaria, por ejemplo, realizar estudios

para su liofilizacion.

Tabla 7. Comparacion del potencial zeta de los invasomas obtenidos con la
formulacién placebo y con los cargados con linezolida.

Formulacion Potencial zeta (mV) inicial Potencial zeta (mV) final
Placebo -11.4 -11.8
F1 -9.01 -10.7
F2 -17.6 -12.9
F3 -13.5 -10.21

Comportamiento del tamafio de particula bajo diferentes condiciones de
temperatura de almacenamiento

Los resultados de la evaluacion de la estabilidad a diferentes temperaturas durante
un mes mostraron cambios en el tamano de particula de la formulacion analizada,
como se muestra en la Figura 8. En condiciones iniciales (a temperatura ambiente),

el sistema presentd un tamafio promedio de 122 nm.

Después del almacenamiento a 12 °C, el tamafo de particula incrementd hasta
aproximadamente 12,400 nm. De manera similar, la muestra expuesta a 48 °C

presentd un aumento hasta valores cercanos a 8,450 nm.

La Figura 7 muestra comparativamente el efecto de la temperatura sobre este
parametro, observandose un incremento marcado del tamafo de particula en
ambas condiciones respecto al valor inicial. El cambio mas alto se registroé en la
muestra almacenada a 12 °C durante un mes, seguida de la formulacién expuesta
a48 °C.
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Efecto de la temperatura en el tamafo de particula

100000
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1

Inicial (ambiente) 12°C 48°C

Tamafo (nm) 122 12400 8450

Figura 7. Efecto de diferentes condiciones de temperatura mantenidas durante un mes
sobre el tamafo de particula de la formulacion seleccionada.

Respuesta de la linezolida y de los invasomas con y sin carga de farmaco a la
radiacion infrarroja (FTIR)

El analisis por espectroscopia infrarroja (FTIR) permitié comparar las caracteristicas
estructurales de la linezolida, de la formulacién liquida coloidal de invasomas y de

la muestra sometida a centrifugacion y tratamiento térmico.

La tabla 8 muestra los intervalos o regiones de bandas de absorcion de la energia
infrarroja que caracterizan a la linezolida y que fueron presentadas (figura 8) por la
materia prima utilizada en este proyecto, considerando que pueden existir
variaciones en cada muestra que dependen de su organizacion fisica interna, ya
que se ha notificado que este principio activo presenta polimorfismo (Brickner et al.,
1996; Bergren, 2003; Rao et al., 2010).
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Figura 8. Espectro FTIR de la linezolida pura, que muestra las bandas caracteristicas de
los grupos funcionales presentes en su estructura quimica.

Tabla 8. Bandas caracteristicas en el espectro FTIR de la linezolida pura.

Regidn o banda aproximada

Asignacion vibracional

Interpretacion

aromatico

(cm™)

3200-3500 Estiramiento N-H/O-H | /SCCiad0a grupos polares presentes

en la estructura de la linezolida

Estiramiento C=0vy Senales caracteristicas del grupo
1700-1600 vibraciones del anillo carboniloy de la estructura aromatica
aromatico del farmaco

Vibraciones C-N, C-Oy Region de huella digital asociada a la

1500-1000 . .
C-F estructura molecular de la linezolida

Deformaciones fuera Senales relacionadas con
900-700 delplano de C-H

sustituciones del anillo aromatico
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La presencia de estas bandas confirma las sefales caracteristicas de la linezolida
pura. En particular, la region de 1700-1000 cm™ permite reconocer grupos
funcionales asociados al carbonilo, enlaces C-N, C-O y C-F, que sirven como
referencia para comparar posteriormente los espectros de las formulaciones

invasomales.
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Figura 9. Espectro FTIR de la formulacion de invasomas en estado liquido coloidal.

La figura y tabla 9, derivada de ella, presentan las bandas de absorcion infrarrojas
obtenidas con la formulacion de invasomas en estado liquido. En este espectro se
observé una banda ancha en la regién de 3200-3500 cm™, atribuible a los grupos
O-H del agua y del etanol presentes en el sistema. La presencia de sefales en la
region de 2920-2850 cm™ puede atribuirse a las cadenas alifadticas de los
fosfolipidos y del limoneno. Asimismo, las bandas observadas entre 1240 y 1080

cm™ sugieren la presencia de grupos fosfato y de enlaces C—-O caracteristicos de
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la matriz fosfolipidica. La menor resolucion de algunas sefales respecto a la

linezolida pura puede asociarse con la cantidad relativamente baja del farmaco en

el sistema vesicular y con la superposicion de bandas entre los componentes de la

formulacion.

Tabla 9. Bandas caracteristicas en el espectro FTIR de la formulacion de los
invasomas cargados con linezolida en estado liquido coloidal.

Region o banda Asignacion <
. -1 . . Interpretacion
aproximada (cm™) vibracional
Banda ancha asociada a la presencia de agua, etanol
3200-3500 Estiramiento O-H y posibles interacciones mediadas por puentes de
hidrégeno.
Estiramiento C-H | Relacionado con las cadenas hidrocarbonadas de los
2920-2850 s . -
alifatico fosfolipidos y del componente terpénico.
Estiramiento C=0/ | Puede asociarse a grupos carbonilo de fosfolipidos y
1700-1600 N ) , .
Cc=C sefales del limoneno o del farmaco incorporado.
1240-1080 Vibraciones P=0, Senales relacionadas con grupos fosfato de la
P-O-CyC-0 fosfatidilcolina y enlaces C-0O del sistema.
Region de huella Senales complejas atribuidas a la combinacion de
1000-500 - . . .
digital fosfolipidos, terpeno, etanoly linezolida.

En el espectro FTIR de la muestra tratada por centrifugaciéon y temperatura (figura

y tabla 10), se observaron cambios en la intensidad y la resolucion de las bandas

en comparacién con la formulacion liquida coloidal. Las modificaciones mas

evidentes se observaron en las regiones de 1240-1080 cm™ y en la huella digital,

lo que sugiere una reorganizacion de la matriz fosfolipidica tras la aplicacion del

tratamiento de estrés fisico y térmico.
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Figura 10. Espectro FTIR de la muestra de invasomas cargados con linezolida tratada
(centrifugacion y temperatura).

Tabla 10. Bandas caracteristicas del espectro FTIR de la muestra de invasomas cargados
con linezolida tratada por centrifugacion y temperatura.

Regidn o banda

. -1 Asignacion vibracional Interpretacion
aproximada (cm™)

Disminucién o cambio en la banda ancha,
3200-3500 Estiramiento O-H/N-H asociado a la modificacion de interacciones por
puentes de hidrégeno
Senales asociadas a cadenas lipidicas; cambios
en su intensidad pueden indicar una
reorganizacion de la matriz vesicular
Variaciones en esta regién pueden asociarse

1700-1600 Estiramiento C=0/C=C con cambios en los grupos carbonilo, los
fosfolipidos o los componentes terpénicos
Vibraciones P=0, P-O-C Campios en intensidad/definicién sugieren
1240-1080 alteraciones en grupos fosfato y en los enlaces

y C-0 . . oo

asociados a la bicapa fosfolipidica

Mayor modificacion de sefiales, compatible con
1000-500 Regidn de huella digital reorganizacion estructural o desestabilizacidon
del sistema.

Estiramiento C-H

2920-2850 alifatico
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Figura 11. Comparacién de los espectros FTIR de la linezolida pura (B), la formulacion de invasomas en
estado liquido coloidal (D) y la muestra sometida a tratamiento de centrifugacion y temperatura (F), mostrando
cambios en la intensidad y la definicion de las bandas asociados a la incorporacion del farmaco y la
interaccion entre los componentes del sistema.

La figura 11 muestra la comparacion de los espectros FTIR de la linezolida pura (B),
la formulacién de invasomas en estado liquido coloidal (D) y la muestra sometida a
tratamiento de centrifugacion y de temperatura (F). La linezolida pura presento
sefales definidas, especialmente en la region de 1700-1000 cm™, que
corresponden a los grupos funcionales caracteristicos del farmaco. En la
formulacion liquida, estas sefiales aparecen atenuadas y superpuestas con bandas
propias de los componentes del sistema, principalmente agua, etanol, fosfolipidos y
limoneno. Este comportamiento sugiere que el farmaco no se encuentra como
compuesto libre predominante, sino que posiblemente esté incorporado en estado
amorfo, disuelto entre las cadenas hidrocarbonadas o interactie con la matriz

vesicular.
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Comportamiento térmico de los invasomas por calorimetria diferencial de barrido
(DSC)

Para analizar e inferir el efecto de los componentes del sistema invasomal sobre su
estructura, ademas de los ensayos de FTIR, se evalud el comportamiento térmico
mediante DSC de los componentes individuales, del invasoma placebo y del

invasoma cargado con linezolida.

En la figura 12 se muestra el comportamiento térmico del limoneno, que a
temperatura ambiente se encuentra en estado liquido; por lo tanto, para su analisis,
se incluyeron condiciones subambientales. El termograma del limoneno mostré una
linea base relativamente estable a lo largo del intervalo de temperatura evaluado,
sin picos endotérmicos ni exotérmicos definidos. Se observaron ligeras variaciones
en la senal térmica a temperaturas elevadas, atribuibles a cambios fisicos o0 a
reorganizaciones de la red molecular del compuesto, asi como una sefal
endotérmica ancha y poco definida desde 80 °C hasta 100 °C, correspondiente a la
rapida volatilizacién del compuesto, que culmina en su ebullicion entre 176 °Cy 178

°C.

Sample: Limoneno DSC 10 N2 MAY26 DSC File: C:...\Limoneno DSC 10 N2 MAY26 UA

02

-0.04712 W/g

o1 e—| -oorc

-0.08177 W/g

00 0.37°C

Heat Flow (Wig)

-0.2 T T T T T T T
-100 -50 0 50 100 150 200 250 300
Exo Up Temperature (°C) Universal V4.5A

Figura 12. Comportamiento térmico del limoneno mediante DSC.

En cuanto a la linezolida, su analisis por DSC (figura 13) mostré un evento
endotérmico intenso y bien definido alrededor de 178.86 °C, correspondiente a la
transicion de fusion del farmaco. La presencia de este pico indica la naturaleza
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cristalina de la linezolida en estado puro. Adicionalmente, se pudo observar una
transicion endotérmica por arriba de 150° C, lo cual se asocia a una reorganizacion
molecular previa a la fusion y que se observa en las formas polimérficas Il y IV [WO
Patent 2005/035530 (Teva); WO 2006/008754] y, particularmente, se asocia al
comportamiento que presenta la forma Il de linezolida, que puede exhibir una
primera endotermia de fusion parcial a ~155°C, seguida inmediatamente de una
recristalizacion exotérmica a aproximadamente 160°C (no observada en esta
muestra) que transforma la linezolida en la Forma I, fundiendo finalmente alrededor
de 181°C (Karagiannidou, E. G., et al., 2013) o a la forma Il (US Patent 2006/0142283

A1).

Sample: Linezolida DSC 10 N2 MAY26 DSC File: C:...\Linezolida DSC 10 N2 MAY26_.UA

0

2] H

Heat Flow (W/g)
L

-5.943 Wig

178.86°C

-100 50 0 50 100 150 200 250 300
Exo Up Temperature (°C) Universal V4.5A

Figura 13. Termograma de DSC correspondiente a la linezolida.

El termograma de la lecitina (figura 14), al ser un material en estado de gel fluido o
liquido-cristalino a temperatura ambiente, mostré una senal térmica amplia y de baja
intensidad, con una deflexion practicamente imperceptible respecto de la linea base
en un amplio intervalo de temperatura, desde —75 °C hasta —15 °C, correspondiente
a la transicion vitrea de las zonas amorfas 0 agua no congelable entre las cabezas
de fosfato. Otro evento observado es una transicion de fase alrededor de los 40 °C,
asi como endotermas no pronunciadas alrededor de 75-80 °C y 105 °C, que algunos

estudios lo atribuyen a la deshidratacion (Crowe et al., 2006).
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Figura 14. Termograma de DSC correspondiente a la lecitina de huevo.

El termograma del sistema invasomal placebo, mostrado en la figura 15, presento
diversos eventos térmicos desde las condiciones subambientales correspondientes
a transiciones de fase atribuibles a las bicapas lipidicas, hasta la pérdida de etanol

y agua, asi como del limoneno.

Sample: Placebo DSC 10 N2 MAY26 DSC File: C:...\Downloads\Placebo DSC 10 N2 MAY26.UA

0.0

05 ,  _ n

Heat Flow (W/g)
&
L

204 2773 Wig \ /

] 119.36°C \ f -2.866 W/g
25 |\ f
— k A \/ / 127.48°C
150

-3.0

-100 -50 0 50 100 200 250 300
Exo Up Temperature (°C) Universal V4.5A

Figura 15. Termograma correspondiente al sistema invasomal placebo mediante DSC.
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El termograma correspondiente al invasoma cargado con linezolida (figura 16)

mostré modificaciones en el perfil térmico, principalmente en comparacion con el

placebo y con el farmaco puro.

DSC File: Sistema Linezolida DSC 10 N..

Sample:

Sistema Linezolida DSC 10 N2 MAY26

0

Heat Flow (W/g)
N
L

-2.375 Wig

86.91°C

-3.398 Wig

111.64°C

[\
-

-1.221 Wig

139.45°C

-1.727 Wig

228.70°C

-4 T T T T T T T
-100 -50 0 50 100 150 200 250 300

Exo Up Temperature (°C) Universal V4. 5A

Figura 16. Termograma correspondiente al sistema invasomal cargado con linezolida
obtenido mediante DSC.

Perfil de liberacion de linezolida libre y desde el invasoma

Los resultados obtenidos al dispersar tanto el farmaco en polvo como los invasomas
(figura 17) en un buffer de acetato de sodio-acido acético 2.0 N, con pH 5.4 a 37 °C
+ 0.5 °C, contenidos en una bolsa de membrana de dialisis, mostraron diferencias
marcadas entre la linezolida libre y los invasomas cargados con farmaco. La
linezolida libre presentd un perfil de disolucion acumulada mas rapido durante todo
el periodo de evaluacién, alcanzando un 91.60 % de farmaco disuelto a las 6 h. En
contraste, los invasomas cargados con linezolida mostraron una liberacion mas

gradual de esta, con un porcentaje acumulado de 35.04 % en el mismo periodo de
estudio.

Durante la primera hora, el farmaco libre se disolvié en un 28.32 %, mientras que la
formulacion invasomal alcanzé el 9.46 %. Esta diferencia indica que, en general, el

farmaco libre presentd un patrén de liberacion rapida y progresiva, mientras que al

incorporarse la linezolida en los invasomas, esta queda atrapada o dispersa a nivel
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molecular entre las cadenas hidrocarbonadas o en la bicapa del invasoma,
requiriéndose que el medio disolvente penetre en la bicapa invasomal para que el
farmaco se disuelva en el medio y difunda a través de la bicapa o que esta ultima
se erosione para posibilitar el contacto del disolvente con el farmaco y este inicie su

difusion al medio receptor.

Perfil de liberacioén in vitro

—@—Farmaco libre Invasomas con farmaco
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Figura 17. Perfil de disolucion-liberacion in vitro de linezolida libre y de invasomas cargados con el farmaco, en
buffer de acetato de sodio-acido acético 2.0 N, conpH 5.4a 37 °C+0.5°C

Con los datos de disolucidon-liberacion de la linezolida, se realizaron calculos con
diferentes modelos cinéticos para identificar el modelo de mejor ajuste que describa
el comportamiento de disolucién de la linezolida libre y su liberacion desde los
invasomas cargados (Tablas 11 y 12, respectivamente). En ambos casos, el modelo
de Korsmeyer-Peppas presentd los mejores parametros de bondad de ajuste, lo que
sugiere que la liberacién no se explica unicamente por una cinética simple, sino por

un proceso influido por las caracteristicas del sistema de liberacion.
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Tabla 11. Parametros de los modelos cinéticos aplicados a la disolucion in vitro de linezolida
libre en buffer de acetato de sodio-acido acético 2.0 N, a pH 5.4y 37 °C.

Modelo cinético R> R%ajustado  MSE  RMSE AlC MSC
Orden cero 0.9410  0.9410  53.1707 7.1709 48.7902 2.6166
Primer orden 0.9697  0.9697  26.9500 5.1048 43.3794 3.2929

Higuchi 0.9407  0.9407  51.0311 7.1408 49.0141 2.5886

Korsmeyer-Peppas 0.9925 0.9912 7.7574 2.6989 33.6763 4.5058

En el caso de la linezolida libre, el modelo de Korsmeyer-Peppas presenté el valor
de AIC mas bajo (33.6763) entre los evaluados. Asimismo, el mayor coeficiente de
determinacion (R? y R? ajustado): 0.9925 y 0.9912, respectivamente, superando
ampliamente a los demas modelos. De la misma manera, registré el Criterio de
Seleccion de Modelo (MSC) maximo, con un valor de 4.5058, y los minimos de error
residual (MSE y RMSE): 7.7574 y 2.6989, respectivamente.

Tabla 12. Parametros de los modelos cinéticos aplicados a la liberacion in vitro de
invasomas cargados con linezolida, en buffer de acetato de sodio-acido acético
20N,apH5.4y37°C.

Modelo cinético R? R?ajustado MSE RMSE AIC MSC
Orden cero 0.9653 0.9653 5.7270  2.0727 25.5955 3.6536
Primer orden 0.9818 0.9818 2.6920 1.5567 23.7227 3.8877
Higuchi 0.9089 0.9089 11.9355 3.3987 36.8637 2.2450
Korsmeyer-Peppas 0.9952 0.9944 0.7072  0.8292 15.0995 4.9656

En el caso de los estudios de liberacién in vitro de la linezolida cargada en el sistema
invasomal obtenido, el modelo de Korsmeyer-Peppas también presenté el valor de
AIC mas bajo: 15.0995, significativamente inferior al de los demas modelos. El
coeficiente de determinacion (R? y R? ajustado) fue de 0.9952 y 0.9944,
respectivamente, lo que indica un ajuste casi perfecto a los datos experimentales.
El Criterio de Seleccién de Modelo (MSC) fue el mas alto de la serie, con 4.9656, vy,
para el minimo error residual (MSE y RMSE), los valores fueron los mas bajos:
0.7072 y 0.8292, respectivamente.
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Determinacion de la eficiencia de encapsulacion de linezolida en invasomas

Para determinar la eficiencia de encapsulacion de la linezolida en el sistema
invasomal desarrollado, se considerd una formulacion total de 120 mL, a la que se
incorporaron 5 mg de linezolida. En la prueba inicial (Tabla 13) se emplearon 15 mL
de la formulacién, volumen que corresponde, tedéricamente, a 0.625 mg de
linezolida. Las absorbancias obtenidas se interpolaron en la curva de calibracion de
linezolida, definida por la ecuaciény = 0.0391x + 0.0095. Debido a que las muestras
fueron diluidas en proporcion 1:1, la concentracion calculada se corrigié con el factor
de dilucion correspondiente.

Tabla 13. Condiciones empleadas para el calculo de recuperacion o eficiencia de
encapsulacion de linezolida

Parametro Valor

Volumen total de formulacion 120 mL
Linezolida total incorporada 5mg

Volumen de formulacion evaluado en la prueba 15 mL

inicial
Cantidad tedrica de linezolida en 15 mL 0.625 mg
Ecuacion de la curva y=0.0391x + 0.0095
Dilucion aplicada 1:1

Con el propdsito de favorecer la ruptura del sistema invasomal y recuperar la
linezolida encapsulada, se evaluaron diferentes disolventes: cloroformo,
diclorometano, cloroformo-diclorometano y lauril sulfato de sodio (LSS). Los
resultados mostraron diferencias en la cantidad de farmaco recuperado segun el

disolvente empleado.

El diclorometano presentd la mayor recuperacion de linezolida, con una
concentracion corregida de 34.55 pg/mL, equivalente a 0.553 mg de farmaco
recuperado y una eficiencia de encapsulacién de 88.45 %. En comparacion, el LSS
mostré la menor recuperacion, con 0.457 mg y una eficiencia de 73.13 %. Por su
parte, el cloroformo y la mezcla cloroformo-diclorometano presentaron valores

intermedios, con eficiencias de 78.37 % y 77.45 %, respectivamente (ver Tabla 14).
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Estos resultados sugieren que el diclorometano fue el disolvente mas eficiente para
desestabilizar el sistema invasomal en las condiciones evaluadas, lo que permitio
una mayor recuperacion de linezolida. Por esta razoén, el diclorometano fue el

disolvente seleccionado para realizar la prueba en triplicado.

Tabla 14. Resultados de la eficiencia de encapsulacion de linezolida en invasomas,

obtenidos con el disolvente empleado.

. . Linezolida
. Absorbancia Concentracién
Disolvente empleado o . recuperada EE (%)
diluida 1:1 corregida (ug/mL) (me)
Cloroformo:diclorometano 0.601 30.26 0.484 77.45
Cloroformo 0.608 30.61 0.490 78.37
Diclorometano 0.685 34.55 0.553 88.45
Lauril sulfato de sodio 0.568 28.57 0.457 73.13

Con base en los resultados de la prueba comparativa, el diclorometano se evalué
por triplicado para confirmar la reproducibilidad de la recuperacién de linezolida. Las
tres réplicas mostraron valores cercanos entre si, con concentraciones corregidas
de 34.14, 34.76 y 35.06 pg/mL, respectivamente (Tabla 15).

La eficiencia de encapsulacion obtenida se encontré entre 87.41 % y 89.77 %, con
un promedio de 88.72 £ 1.20 %. Esta baja variacion entre réplicas indica que el
procedimiento presentd una respuesta reproducible. En conjunto, los resultados
confirman que el diclorometano permitié una recuperacion consistente de linezolida,
por lo que fue considerado el disolvente mas adecuado para la ruptura del sistema
invasomal y la estimacion de la eficiencia de encapsulacion.

Tabla 15. Resultados de la eficiencia de encapsulacion (EE%) de la linezolida

contenida en invasomas, obtenidos mediante extraccion con
diclorometano.

Réplica Absorbancia diluida Concentracion Linezolida recuperada EE (%)
1:1 corregida (pg/mL) (mg)

1 0.677 34.14 0.255 87.41

2 0.689 34.76 0.260 88.98

3 0.695 35.06 0.262 89.77
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Capitulo 6. Discusion

Validacion del método analitico utilizado

La validacion del método analitico, si bien no se realizé con todos sus parametros,
mostré que el método seleccionado presentd un comportamiento adecuado para la
cuantificacion de linezolida en el intervalo evaluado. El coeficiente de determinacién
obtenido confirmd una relacion lineal entre la concentracion y la absorbancia,
mientras que los parametros de precision y exactitud indicaron baja variabilidad y

recuperacion cercana al valor tedrico.

Este resultado es importante porque la cuantificaciéon del farmaco sirvido de base
para calcular los perfiles de liberacion y la eficiencia de encapsulacion. En sistemas
vesiculares, una cuantificacion poco confiable puede afectar directamente la
interpretacion del porcentaje liberado o recuperado. Por ello, contar con una curva
lineal y reproducible permitié dar soporte analitico a los resultados posteriores.
Tamano de particula y distribucion de los componentes en el sistema
invasomal obtenido

Las formulaciones invasomales propuestas en este proyecto presentaron tamafos
principalmente en el intervalo nanométrico, con valores cercanos a 80 y 120 nm en
las condiciones mas favorables. Este comportamiento es comparable con lo descrito
para los invasomas, donde el tamafio vesicular depende de la energia aplicada
durante la preparacion, pero particularmente de la composicién fosfolipidica, la
proporcion de etanol, asi como del tipo y la cantidad de terpenos, ya que estos,
como es el caso del limoneno, influyen no sélo en la organizacién de la bicapa, sino
también en cambios en el tamano vesicular. (Dragicevic-Curic et al., 2011; Babaie
et al., 2020). Para el caso del etanol, a mayor proporcién de este hasta cierto limite,
reduce el tamafo vesicular porque se introduce entre las cadenas lipidicas
reduciendo su volumen y la carga neta. Ademas, se ha observado una sinergia entre
el efecto desorganizador de los terpenos y el etanol, que incrementa la elasticidad

y la deformabilidad vesicular, lo que garantiza que la linezolida permanezca
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amorfizada o molecularmente dispersa en la matriz, previniendo su cristalizacion o
precipitacion (Fouad et al., 2024; Sahu & Ram, 2018).

En este trabajo, el uso de limoneno y la homogeneizacion favorecieron la obtencion
de sistemas pequefos; sin embargo, los valores elevados de Span en algunas
formulaciones indican que el proceso aplicado requiere optimizacién, ya que aun

puede generar poblaciones heterogéneas.

De conformidad con lo expuesto por Nangare y Dugam (2020) y otros autores
(Dragicevic-Curic et al., 2011; Sailaja & Meghana, 2021) la eficiencia como sistema
tépico o transdérmico de los invasomas no depende unicamente de la reduccién del
tamarno, sino de la combinacién entre tamafo vesicular, flexibilidad de la bicapa,
concentracion de etanol y presencia de terpenos; de modo que, aunque los tamafos
de invasomas obtenidos con este proyecto son favorables, la homogeneidad del
sistema debe analizarse junto con parametros como el PDI y la estabilidad al estado

coloidal.
Tamano hidrodinamico e indice de polidispersidad de los invasomas

El analisis por DLS mostré diferencias entre la formulacion placebo y las
formulaciones cargadas con linezolida. Las formulaciones con farmaco presentaron
tamanos hidrodinamicos menores que los del sistema placebo, lo que sugiere que
la incorporacion de linezolida pudo modificar la organizacion interna de la bicapa
vesicular, reduciendo su tamafio hidrodinamico; sin embargo, este fendmeno puede
atribuirse, como ya se menciond, a la presencia de etanol, que contribuye a la
disolucién y a la mayor dispersion e interaccion molecular del activo con las cadenas
de fosfolipido que las contrae (Fouad et al., 2024; Sahu & Ram, 2018).

Los valores de PDI obtenidos indicaron que algunas formulaciones presentaron
distribucion relativamente homogénea, mientras que otras mostraron mayor
variabilidad. De acuerdo con lo reportado en sistemas nanoestructurados, valores
de PDI inferiores a 0.3 suelen asociarse con dispersiones mas uniformes, mientras

que valores superiores indican poblaciones mas heterogéneas. Por lo tanto, aunque
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el sistema mostrd caracteristicas compatibles con una formulacién nanométrica,

aun existe margen de optimizacién para mejorar la uniformidad entre lotes.
Potencial zeta y estabilidad coloidal de los invasomas

Los valores de potencial zeta obtenidos fueron negativos en todas las formulaciones
evaluadas. Este comportamiento es consistente con lo reportado para los
invasomas, ya que el etanol puede contribuir a generar una carga superficial
negativa y a disminuir la agregacion vesicular mediante repulsion electrostatica
(Dragicevic-Curic et al., 2011; Fouad et al., 2024; Sahu & Ram, 2018).

Babaie et al. (2020) describen que la presencia de etanol en sistemas invasomales
no solo mejora la flexibilidad vesicular, sino que también puede aportar carga
negativa a la superficie de las vesiculas. Sin embargo, los valores obtenidos en este
trabajo fueron inferiores a -30 mV, por lo que no hay evidencia de estabilidad

electrostatica.

En este sentido, la estabilidad del sistema probablemente no dependera unicamente
de la carga superficial, sino también de la composicion de la bicapa, la hidratacion,
del contenido de terpeno y las condiciones de almacenamiento. La formulacién F2
presento los valores mas negativos en comparacion con las demas formulaciones,
lo que podria representar una ventaja relativa; sin embargo, este parametro debe

evaluarse junto con el tamano, el PDl y la estabilidad térmica.
Estabilidad frente a temperatura

La temperatura de almacenamiento de los invasomas y otros sistemas vesiculares
es un factor determinante de su estabilidad fisica. Las temperaturas elevadas
aumentan el diametro vesicular mediante agregacién y fusion, mientras que la
refrigeracion suele conservar su dimension nanométrica. El almacenamiento de las
vesiculas en estado coloidal a temperatura ambiente (20 °C a 25 °C), asi como en
condiciones de estrés térmico (37 °C a 40 °C) proporciona energia suficiente para
generar un incremento estadisticamente significativo en el diametro medio de las

vesiculas y en el indice de polidispersidad (PDI). A mayor energia térmica, aumenta
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la movilidad cinética de las particulas y la frecuencia de colisiones efectivas, lo que

desencadena procesos de agregacion o de fusion vesicular.

Dependiendo de la proporcién de etanol y de las caracteristicas del terpeno
presentes en los invasomas, se reduce el empaquetamiento lipidico y, al aumentar
la temperatura, la bicapa cambia a un estado de elevada fluidez, en el que
disminuye la barrera mecanica que impide la fusién entre vesiculas adyacentes, lo
que propicia la agregaciéon y la fusién (maduracion de Ostwald), y con ello, los

aumentos en el tamanfo vesicular, asi como en el PDI.

Adicionalmente, el incremento de la temperatura puede inducir la evaporacion
paulatina de los componentes volatiles del invasoma (etanol o terpenos) o alterar la
microestructura interfacial, lo que ocasiona una reduccion en la magnitud del
potencial zeta negativo y de la repulsién estérica/electrostatica que mantiene
separadas a las vesiculas (Dragicevic-Curic et al., 2008; Prasanthi & Lakshmi, 2012;
Babaie et al., 2020).

En este estudio, el almacenamiento de las muestras de invasomas a diferentes
temperaturas (12 °C, ~20 °C y 48 °C) provocé incrementos marcados en el tamano
de particula, lo que indica una pérdida de la estabilidad fisica del sistema, atribuidas
a las razones antes expuestas y cuyo comportamiento es semejante a lo publicado
por Kumar et al. (2022), quienes sefialan que los estudios de estabilidad en
invasomas deben considerar cambios en el tamano, el PDI, la morfologia, el
potencial zeta y la eficiencia de encapsulacién, ya que estos parametros varian

durante el almacenamiento.

Por lo anterior, la estabilidad fisica constituye uno de los puntos criticos del sistema.
Este hallazgo no invalida la formulacién, pero si indica que se requiere optimizar las
condiciones de almacenamiento, la proporcion de componentes o el proceso de
preparacion para mantener la distribuciéon nanométrica durante mas tiempo.
Respuesta de la linezolida y de los invasomas con y sin carga de farmaco a la
radiacion infrarroja (FTIR)

El analisis de las muestras de linezolida de materia prima y de los invasomas, con
y sin carga del principio activo, mediante FTIR permitioé identificar las principales
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sefales caracteristicas de la linezolida y de los componentes del sistema invasomal,
lo que sirvio de apoyo para interpretar posibles interacciones entre ellos. En el
espectro FTIR de la muestra de linezolida pura (figura 9 y tabla 8) se observaron
picos y bandas de absorcion asociados a los grupos funcionales propios del farmaco
en su forma polimorfica Il, de acuerdo con la patente otorgada en los Estados
Unidos de Norteamérica No. 6,559,305 B1, que, ademas, corresponde a la forma
comunmente comercializada como materia prima y en la que se sustentan los
ensayos clinicos y el registro oficial (NDA) ante la FDA del medicamento Zyvox® de

referencia.

En particular, el espectro por FTIR de la linezolida (figura 9) muestra un grupo de
bandas en la zona de 1110 cm™ a 1256 cm™ (con picos destacados a 1148 cm™y
1229 cm™ que corresponden a las vibraciones C-O-C y C-N del anillo de morfolina,
asi como a la banda caracteristica del enlace fluor-carbono entre 1023 cm™y 1229
cm™'). De la misma manera, se observaron un par de picos entre 1740 cm™y 1753
cm™', asi como entre 1650 cm™ y 1672 cm™, que corresponden, respectivamente,
al carbonilo de la oxazolidona y al de la amida. Adicionalmente, para fines de
identificacion de la linezolida, particularmente en la respuesta FTIR del invasoma
sometida a centrifugacion y temperatura mostrada en las figuras 11y 12, en la figura
9 de la materia prima se observo la sefial N-H alrededor de 3280 cm™ y 3360 cm™,
que constituye una huella dactilar espectral para identificar la presencia de linezolida
(Brickner et al., 1996; U.S. Patent No. 6559,305 B1; U.S. Patent No. 7,732,597 B2).

Con relacion al invasoma placebo, analizado por FTIR en su estado liquido coloidal
(figuras 10 y 12 y tabla 9), las bandas de los fosfolipidos, del etanol, del agua y del
limoneno se observaron atenuadas o superpuestas, lo cual puede atribuirse a las
interacciones entre dichas moléculas al constituir la estructura de bicapa del
invasoma. Este comportamiento sugiere que la linezolida no se encuentra
unicamente como compuesto libre, sino que esta incorporada o interactua con la
matriz vesicular. Sin embargo, es importante sefalar que el FTIR no demuestra por
si solo la encapsulacion completa del farmaco; mas bien, aporta evidencia indirecta

de la interaccién entre los componentes.
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Comportamiento térmico de los invasomas por calorimetria diferencial de
barrido (DSC)

El analisis por DSC mostré diferencias en el comportamiento térmico entre la
linezolida pura, los componentes individuales y el sistema invasomal cargado con
el farmaco. La linezolida (figura 14) present6 un evento endotérmico por encima de
150 °C, antes de la fusion, que, dependiendo de la forma polimorfica, ocurre a partir
de 179 °C; evento asociado a una reorganizacion molecular previa a la fusién. En
este caso, el valor obtenido del pico de fusién fue de 178.86 °C. Este valor
ligeramente menor alos 181° - 182 °C reportados por patentes y otras publicaciones
puede asociarse a una menor pureza, cantidad y tamafo de particula de la muestra.
Sin embargo, no queda duda de que corresponde al polimorfo Il de la linezolida [WO
Patent 2005/035530; WO 2006/008754, U. S. Patent No. 6,559,305 B1; U.S. Patent
2006/0142283 A1; Karagiannidou, et al., 2013].

Como se observé en las curvas de comportamiento térmico obtenidas para el
limoneno (figura 13) y la lecitina de huevo (figura 15), el terpeno mostré una linea
base relativamente estable a lo largo del intervalo de temperatura evaluado, con
ligeras variaciones en la sefal térmica a temperaturas elevadas, atribuibles a
cambios fisicos o a reorganizaciones de la red molecular del compuesto, asi como
a la rapida volatilizacion del compuesto, que culmina en su ebullicion entre 176 °C
y 178 °C.

El termograma de la lecitina (figura 15), al ser un material en estado de gel fluido o
liquido-cristalino a temperatura ambiente, mostré una senal térmica amplia y de baja
intensidad, con una deflexion practicamente imperceptible respecto de la linea base
en un amplio intervalo de temperatura, desde —75 °C hasta —15 °C, correspondiente
a la transicion vitrea de las zonas amorfas 0 agua no congelable entre las cabezas
de fosfato. Ademas, un estudio realizado con este tipo de material indica la
existencia de una transicion de fase principal (Tm) mediante un pico endotérmico
ancho distribuido entre -15 °C y -5 °C (apenas observado en la muestra de este
proyecto), lo que refleja la fluidez de las cadenas insaturadas (acidos oleico y
linoleico) de este fosfolipido. Otro evento observado en la figura 15 es una transicién

de fase alrededor de los 40 °C, asi como endotermas no pronunciadas alrededor de
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75-80 °C y 105 °C, que otros estudios atribuyen a la deshidratacion, la cual produce
el desplazamiento de la transiciéon (Tm) a valores superiores a la temperatura
ambiente, lo cual también se observo en este caso con las dos endotermas
cercanas a 100 °C (Crowe et al., 2006).

Los diversos eventos térmicos observados en el termograma del sistema invasomal
placebo (figura 16) se interpretan como sigue: en condiciones subambientales, se
atribuyen a transiciones de fase de las bicapas lipidicas, seguidas de la pérdida de
etanol y agua, asi como a la evaporacion del limoneno, con una semisolidificacion
interna atribuible a la endoterma y la exoterma observadas entre 85 °C y 115 °C.
Posteriormente, se observan la fusién y el cambio de fase de gel al estado liquido
en toda la estructura vesicular, representados por dos pronunciadas endotermas
con picos de fusion a 119.36 °C y 127.48 °C.

El termograma del invasoma cargado con linezolida (figura 17) mostro
modificaciones en el perfil térmico, principalmente en comparacion con el placebo y
con el farmaco puro. Los picos endotérmicos ubicados a 86.91 °C y 111.64 °C se
pueden atribuir a fendmenos de evaporacion o pérdida de los componentes volatiles
cuyas moléculas inicialmente se encontraban formando la estructura vesicular en
uniones no covalentes: etanol, agua y limoneno, en ese orden y la endoterma con
una temperatura de fusion a 139.45 °C puede atribuirse a la transicién de fase gel
a liquido del sistema invasomal por la presencia de la linezolida presente en
dispersion liquido-cristalina. Del evento endotérmico mostrado a 228.70 °C se
infiere que puede representar tanto la desorganizacion total, caracterizada por el
cambio a una fase liquida con dispersion de todos los componentes lipidicos y del
farmaco, como el inicio de su descomposicion; requiriéndose para esto ultimo la
realizaciéon de ensayos con la muestra sometida a esta temperatura o valores

cercanos, con técnicas como analisis termogravimétrico, FTIR y otras.
Eficiencia de encapsulacion del farmaco

En este trabajo, el diclorometano fue el disolvente que permitié la mayor
recuperacion del farmaco, lo que sugiere que fue mas eficiente para desestabilizar

la estructura vesicular y liberar la linezolida retenida. No obstante, la eficiencia de
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encapsulacion debe interpretarse junto con la estabilidad del sistema, ya que una

alta encapsulacion no garantiza por si sola una estabilidad prolongada.

La eficiencia de encapsulacion promedio obtenida al extraer el farmaco del
invasoma con diclorometano fue de 88.72 £ 1.20 %, lo que indica una recuperacion
reproducible de linezolida en las condiciones evaluadas. Este valor es favorable
para un sistema vesicular, pero sugiere que una proporcion importante del farmaco
queda retenida o se asocia al sistema invasomal debido a una mayor afinidad por

los lipidos.

Este resultado es comparable con lo reportado en otros sistemas invasomales.
Chen et al. (2010), que reportaron eficiencias de encapsulacion superiores al 90 %
en invasomas para administracion topica, mientras que otros estudios con geles
invasomales han informado valores cercanos al 80-90 %, dependiendo del farmaco,

del terpeno y de la composicién de la bicapa.
Perfil de liberacion in vitro

Los ensayos de perfil de disolucidn-liberacion in vitro mostraron diferencias claras
entre la muestra de linezolida libre y los invasomas cargados con el farmaco. La
linezolida libre alcanz6 un 91.60 % de farmaco disuelto a las 6 h, mientras que los
invasomas cargados liberaron un 35.04 % del farmaco en el mismo periodo. Esta
diferencia indica que el sistema vesicular modifico la salida del farmaco hacia el

medio receptor.

La diferencia en la proporcion de farmaco liberado al medio de disolucién en la
primera hora del estudio, que fue del 28.32 % para la linezolida libre, mientras que
la formulacién invasomal alcanzoé el 9.46 %, indica en general, que el farmaco libre
presentd un patron de liberacién rapida y progresiva, limitada quiza, como se
analizara con la interpretacion del modelo cinético de mejor ajuste, por la transicion
de fase sélida a liquida propia de las suspensiones de farmacos poco solubles, asi
como el paso por difusién de las moléculas del farmaco a través de los poros de la
membrana de diadlisis. En cambio, al incorporarse la linezolida en los invasomas, las

moléculas del activo quedan atrapadas o dispersas a nivel molecular entre las
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cadenas hidrocarbonadas o en la bicapa del invasoma, requiriéndose que el medio
disolvente penetre en la bicapa invasomal para que el farmaco se disuelva en el
medio y este difunda a través de la bicapa o que esta ultima se erosione para
posibilitar el contacto del disolvente con el farmaco y este inicie su difusién al medio

receptor, teniendo a su vez que atravesar los poros de la membrana de dialisis.

Este comportamiento es consistente con lo esperado en sistemas vesiculares,
donde la bicapa fosfolipidica puede actuar como barrera de difusion y modular la
liberacion del principio activo. Nangare y Dugam (2020) describen que los
invasomas pueden mejorar la administracion cutanea gracias a la combinacién de
fosfolipidos, etanol y terpenos, lo que favorece la interaccion con la barrera cutanea

y la liberacion progresiva del farmaco.

En este caso, la menor liberacion acumulada de los invasomas no debe
interpretarse como una desventaja inmediata, sino como evidencia de un perfil mas
controlado. Para la administracién cutanea, una liberacion gradual puede favorecer
la permanencia del farmaco en el sitio de aplicacion y reducir su rapida salida al

medio.
Modelos cinéticos de liberacion

El ajuste de los perfiles de liberacion mostrdé que el modelo de Korsmeyer-Peppas
describié mejor el comportamiento tanto de la linezolida libre como de los invasomas
cargados. En la linea de la linezolida libre se obtuvo un R? ajustado de 0.9912,
mientras que en los invasomas cargados fue de 0.9944. Ademas, este modelo
presentd los menores valores de MSE, RMSE y AIC, asi como el mayor MSC, lo

que indica un mejor ajuste frente a los modelos de orden cero y de Higuchi.

El segundo modelo de mejor ajuste correspondié a una cinética de primer orden.
Para explicar lo anterior, se debe considerar que el proceso de disolucion de la
linezolida libre suspendida en el medio de disolucién involucra dos etapas
acopladas: la solubilizacion y disolucién del farmaco a partir de las particulas
suspendidas en el medio y la posterior difusion Fickiana de la linezolida disuelta a
través del poro de la membrana de dialisis.
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Los resultados obtenidos en este estudio habran de replicarse con mas muestras
para determinar qué modelo cinético explicaria definitivamente la disolucion de la
linezolida en las condiciones experimentales establecidas, ya que se debe
considerar que el modelo de Korsmeyer-Peppas (M;/M,, = k - t™) es una ecuaciéon
empirica disefiada para describir mecanismos combinados o no ideales (transporte
anomalo), capturando adecuadamente en este caso, la simultaneidad de la
disolucién del sdlido y la resistencia difusiva de la membrana. No obstante, con mas
datos se podra determinar con mayor precisiéon el valor del exponente (n) de la
ecuacion del modelo, que determinara el mecanismo exacto, ya que si n es menor
o igual a 0.45 (para geometria esférica/cilindrica), indica una difusion fickiana pura
a través de la membrana; si 0.45 es menor que n; si 0.45 < n < 0.89, el proceso
estaria siguiendo un transporte andémalo acoplado a la disolucion progresiva de la

suspension.

En el caso de la segunda mejor opcion, que es el modelo de Primer Orden, este es
fisicamente congruente, ya que la velocidad a la que la linezolida disuelta difunde a
través de la membrana depende de la diferencia de concentracion entre el

compartimento donante y el receptor (gradiente de concentracion).

Con relacion al caso de la liberacion de la linezolida desde los invasomas, se debe
considerar que estos poseen bicapas lipidicas altamente elasticas, debido a la
accién fluidificante del etanol y de los terpenos; por lo que el proceso de liberaciéon
combina la difusion pasiva del farmaco a través de la membrana con procesos de
descomposicién o relajacion estructural de la vesicula que se explican con el modelo

de Korsmeyer-Peppas (transporte no Fickiano o andmalo cuando 0.45 < n < 0.89).

En este sistema invasomal, se puede considerar que la transferencia de masa o

disolucién-liberacion del activo involucra tres etapas simultaneas o secuenciales:

1. Particidn/liberacion del farmaco, con salida de la linezolida desorbida desde
las bicapas fluidizadas de lecitina de huevo (efecto modulado por la accién
del limoneno y el etanol) hacia el medio donador interno de la vesicula o

suspension.
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2. Difusion libre del farmaco, que consiste en el desplazamiento de las
moléculas del principio activo disuelto a través del medio acuoso donante.
3. Transporte de membrana, que consiste en la permeacion por difusion de la
linezolida a través de los poros de la membrana de didlisis hacia el
compartimento receptor.
Al ser los invasomas una nanoestructura lipidica elastica que contiene agentes
fluidificantes (limoneno y etanol), la liberacion no responde a una difusion pasiva
simple en una matriz rigida; por ello, el modelo de Higuchi presenta el peor ajuste,
con R2=0.9089 y AIC=36.8637. Sin embargo, el modelo de Korsmeyer-Peppas
(M¢/M,, =k -t") esta formulado para describir mecanismos acoplados de
transporte anémalo (no fickiano), que se adaptan a sistemas donde coexisten
procesos de relajacion/fluidizacion de la matriz vesicular, asi como gradientes de

difusién de membrana.

Como segunda opcion, sobresale el modelo cinético de Primer Orden con una
R?=0.9818), lo cual refleja que la fuerza impulsora principal de la difusion sigue
dependiendo de la concentracion de farmaco libre disponible en el compartimento

donador (el invasoma).

En comparacion con otros estudios, no todos los sistemas invasomales presentan
el mismo modelo cinético. Algunas formulaciones invasomales en gel han mostrado
un mejor ajuste al modelo de Higuchi, lo cual se relaciona preferentemente con una
liberacién difusional predominante desde una matriz semisélida, mas que con la
liberacion del activo desde el invasoma (Sailaja & Meghana, 2021; Kumar et al.,
2022; Thakur et al., 2024).

En sintesis, los invasomas cargados con linezolida obtenidos en este estudio
responden a una cinética de liberacion modificada cuyo modelo de mejor ajuste
responde al de Korsmeyer-Peppas, por lo que, independientemente de requerirse
mayores estudios, se perfila como un sistema topico util para la liberacidon
prolongada de linezolida y para obtener una accion antimicrobiana mas favorable

en comparacion con productos topicos convencionales.
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Capitulo 7. Conclusiones

De conformidad con los resultados obtenidos, se alcanzé el objetivo de caracterizar
la eficiencia de carga, el mecanismo de liberacion y la cinética de liberacion in vitro
de la linezolida desde sistemas invasomales, habiéndose determinado mediante los
ensayos de liberacion in vitro, que los invasomas cargados con linezolida obtenidos,
tienen potencial como sistema de administracion farmacéutica de liberacion
controlada.

Los invasomas cargados con linezolida pudieron obtenerse bajo las condiciones
experimentales evaluadas; sin embargo, los resultados muestran que el sistema
aun no puede considerarse completamente optimizado. Las formulaciones
alcanzaron tamafios nanométricos favorables, principalmente en el intervalo de 80
a 120 nm, pero la presencia de valores elevados de Span en algunos lotes evidencia
variabilidad en la distribucién de tamafo y sefiala que el proceso de preparacion

todavia requiere mayor control.

La caracterizacion por DLS confirmé la formacion de sistemas a escala nanométrica
y permitié observar diferencias entre el placebo y las formulaciones cargadas con
linezolida. No obstante, los valores de PDI indicaron que no todas las formulaciones
presentaron la misma homogeneidad. De manera similar, el potencial zeta negativo
sugiere cierta contribucién a la estabilidad coloidal, pero los valores obtenidos
fueron moderados, por lo que no permiten afirmar una estabilidad electrostatica

elevada.

Los analisis por FTIR y DSC sugieren interaccion entre la linezolida y la matriz
invasomal, ya que se observaron cambios en las bandas caracteristicas del farmaco
y ausencia del evento térmico definido asociado a la linezolida pura. Sin embargo,
estos resultados deben interpretarse como evidencia indirecta de incorporacion del
farmaco, por lo que seria necesario complementar con técnicas adicionales para
confirmar con mayor certeza el estado fisico y la localizacién de la linezolida dentro

del sistema.
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La eficiencia de encapsulacion obtenida con diclorometano fue elevada y
reproducible, con un promedio de 88.72 %. Este resultado indica que una proporcion
importante de linezolida pudo recuperarse después de la ruptura del sistema. Sin
embargo, la alta eficiencia de encapsulacion no garantiza por si sola un desempefo
farmacéutico adecuado, ya que debe analizarse junto con la estabilidad fisica, la

liberacion y la capacidad real del sistema para favorecer la administracion cutanea.

El perfil de liberacion mostré que los invasomas redujeron la salida inmediata de
linezolida en comparacién con el farmaco libre. Mientras la linezolida libre alcanzo
91.60 % de liberacion a las 6 h, los invasomas cargados liberaron 35.04 %, lo que
indica un comportamiento mas gradual. EI modelo de Korsmeyer-Peppas present6
el mejor ajuste cinético; sin embargo, sin el analisis del exponente n no es posible
establecer con certeza el mecanismo de liberacion. Ademas, al haberse obtenido
como segundo modelo con mejor ajuste el de cinética de primer orden, se

recomienda realizar los estudios con un tamafo de muestra mayor.

Estos resultados demuestran que los invasomas desarrollados tienen potencial
como sistema de entrega de linezolida, pero también evidencian limitaciones
importantes. La inestabilidad frente a cambios de temperatura, la heterogeneidad
observada en algunas formulaciones y la falta de estudios de permeaciéon o
retencién cutanea impiden concluir que el sistema sea aun apto para aplicacion
terapéutica. Por ello, esta formulacién debe considerarse como una aproximacion
experimental prometedora, pero todavia en etapa de optimizacion y caracterizacion

complementaria.
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Capitulo 9. Anexos

Ensayos preliminares, incidencias y ajustes durante la formulacién de invasomas.

Durante el desarrollo experimental se realizaron diferentes ensayos preliminares
con el propdsito de identificar las condiciones mas adecuadas para la obtencion de
invasomas cargados con linezolida. Estas pruebas permitieron reconocer variables
criticas del proceso, como la velocidad de homogeneizacion, profundidad de la
sonda, filtracion, concentracién de terpeno, incorporacion del principio activo y
etapas de centrifugacion.

Algunas formulaciones presentaron tamafos nanométricos aceptables; sin
embargo, mostraron valores elevados de Span, lo que indicd una distribucion de
tamafno poco homogénea. Este comportamiento se consideré una incidencia de
formulacion, ya que sugiere la presencia de poblaciones vesiculares amplias o
agregados dentro del sistema. En estos casos, se realizaron ajustes en las
condiciones de preparacion, principalmente en la velocidad de homogeneizacion,
profundidad de la sonda y filtracion del sistema.

Las formulaciones procesadas con mayor profundidad de sonda o sin filtracion
tendieron a presentar distribuciones mas amplias, mientras que aquellas
preparadas a 14,000 rpm, con profundidad de sonda de 2 cm y etapa de filtracion,
mostraron tamanos mas bajos y valores de Span menores. Esto permitié establecer
que la combinacion de estas condiciones favorecioé una dispersion mas uniforme.
También se observo que la incorporacion de variables adicionales, como mayor
concentracion de terpeno, principio activo o centrifugacion, pudo incrementar la
heterogeneidad del sistema. Estos resultados fueron utiles para identificar
condiciones que afectaban la estabilidad fisica de los invasomas y para seleccionar
las formulaciones mas adecuadas para continuar con la caracterizacion.

Por lo tanto, los ensayos preliminares no se consideraron fallas aisladas, sino parte
del proceso de optimizacion experimental. El analisis de estas incidencias permitié
definir condiciones de preparacion mas controladas y seleccionar los sistemas con

mejores caracteristicas nanométricas para su evaluacion posterior.
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Incidencias asociadas al comportamiento de la lecitina

Durante los ensayos preliminares también se observaron problemas relacionados
con el comportamiento de la lecitina como componente principal de la fase lipidica.
En algunas formulaciones, la dispersion no se mantuvo homogénea después de la
hidratacion de la pelicula lipidica o presentdé tendencia a formar agregados,
separacion parcial o aumento marcado en la distribucién de tamainio.

Estas incidencias sugieren que la estabilidad del sistema no dependié unicamente
de las condiciones mecanicas de preparacion, como la velocidad de
homogeneizacion o la profundidad de la sonda, sino también del comportamiento
de la lecitina durante |la formacién de la bicapa vesicular. Al tratarse de un fosfolipido
de origen natural, su composicion puede presentar variabilidad, lo que puede influir
en la capacidad de formar vesiculas estables y reproducibles.

En algunos casos, la pelicula lipidica formada con lecitina no se hidraté de manera
uniforme, lo que pudo favorecer la presencia de fragmentos lipidicos no dispersos
0 poblaciones vesiculares heterogéneas. Asimismo, las condiciones de
temperatura, evaporacién del solvente y tiempo de hidratacion pudieron influir en la
organizacion de la fase lipidica y en la estabilidad final de la formulacién.

Estas observaciones permitieron identificar que la lecitina representé una variable
critica dentro del proceso de formulacién. Por ello, las formulaciones con mayor
estabilidad visual, menor tamafo de particula y menor Span fueron seleccionadas
para continuar con la caracterizacion, mientras que aquellas con signos de
agregacion, separacion o distribucién amplia fueron consideradas como ensayos
preliminares no 6ptimos.

Incidencias relacionadas con el vacio y disponibilidad de materiales

Durante la etapa de formaciéon de la pelicula lipidica también se presentaron
incidencias relacionadas con el funcionamiento del sistema de vacio del rotavapor.
En algunos ensayos, el vacio no se mantuvo de manera constante, lo que pudo
afectar la eliminacion completa del solvente y la formacién uniforme de la pelicula
lipidica. Esta situacion pudo influir en la hidratacién posterior de la lecitina y en la

formacién de vesiculas con distribucién de tamafio mas amplia.
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La falta temporal de algunos materiales o insumos también representd una
limitacion durante el desarrollo experimental. En ciertos momentos fue necesario
ajustar el procedimiento, modificar tiempos de trabajo o sustituir etapas planeadas
por alternativas disponibles en el laboratorio. Estos cambios pudieron influir en la
reproducibilidad entre lotes, ya que pequefas variaciones en solventes, material de
filtracion, condiciones de ruptura del sistema o disponibilidad de equipo pueden
modificar el comportamiento de formulaciones vesiculares.

Estas incidencias no se consideraron fallas aisladas del proceso, sino factores
experimentales que influyeron en la optimizacion de la formulacién. La variabilidad
observada en algunos lotes puede relacionarse tanto con la composicion del
sistema como con condiciones operativas, entre ellas el control del vacio, la
eliminacién del solvente, la hidratacion de la pelicula lipidica y la disponibilidad de
materiales adecuados para cada etapa.

Por ello, durante el desarrollo del sistema invasomal fue necesario realizar ajustes
progresivos para mejorar la homogeneidad de la dispersion, seleccionar las
condiciones mas reproducibles y descartar aquellas formulaciones que presentaron

signos de inestabilidad, agregacién o distribucién amplia de tamafio.

68



Via
Eliminacion J

Diagrama ilustrado de la preparacién de invasomas

—
-
‘) Disolucion de
__q/ lecitina en metanaol

Inicio

1= 1 Pesar 600 mg de - =
-
’*
|
i J Bafio sonicador
10 min

L

Ly
T -

— =

l’ Filtracion
’{.‘n—-

b

£3

-

: ‘ Filtracion |4—[

Sonicar por

Adicidn de
limoneno dejar a
80°C a 60 rpm Fase acuosa

con vacio

&y .

3 ciclos (1 min
0N/ 1 min OFF) a
14,000 rpm, en

Ultra-Turrax

bano de hielo

Reposo (30 min) y filiracion
final para eliminacion de
impurezas

‘—- Almacenamiento

Almacenamiento
en viales

Preparacion fase
acuosa (buffer +
etanol + farmacao)

Hidratacitn de la
peliculz lipidica en

ratavapor (60 rpm, 1 h
30 min, sin vacio)

Fotografia del microscopio de la linezolida

—

Hidratacion

J

69




Fotografia de la ruptura del sistema con diclorometano

Uso de pinzas para la dialisis
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Equipo montado para la dialisis
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Formulacién de invasoma terminado
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