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Diseno de sistema mucoadhesivo nanoparticulado
para la administracion de un antiinflamatorio
no esteroideo por via intranasal

Design of a mucoadhesive nanoparticulate system for intranasal
administration of a non-steroidal anti-inflammatory drug
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Resumen

Con el objetivo de disefnar un sistema nanoparticulado a base de quitosano para la administracion intranasal
de ibuprofeno, se elaboraron distintas formulaciones mediante la técnica de desplazamiento de solvente
y optimizadas con un disefio de mezclas simplex-centroide, lo cual permitié explorar el efecto relativo
del quitosano, Tween 80 y etanol sobre parametros criticos del sistema. Las nanoparticulas obtenidas
fueron evaluadas en cuanto a tamano hidrodinamico promedio y polidispersidad por dispersién dinamica
de luz (DLS), obteniéndose valores entre 3,24 += 1,40 nm y 7,76 nm, con indices de polidispersidad (PDI)
que oscilaron de 0,63 a 1,92, evidenciando desde formulaciones relativamente monodispersas hasta
sistemas con mayor heterogeneidad. La eficiencia de asociaciéon del ibuprofeno se determiné mediante
espectrofotometria UV-Vis. La morfologia fue corroborada por microscopia electrénica de barrido (SEM) y de
fuerza atémica (AFM), confirmando la presencia de particulas nanométricas con tendencia a aglomerarse
tras el secado. Asimismo, se realizaron estudios de reproducibilidad mediante la comparacién de lotes
independientes y se evalud la estabilidad fisica a 4 °C durante 15 dias. Los hallazgos demuestran la
factibilidad de obtener nanoparticulas de quitosano con caracteristicas adecuadas para una futura aplicacién
intranasal, destacando la solidez metodolégica empleada y sentando bases para futuros desarrollos
prometedores que busquen innovar en la administraciéon de antiinflamatorios por la via intranasal.

Palabras clave: Nanoparticulas, Quitosano, Ibuprofeno, Administracién intranasal, Disefio de mezclas,
Mucoadhesividad

Abstract

This study aimed to develop a chitosan-based nanoparticulate system for the intranasal delivery of
ibuprofen. Various formulations were prepared using the solvent-displacement technique and optimized
using a simplex-centroid mixture design, enabling assessment of the relative effects of chitosan, Tween
80, and ethanol on the system’s critical quality attributes. The resulting nanoparticles were characterized
by dynamic light scattering (DLS), revealing mean hydrodynamic diameters ranging from 3.24 * 1.40
nm to 7.76 nm and polydispersity indices (PDI) between 0.63 and 1.92, indicating systems ranging from
relatively monodisperse to more heterogeneous. Ibuprofen association efficiency was determined via
UV-Vis spectrophotometry. Particle morphology was confirmed by scanning electron microscopy (SEM)
and atomic force microscopy (AFM), revealing nanoscale structures that tend to aggregate upon drying.
Reproducibility was evaluated by comparing independent batches, and physical stability was monitored at 4
°C, over 15 days. These findings support the feasibility of producing chitosan nanoparticles with properties
suitable for future intranasal application, highlighting the robustness of the methodological approach and
laying promising groundwork for innovative anti-inflammatory delivery strategies via the intranasal route.
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SISTEMA MUCOADHESIVO NANOFARTICULADO FARA UN AINE INTRANASAL

Introduccion

La administracion de farmacos por via
intranasal ha cobrado creciente interés en
la farmacoterapia moderna, gracias a que
permite una absorciéon rapida, una elevada
biodisponibilidad y evita el metabolismo
de primer paso hepatico, reduciendo asi
los efectos adversos gastrointestinales
asociados a la administracién oral (Behl
y col., 1998; Kapoor y col., 2015). Estas
ventajas son especialmente relevantes
para farmacos con baja solubilidad acuosa,
como el ibuprofeno, un antiinflamatorio no
esteroideo (AINE) ampliamente utilizado,
clasificado en la Clase II del Sistema de
Clasificacion Biofarmacéutica (BCS), en el
que la velocidad de disolucion representa la
principal limitante para su absorcion (Matiz-
Meloy col., 2017). Sin embargo, la via nasal
también enfrenta retos importantes, como
el aclaramiento mucociliar, que limita el
tiempo de residencia del farmaco a pocos
minutos, y las barreras epiteliales, que
restringen su permeabilidad (Marttin y col.,
1998; Grassin-Delyle y col., 2012).

Ante estos desafios, los sistemas
mucoadhesivos nanoparticulados han
surgido como una estrategia prometedora.
Entre los polimeros utilizados en el diseno
de sistemas mucoadhesivos, el quitosano
destaca por ser un polisacarido natural
derivado de la quitina, con excelente
biocompatibilidad y biodegradabilidad,
ademas de su baja inmunogenicidad
(Andueza, 2021). Su estructura con grupos
amino libres le confiere una carga positiva
en medios ligeramente acidos, lo que
facilita interacciones electrostaticas con las
mucinas anionicas de la superficie mucosal,
prolongando el tiempo de residencia
del sistema en el sitio de absorcion y
favoreciendo la penetracion paracelular

(Roy y col., 2009; Andueza y col., 2018;
Bandi y col., 2021).

Estas caracteristicas permiten al
quitosano no solo formar peliculas o geles
mucoadhesivos, sino también estabilizar
nanoparticulas capaces de encapsular
principios activos lipofilicos, protegiéndolos
de la degradacion y modulando su liberacion
de manera sostenida (Modena y col., 2019;
Abdelghanyy col., 2021; Chavezy col., 2002).
Estas propiedades consolidan al quitosano
como un excipiente versatil para el desarrollo
de nanosistemas mucoadhesivos orientados
a mejorar la biodisponibilidad y la eficacia
terapéutica de farmacos con limitaciones
biofarmacéuticas. Entre los métodos de
obtencién, el desplazamiento de solvente
O nanoprecipitacion se reconoce por su
sencillez, bajo costo y reproducibilidad, y
es ampliamente utilizado para preparar
sistemas nanoparticulados a partir de
polimeros hidrosolubles y surfactantes
(Guerrero, 2014; Calo, 2024).

Caracterizar los nanosistemas es esencial
para validar su potencial terapéutico.
La microscopia electronica de barrido
(SEM) ofrece imagenes de alta resolucion
para evaluar la morfologia, la forma y
los aglomerados (Modena y col., 2019).
Mientras que la dispersion dinamica de
luz (DLS) se utiliza para medir el diametro
promedio y la distribucion de tamanos de
nanoparticulas dispersas en un liquido,
parametros cruciales para la formulacion
de sistemas de administracion de farmacos
(Ashizawa, 2019).

Por ello, este estudio tuvo como objetivo
desarrollar un sistema nanoparticulado a
base de quitosano para la administracion
intranasal de un antiinflamatorio no
esteroideo (AINEs), empleando un diseno
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de mezclas tipo simplex-centroide con tres
componentes (Gutiérrez y De la Vara, 2012;
Montgomery, 2013). Este enfoque permitio
identificar las proporciones 6ptimas para
maximizar la eficiencia de asociacion y la
estabilidad coloidal del sistema, al evaluar
variables criticas como el tamano de
particula, la forma y el comportamiento
durante el almacenamiento. Los hallazgos
obtenidos podrian aportar una base para
el diseno de formas farmacéuticas nasales
mas efectivas, seguras y adaptadas a
terapias prolongadas con AINEs.

Materiales y Métodos
Diseno estadistico experimental

Para optimizar la formulacién y analizar
el efecto relativo del quitosano, Tween 80
y etanol sobre el tamano de particula, el
indice de polidispersidad (PDI) y la eficiencia
de asociacién (EE%), se utilizé6 un diseno
de mezclas simplex-centroide, adecuado
para sistemas en los que la suma de las
fracciones debe mantenerse constante.
Este contemplé formulaciones puras,
combinaciones binarias y el centroide
(mezcla equilibrada). Las preparaciones
se caracterizaron mediante la evaluacion
de EE% y PDI. Los datos se analizaron
mediante un modelo de superficie de
respuesta (RSM, por sus siglas en inglés) en
Minitab® 19, determinandose la proporcion
optima que minimiza el tamano y el PDI.

PREPARACION DE LAS NANOCAPSULAS

Se prepararon las nanocapsulas
mediante la técnica de desplazamiento
de solvente (Grenha, 2012), que se basa
en la formacion de particulas mediante

precipitacion interfacial. La fase organica,
compuesta por una soluciéon de ibuprofeno
en etanol, se adicion6 progresivamente a la
fase acuosa (acido acético 0,02 M, Tween 80
y quitosano puro) bajo agitacion magnética
vigorosa a 0,1 mL/min. Tras completar la
adicion, se mantuvo la agitacion durante 30
minutos. Posteriormente, las muestras se
centrifugaron a 12000 rpm durante 20 min a
4 °C (RC-5, Dupont Instruments) para aislar
las nanoparticulas. Finalmente, se recolecto
el sobrenadante para analisis posterior y los
concentrados de nanoparticulas (pellets) se
resuspendieron en 2 mL de acido acético
0,02 M.

Caracterizacion fisicoquimica de las
nanocapsulas

TAMANO DE PARTICULA

Para evaluar el tamano de particula, se
utilizé el método de Dispersion Dinamica de
Luz (DLS, por sus siglas en inglés), también
llamado espectroscopia de correlacion
fotonica, que mide las variaciones en la
forma en que las particulas dispersan
la luz, permitiendo conocer en tiempo
real el tamano y la distribucion de las
particulas debido a su movimiento aleatorio
(browniano) dentro de un solvente (Falke y
Betzel, 2019).

Las mediciones se realizaron a un
angulo de deteccion de 90°, con un
rango de diametros de 1 a 1000 nm. Se
utilizaron 200 puntos de distribucion para
obtener el perfil de tamano. La funcién de
autocorrelacion temporal se analizé en un
intervalo comprendido entre 0,01 y O,1
segundos y el tiempo de adquisicion por
medicion fue de 1000 milisegundos. Se
tomaron 0,3 mL de cada muestra con una
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jeringa y se diluyeron con 5 mL de acido
acético 0,02 M para disminuir la turbidez y
obtener resultados 6ptimos con el equipo.

MicroscopriA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

Para evaluar la morfologia de las
nanoparticulas, se empled inicialmente
la microscopia electréonica de barrido
(SEM) para obtener imagenes a distintos
aumentos que permitieran analizar la
forma y la distribucion superficial de las
nanocapsulas (Egerton, 2011; Zhu y Miao,
2017).

Se seleccionaron cuatro muestras con
base en los resultados obtenidos mediante
dispersion dinamica de luz (DLS). De cada
muestra se colocaron dos gotas sobre
portamuestras cubiertos con cinta de
grafito, a los que se les barniz6 con grafito
liquido en los extremos para mejorar su
conductividad. Una vez secas, las muestras
fueron recubiertas con una fina capa de oro,
lo que optimizé su interaccion con el haz
de electrones y permitié obtener imagenes
de mayor nitidez. Finalmente, cada muestra
fue analizada individualmente utilizando
el equipo SEM TM-4000. Las condiciones
del equipo incluyen 10 kilovoltios; el tipo
de senal es de electrones secundarios y el
aumento ideal fue de x100.

MicroscopriA DE FUuERzA ATOMICA (AMF)

Adicionalmente a la SEM, se realiz6
un analisis por microscopia de fuerza
atomica (AMF), ya que con esta técnica se
pueden analizar superficies de muestras
de escala nanométrica e incluso atémica.
Las dos muestras seleccionadas para ser
caracterizadas por este método fueron
depositadas en forma de una gota sobre
placas conductoras y se dejaron secar

durante un dia para permitir la completa
evaporacion del solvente antes de su
analisis.

El analisis se realiz6 mediante el canal
Tapping Amplitude, que permite resaltar
contrastes en la superficie y en los bordes
de las nanoparticulas al registrar las
variaciones en la amplitud de oscilacion
de la punta durante el escaneo. Este canal
es particularmente uatil para observar la
morfologia, la dispersion y la evidencia de
aglomeracion (Chen y col., 1998).

ANALISIS DE LA EFICIENCIA DE ASOCIACION

La eficiencia de asociacion del ibuprofeno
en las nanocapsulas se evalu6 mediante
espectrofotometria UV-Vis, cuantificando
el farmaco no asociado en el sobrenadante
obtenido tras la centrifugacion de 12
mL de la muestra, que contenia una
cantidad inicial conocida de 20 mg de
ibuprofeno. Este proceso permitié separar
el pellet (nanoparticulas cargadas) del
sobrenadante.

Para la cuantificacién, se preparé una
curva de calibracién a partir de una solucion
madre de 2000 ppm, con diluciones de
0 a 600 ppm. Una vez realizada la curva
de calibracion, se tomaron alicuotas
de 2,00 mL de los sobrenadantes de
las muestras y se diluy6é hasta 4,0 mL
con etanol absoluto. Luego, se midi6 la
absorbancia de las muestras diluidas en
el espectrofotémetro UV-VIS C-7200S a
una longitud de onda de 263,8 nm y se
interpol6 en la curva de calibracion para
determinar la concentracion de ibuprofeno
libre (Gurruchaga y col., 2015).

Con estos datos, se calcul6é la masa
no asociada en el sobrenadante vy,
por diferencia, la masa de ibuprofeno
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encapsulado. Finalmente, se estimoé la
eficiencia de asociacion (EA) usando la
ecuacion N°1:

mg de Ibuprofeno encapsulado

EE% = * 100
’ mg de ibuprofeno aiadido

Este analisis permitié determinar la
eficacia con la que el ibuprofeno se incorpora
a las nanocapsulas de quitosano, lo que
es crucial para comprender su potencial
aplicacién en aplicaciones biomédicas
(Gurruchaga y col., 2015).

ESTABILIDAD DE LOS NANOSISTEMAS

Se midieron los tamanos de las
particulas en todas las muestras mediante
el método de DLS descrito anteriormente.
Las mediciones se realizaron dos veces,
con un intervalo de 15 dias, con el objetivo
de evaluar la capacidad de las muestras
para conservar sus propiedades respecto
al tamano de las particulas.

Analisis estadistico

Se analizaron las muestras por triplicado y
los resultados se expresaron como media +
desviacion estandar (DE). El analisis de datos
se llevo a cabo utilizando el software Microsoft
Excel® y el software Minitab®19. Este
enfoque estadistico permitié una evaluacion
rigurosa y detallada de los datos recopilados,
proporcionando una comprension clara de las
tendencias y variaciones observadas en los
resultados experimentales.

Resultados y Discusion
Diseno estadistico experimental

Para estudiar el efecto de tres
componentes variables en la formulacion
del nanosistema (quitosano, Tween 80 y

etanol) se empled un diseno de mezcla tipo
simplex centroide con tres componentes.
Primero, se establecieron los limites inferior
y superior en porcentaje de cada uno de los
factores: quitosano (0,5-2,0%), Tween 80
(0,2-1,0%) y etanol (8,0-12,0%), trabajando
con una proporcion conjunta maxima de
15%, siendo el restante el acido acético 0,02
M, que se mantuvo constante en todas las
formulaciones.

Para aplicar el diseno de mezclas, las
proporciones se transformaron a una escala
relativa de 0 a 1, lo que permitié generar
los siete puntos clasicos del diseno simplex-
centroide: tres vértices que representan las
formulaciones puras con cada componente
en su nivel maximoy los demas en el minimo;
tres puntos medios correspondientes a las
combinaciones binarias equitativas; y el
centroide, que corresponde a una mezcla en
la que los tres componentes estan presentes
en proporciones iguales. Posteriormente,
cada combinacion se ajusto a los valores
reales de porcentaje mediante la formula
de interpolacion lineal entre los limites
inferior y superior de cada componente.
La Tabla I muestra los resultados de las
siete combinaciones experimentales,
presentados en términos de porcentajes
absolutos de cada componente.

Tabla I.
Combinaciones del diserio
Punto Quitosano | Tween | Etanol | Suma
(%) (%) (%) (%)
Vértice Q 2,00 0,20 8,00 10,20
Vértice T 0,50 1,00 8,00 9,50
Vértice E 0,50 0,20 12,00 12,70
Medio Q-T 1,25 0,60 8,00 9,85
Medio Q-E 1,25 0,20 10,00 11,45
Medio T-E 0,50 0,60 10,00 11,10
Centroide 1,00 0,47 9,33 10,80
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Aunque la suma de los tres factores no
alcanzo el 15 % total, todas las formulaciones
se ajustaron a un volumen final constante
de 12 mL, completando el volumen
restante con acido acético 0,02 M. Este
procedimiento garantizo la comparabilidad
entre muestras al mantener constante el
volumen total de cada preparacion.

Caracterizacion fisicoquimica de las
nanocapsulas

Tamato DE ParticuLA (DLS)

Los resultados de tamano se muestran en
funcion del tamano hidrodinamico promedio
(Z average) y del indice de polidispersidad
(PDI) se muestra en la Tabla II.

Tabla II.
Tamano Z Average (nm) y PDI de las Mezclas

MEZCLA Z Average DEZ PO DE
(nm) Average PDI
VT 4,79 1,0206
VQ 4,61 2,1500 @ 1,1655 0,6936
VE 3,24 1,4001 @ 0,6339 0,3595
MTE 7,76 1,9208
MQT 5,20 0,7404 | 1,1199 02042
MQE 4,14 0.,8529
CENTROIDE 7,17 0,7021 1,7109 = 0,1928

Los sistemas formulados presentaron un
Z average entre 3,24 + 1,40nmy 7,76 nm, lo
que confirmo la formacion de nanoparticulas
dentro del rango esperado. Estos resultados
se atribuyen al uso de la técnica de
desplazamiento de solvente empleada
y a la optimizacién de las proporciones
de quitosano, Tween y etanol mediante
el diseno de mezclas, lo que favoreci6 la
formacion de nanosistemas coloidales,
incluso al utilizar bajas concentraciones

del polimero y del tensoactivo. Esto podria
mejorar la penetracion en la mucosa nasal
y acelerar el inicio de la accion del IAF.

En cuanto a la polidispersidad, los
sistemas mostraron PDI variables, con
valores comprendidos entre 0,63 y 1,92,
evidenciando formulaciones desde
moderadamente monodispersas hasta
altamente polidispersas. Especificamente,
la formulacién VE present6 el menor
PDI (0,63), mientras que MTE alcanzo6 el
mas elevado (1,92), lo que indica una
distribucién de tamanos considerablemente
mas ancha en este ultimo caso.

La Grafica 1 muestra el comportamiento
del tamano hidrodinamico promedio (Z
Average) y del indice de polidispersidad
(PDI) para las diferentes formulaciones
evaluadas. Se observa que la mezcla MTE
presenté el mayor tamano de particula
(7,76 nm) acompanado del PDI mas alto
(1,92), indicando una distribuciéon amplia
de tamanos. En contraste, la formulacion

Gréfica 1: Tamaiio Z Average (nm) y PDI de la Mezclas

B ZAverage (nm) = FDI

Z Awerage (nm}

T va VE MTE

MCT  MQE CENTRO

Mexcias

VE exhibi6 el menor tamano (3,24 nm) y el
PDI mas bajo (0,63), sugiriendo un sistema
mas homogéneo. Estos resultados destacan
el efecto combinado de las proporciones de
quitosano, Tweeny etanol sobre la estructura
coloidal de las mezclas, evidenciando la
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importancia del diseno experimental para
optimizar simultaneamente el tamano y la
uniformidad de las nanoparticulas.

Microscopia

Se seleccionaron cuatro de las muestras
con los mejores resultados obtenidos
con las técnicas de DLS y de eficiencia
de asociacion, y se obtuvieron imagenes
que revelan una tendencia general a
la formacién de particulas esféricas de
diversos tamanos, incluidas estructuras
en la escala nanométrica. Estos resultados
coinciden con los obtenidos mediante
dispersion dinamica de luz (DLS), lo que
respalda la eficacia del método empleado
para la formacion de nanocapsulas.

En la Figura 1 se observan nanocapsulas
con morfologia predominantemente
esférica y distribucion de tamanos variable.

(<)

En la imagen (A) se observan particulas de
tamano nanométrico de forma esférica,
distribuidas de forma heterogénea. En (B)
se destacan particulas de 267 y 222 nm,
mientras que en las imagenes (C) y (D)
se observan particulas de mayor tamano,
posiblemente aglomerados. No obstante, se
evidencia la forma esférica, especialmente
en la imagen (D).

Microscopia de fuerza atomica

Para complementar las observaciones
obtenidas mediante SEM y profundizar en la
caracterizacion topografica de las muestras,
se empleo la microscopia de fuerza atébmica
(AFM). Esta técnica permitié visualizar
directamente la morfologia superficial y el
estado de dispersion de las nanoparticulas
a escala nanométrica, asi como estimar
sus dimensiones laterales y su distribucion
sobre el sustrato. Las imagenes obtenidas

AE-MEY 10KV 5. 9mm x10.0k SE

05

(D)

Figura 1.Imadgenes de SEM de las muestras con nanocapsulas: (A) y (B) muestra MTE, (C) muestra centroide

y (D) muestra MQE
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aportan evidencia adicional sobre el tamano
y la forma de las particulas, permitiendo
corroborar la presencia de estructuras
esféricas y evaluar posibles fenomenos de
aglomeracion (Figura 2).

Tapping Amplitude 320.0 nm

0 aglomeracion con el tiempo. Sin embargo,
las formulaciones con proporciones
equilibradas de quitosano y etanol (como
MQE, VQ y VE) presentaron cambios
menos marcados y mayor estabilidad,

-12.7 m\vf

]
Tapping Amplitude 2248 nm

(E)

Figura 2. Imégenes de AFM Tapping Amplitude de la muestra con nanocépsulas MQE

En la imagen (E) de la Figura 2 se observa
la muestra MQE, en la que las nanocapsulas
presentan un tamano muy pequeno y una
disposicion dispersa sobre la superficie del
plano. Se aprecia baja agregacion y buena
definicion individual de las particulas. En
un area ampliada de la imagen se midio
un diametro aproximado de 12,18 nm en
una de las nanocapsulas. En las imagenes
F y G de la Figura 3, correspondientes a
las mezclas MQE y MTE, respectivamente,
se observan nanocapsulas con morfologia
predominantemente esférica y evidencia de
aglomeracion entre particulas.

Analisis de la eficiencia de asociacion

Al realizar el barrido del patrén en el
espectrofotometro, se determiné que la
longitud de onda de maxima absorcion del
ibuprofeno fue de 263,8 nm, lo cual coincide
con lo especificado en las monografias
oficiales.

A partir de la curva de calibracion y
de la medicién de la absorbancia de las
muestras, se obtuvieron los resultados
presentados en la Tabla III.

Tabla III.
Concentracion (ppm) de las mezclas
en la ultima dilucion

Test Record List.

Mo, MName Abs(2638) Congleem)
1 VT 0,404 240,57

2 VE -0,119 -65,526

3 VQ 0,990 583,54

4 CENTRUM 0,889 524,42

5 WQE 0,516 J06.12

] MaT 0.694 410,30

7 MTE 0,251 151,02

B

Vil 0.976 575,34

En la Tabla IV se presentan las
concentraciones de ibuprofeno no
encapsulado de cada muestra analizada.
La menor concentracion de ibuprofeno no
encapsulado (151,02 ppm) se obtuvo de
la muestra MTE, mientras que la de mayor
concentracion fue la VQ (583,54 ppm).
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Tapping Amplitude

(F)

2275 mv

3633 mv

Tapping Amplitude 6.0 pm

(G)

Figura 3.Imégenes de AFM Tapping Amplitude de las muestras con nanocapsulas: (F) MQE y (G) MTE

Tabla 1V.
Calculo de la eficiencia de asociacion mediante la formula

Conentracion Ibuprofeno no

Ibuprofeno Eficiencia de

Absorbancia 3 Ibuprofeno )
Muestra en alicuota encapsulado = encapsulado asociacion
(263,8 nm) inicial (mg)
(ppm) (mg) (mg) (%)
VT 0,404 240,57 5,7737 20 14,2263 71,13
VE -0,0119 -65,526 - 20 - -
VQ 0,99 583,54 14,005 20 5,995 29,98
CENTROIDE 0,889 524,42 12,5861 20 7,4139 37,07
MQE 0,516 306,12 7,3469 20 12,6531 63,27
MQT 0,694 410,3 9,8472 20 10,1528 50,76
MTE 0,251 151,34 53,6322 20 16,5678 81,84

La eficiencia de asociacion del ibuprofeno,
calculada en la Tabla 1V, varié notablemente
entre las mezclas, con eficiencias entre
29,98% y 81,84%. La mezcla MTE alcanzo
mayor la mayor eficiencia, mostrando
ademas buena caracterizacion mediante las
técnicas de DLS y SEM, lo que sugiere que su
proporcion de Tween y etanol incrementa la
encapsulacion del farmaco. Por el contrario, la
mezcla VQ, con alto contenido de quitosano,
poca fase organica y tensoactivo, presento
la eficiencia mas baja, lo que indica que la
cantidad de componentes utilizados para
dicha mezcla no es la mas eficiente.

Estabilidad de los nanosistemas

La evaluacion de la estabilidad
fisicoquimica de las formulaciones se
realizé mediante el seguimiento del tamano
hidrodinamico promedio (Z Average) y de
su dispersion en el tiempo. Para ello, se
analiz6 el mismo lote de cada mezcla en dos
momentos distintos: al inicio (dia 0) y tras 15
dias de almacenamiento en refrigeracion.
(aproximadamente 4-8 °C) (Tabla V).

La Tabla V muestra un leve aumento en el
tamano de particulas tras el almacenamiento,
sugiriendo cierta tendencia a la agregacion
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Tabla V.
Comparacion de Tamanos Z Average
(nm) en el tiempo

Z
Z Average DEZ DE Z
o Average
MEZCLA Inicial Average . Average
15 dias .
(nm) Inicial 15 dias
(nm)
VT 4,79 - 6,68 2,2172
VQ 4,61 2,1500 4,27 2,2034
VE 3.24 1,4001 3,48 0,8607
MTE 7,76 - 4,78 1,6524
MQT 5,20 0,7404 7.46 3,7476
MQE 4,14 - 3,86 1,1585
CENTRO 7.17 0,7021 5,53 1,2212

DE: Desviacién estandar

posiblemente por el efecto estabilizante
combinado de estos componentes.

La Grafica 2 ilustra el comportamiento del
tamano hidrodinamico de las nanoparticulas
durante el periodo de almacenamiento. La
evolucion del Z Average de las distintas
formulaciones evaluadas durante 15 dias.
Este grafico permite comparar directamente
la variacion en el tamano de particula entre
las diferentes mezclas, destacando aquellas
que mostraron mayor estabilidad coloidal y
aquellas con tendencia a incrementos mas
pronunciados, lo que refuerza lo indicado
en la Tabla V.

Grafica 2: Comparacion de Tamaiio Z Average (nm) en el
Tiempo

B Z Average Inicial (nm) [l Z Average 15 dias (nm)

Z Average (nm)

VT va VE MTE mar MQE  CENTRO

Mezclas

Reproducibilidad

La reproducibilidad del proceso se evalu6
comparando el tamano hidrodinamico
promedio (Z Average) obtenido entre lotes
independientes de la misma formulacion,
cuyos resultados se resumen en la Tabla
VI. Para facilitar la visualizacién de estas
variaciones, la Grafica 3 compara los
tamanos promedio de los dos lotes
analizados para cada mezcla.

Tabla VI.
Comparacion de Tamano Z Average
(nm) entre lotes

Z
DEZ Z Average DEZ
Average

MEZCLA Inicial Average LOTE2 Average

Inicial (nm) Final

(nm)

MTE 7,76 - 6,73 0,6242
MQT 5,20 0,7404 6,41 1,9147
MQE 4,14 - 7,03 0,5549
CENTRO 7,17 0,7021 4,00 2,1058

DE: Desviacién estandar

Gréfica 3: Comparacion de Tamafio Z Average (nm) entre Lote

W Z Average Lote Inicial (nm) [l Z Average LOTE 2 (nm)

Z Average (nm})

MTE mar MQE CENTRO

Mezclas

Los resultados en la Tabla V1 y la Grafica
3 muestran un comportamiento variable
en cuanto a la consistencia del tamano
entre lotes. Las mezclas MTE y MQE
evidenciaron una buena reproducibilidad,
con variaciones menores en el Z-average
(MTE: 7,76 a 6,73 nm; MQE: 4,14 a
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7,03 nm), y desviaciones estandar bajas en
el segundo lote, lo que sugiere un proceso
de fabricacion controlado y una dispersion
de tamano relativamente homogénea. En
cambio, la mezcla MQT mostré un aumento
de 520 = 0,74 nm a 6,41 = 1,91 nm, lo
que reflgja una mayor variabilidad en la
replicacion del tamano, posiblemente debido
a sensibilidades en la composicién o en
la técnica de emulsificacion. El caso mas
notable fue la mezcla CENTRO, que present6
una disminucion significativa del tamano
promedio entre lotes (de 7,17 = 0,70 nm
a 4,00 = 2,10 nm), acompanada de una
alta dispersion, lo que sugiere una mayor
susceptibilidad del sistema a pequenos
cambios en las proporciones o en las
condiciones de proceso.

Analisis Estadistico
OPTIMIZACION

Para estudiar el efecto simultaneo
del porcentaje de quitosano, Tween y
etanol sobre el tamano de particula, se
emple6 un diseno de mezclas simplex
centroide modificado que incluy6 vértices
puros y puntos intermedios. Este abordaje
permitié modelar la respuesta mediante una
regresion polinOmica, obteniéndose una
ecuacion predictiva con un coeficiente de
determinacion (R?) del 100%, lo que indica
un ajuste perfecto a los datos experimentales
dentro del dominio explorado. El modelo
revel6 que el etanol tuvo el mayor efecto
positivo sobre el tamano de particula, seguido
por el Tween, mientras que el quitosano
contribuy6 a reducir el tamano promedio. No
obstante, se observé un compromiso evidente
entre tamano y encapsulacion, ya que las
formulaciones con mayor fracciéon de etanol
tendieron a presentar los menores tamanos,
pero también las menores eficiencias de
asociacion.

Este analisis permitio identificar regiones
Optimas del espacio de formulacion,
orientando hacia combinaciones balanceadas
de los tres componentes para alcanzar
nanoparticulas con tamano reducido y
dispersion controlada, sin comprometer
significativamente la incorporacion del
farmaco.

A partir del diseno de mezclas
implementado, se obtuvieron modelos
matematicos para describir el efecto
simultaneo de las proporciones, expresadas
en %, de quitosano, Tween y etanol sobre
dos variables criticas de calidad: el tamano
promedio de particula (Z Average) y el indice
de polidispersidad (PDI). Las ecuaciones
ajustadas en unidades no codificadas
fueron:

Ecuacion 2 Modelo Matematico sobre Z Average
Z Average (nm) = -1017 + 202,4 Quitosano (%)
+ 370,3 Tween (%) + 68,01 Etanol (%) - 3,582
Quitosano (%)*Quitosano (%) - 6,531 Tween
(%)*Tween (%) + 0,2075 Etanol (%)*Etanol (%)

Ecuacién 3 Modelo Matematico sobre PDI
PDI = -305,6 + 60,82 Quitosano (%) + 111,2
Tween (%) + 20,29 Etanol (%) - 1,038 Quitosano
(%)*Quitosano (%) - 1,526 Tween (%)*Tween
(%) + 0,07274 Etanol (%)*Etanol (%)

SUPERFICIE DE RESPUESTA

A partir de las ecuaciones obtenidas
para el tamano promedio de particula (Z
Average) y el indice de polidispersidad
(PDI), se generaron inicialmente las
superficies de respuesta tridimensionales
correspondientes (Figura 4 para Z Average y
Figura 5 para PDI). Estas representaciones
permiten visualizar de manera integral
como varia cada propiedad en funcion de las
proporciones relativas de quitosano, Tween
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Graficas de superficie de Z Average (nm)
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Figura 4. Gréficos de superficie de respuesta de tamario de particula (nm) dejando fjjo uno de los 3 componentes
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Figura 5. Gréficos de superficie de respuesta de PDI dejando fijjo uno de los 3 componentes

y etanol, lo que facilita la identificacion de
regiones criticas en las que se maximizan
O minimizan los valores de las respuestas.

Estas representaciones graficas,
presentadas en las Figuras 4 y 5, sirvieron
de base para la optimizacién posterior, en
la que se definieron objetivos simultaneos

sobre el tamano y el PDI para identificar
la combinacién de componentes que
cumpliera las especificaciones criticas del
producto.

Posteriormente, se construyeron los
graficos de contorno bidimensionales
(Figura 6 para Z Average y Figura 7
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Gréficas de contorno de Z Average (nm)
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Figura 6. Gréficas de contornos de Z Average
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Figura 7. Gréficas de contornos PDI

para PDI), que constituyen proyecciones
en un plano que unen puntos de igual
valor de respuesta, denominados lineas
isorespuesta. Este tipo de graficos resulta
especialmente util para delimitar zonas
del espacio experimental en las que las
formulaciones cumplen simultaneamente
con criterios deseables, lo que permite una
interpretacion directa de las combinaciones

oOptimas de factores que favorecen la
obtencién de nanoparticulas con tamanos
controlados y una polidispersidad minima.

El analisis de los graficos de contorno
mostré que el tamano promedio de particula
tiende a reducirse en formulaciones con
mayores proporciones de quitosano y
menores contenidos de etanol y de Tween,
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mientras que el PDI alcanza sus valores
minimos en regiones intermedias del
espacio experimental, lo que sugiere la
existencia de un compromiso 6ptimo entre
la homogeneidad y la dimension de las
nanoparticulas.

En conjunto, la combinacion de las
graficas de superficie y de contorno
proporcioné una comprension detallada
del efecto sinérgico de quitosano, Tweeny
etanol sobre las propiedades criticas de las
nanoparticulas, orientando la seleccion de
formulaciones hacia un perfil coloidal mas
uniforme y con dimensiones adecuadas
para la aplicacion prevista.

Ecuaciones que optimizan el proceso

Como parte del analisis de superficie
de respuesta, se implementaron dos
estrategias de optimizacion con el objetivo
de identificar las proporciones 6ptimas de
quitosano, Tween y etanol que mejoraran
el desempeno coloidal del sistema.

En un primer escenario (Figura 8),
se establecié como criterio minimizar el
indice de polidispersidad (PDI) y mantener
simultaneamente el tamano promedio de
particula (Z Average) en un rango objetivo
cercano a 20 nm, dado que este tamano
resulta critico para asegurar la penetracion
adecuada y el perfil de liberacion esperado
en aplicaciones farmacéuticas. El modelo
sugirié una formulacién con 2% de
quitosano, 0,2 % de Tween y 8% de etanol,
prediciendo un PDI de 1,02 y un tamano
promedio de 4,79 nm, con una funciéon
de deseabilidad compuesta de 0,25. Este
valor relativamente bajo de deseabilidad
refleja el compromiso entre los factores, al
no poder alcanzarse simultaneamente un
PDI minimo y el tamano objetivo impuesto.

Parametros
Respuesta Meta Inferior Objetivo  Superior Ponderacion Importancia
PD Minimo 0,633% 1,9208 1 1
Z Average (nm)  Objetive 324 200000 220000 1
Solucion
Z Average

Quitosano  Tween Etanol PDI (nm) Deseabilidad
solucién (%) (%) (%)  Ajuste Ajuste compuesta
1 2 02 8 10206 479 0,254347
Prediccion de respuesta muiltiple

Valor de
Variable configuracion
Quitosana (%) 2
Teeen (%) 02
Etanol (35) 8

Ic P
EEde de de
ajuste 95% 95%

W
(o]

Respuesta Ajuste
PO 1021

4790 e e

Z Average (nm)

Figura 8. Primer escenario de Optimizacion

Posteriormente, se plante6é un sequndo
escenario (Figura 9) en el que se priorizo
exclusivamente la minimizacion del PDI, sin
imponer restricciones especificas sobre el
tamano de particula, dado que todas las
formulaciones iniciales ya se encontraban
en el rango nanométrico deseado. Bajo este
enfoque, se obtuvo una configuracién con
aproximadamente 1% de Quitosano, 0,47%
de Tween y 9,2% de Etanol, que permitio
predecir un PDI minimo de 0,10, con
una deseabilidad compuesta de 1, lo que
evidencia la alta capacidad del sistema para
lograr una distribucion de tamano mucho
mas homogénea cuando se flexibiliza el
control estricto sobre el tamano promedio.

En conjunto, estos resultados evidencian
la utilidad del diseno de mezclas y de la
metodologia de superficie de respuesta
para comprender la influencia sinérgica
de los componentes de la formulaciéon
sobre parametros criticos como el tamano
promedio de particula y el indice de
polidispersidad. La comparaciéon entre los
escenarios de optimizaciéon demostré que,
si bien es posible alcanzar una distribuciéon
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Figura 9. Sequndo escenario de Optimizacién

sumamente homogénea del tamano
(PDI minimo) al flexibilizar el control del
diametro, fijar un objetivo estricto en el
tamano promedio conlleva un compromiso
con la polidispersidad. Esta dualidad
destaca la importancia de definir con
claridad los atributos criticos de calidad
(CQAs) segun la aplicaciéon especifica
del sistema, orientando la estrategia de
optimizacion al cumplimiento prioritario del
parametro que tenga mayor impacto en la
eficacia y la seguridad del producto final.

Conclusion

Se prepararon nanoparticulas
relativamente estables mediante una
técnica reproducible, identificandose
proporciones 6ptimas de quitosano,
Tween 80 y etanol mediante un diseno
de mezclas que evidenci6 el impacto
significativo de estos componentes en el
tamano de particula, el PDI y la eficiencia
de asociacién. Varias formulaciones
mostraron una adecuada incorporacion
del ibuprofeno, lo que sugiere un potencial

incremento de su biodisponibilidad al
favorecer la adhesion a la mucosa nasal y
la liberacion controlada. Ademas, algunas
mezclas conservaron sus propiedades
fisicoquimicas durante el almacenamiento a
corto plazo. El uso de modelos de superficie
de respuesta permitio establecer relaciones
cuantitativas entre la composicion y las
caracteristicas del sistema, consolidando
esta herramienta como base para el
diseno racional de futuras formulaciones.
Nuestros hallazgos respaldan el uso de
estos nanosistemas como alternativa viable
para la administracion intranasal de AINEs.

Recomendaciones

Se recomienda continuar la investigacion
orientada a optimizar la estabilidad a largo
plazo de las formulaciones, asegurando
caracteristicas que garanticen una
administracion seguray eficaz. Para avanzar
hacia su potencial aplicacion clinica, sera
indispensable realizar estudios preclinicos
y clinicos que respalden su uso. Asimismo,
se sugiere ampliar la caracterizacion,
incluyendo la medicion del potencial
zeta, evaluar distintas concentraciones
de ibuprofeno y desarrollar ensayos de
liberacion in vitro en medios simulados para
predecir su perfil cinético y bioadhesivo.
Finalmente, se propone liofilizar las
formulaciones con crioprotectores para
facilitar su almacenamiento y reconstitucion.
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