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RESUMEN  

Según la Organización Mundial de la Salud, el cáncer es la segunda causa de muerte en América. Uno 

de los fármacos más utilizados para su tratamiento es el cis-Pt, dada su alta efectividad; no obstante, 

también produce severos efectos adversos. Inspirados en el cis-Pt, se han desarrollado 

metalofármacos usando metales endógenos que tengan una alta efectividad con una baja toxicidad. 

Un ejemplo son las Casiopeínas, las cuales son compuestos de coordinación de cobre quelatos mixtos 

que han mostrado actividad en diversas líneas tumorales. La Casiopeína III-ia (Cas III-ia) destaca entre 

este grupo y actualmente se encuentra aprobada para entrar en fase clínica I. Debido a que, en 

estudios farmacocinéticos preclínicos, se encontró que la Cas III-ia tiene una baja concentración 

sanguínea y una alta unión a proteínas en plasma humano, se ha propuesto su encapsulación en 

sistemas vesiculares, como son los niosomas. Estos nanoacarreadores, presentan distintas 

variaciones en su formulación, lo que puede propiciar una alta influencia en respuestas de interés 

biológico como tamaño de partícula y eficiencia de encapsulación. En este sentido, el uso de 

herramientas involucradas en calidad por diseño (QbD, por siglas en inglés) genera productos 

repetibles y reproducibles que sean seguros y eficaces, por lo que su empleo en la nanoformulación 

resulta de interés. En este trabajo, se presenta la nanoencapsulación de la Casiopeína III-ia y la mezcla 

sinérgica de Cas III-ia/VIII-gly en sistemas niosomales utilizando herramientas involucradas en QbD. 

Lo anterior, con el objetivo de poder optimizar una formulación para la administración por vía 

intravenosa de la Casiopeina III-ia y la mezcla de Cas III-ia/Cas VIII-gly. Se realizó un análisis de riesgo 

para identificar los factores que podían tener impacto en la nanoformulación. Con las variables 

obtenidas se realizaron diseños experimentales lo que permitió obtener una formulación optimizada, 

repetible y reproducible. Dicha nanoformulación fue caracterizada por diversas técnicas 

espectroscópicas, térmicas, y mediante microscopia se observaron sistemas esféricos. La Casiopeína 

III-ia encapsulada presentó una liberación modificada bifásica gobernada por difusión, lo anterior, 

coincide con los resultados obtenidos en una línea tumoral de cáncer de mama metastásico donde 

se observó que la Cas III-ia encapsulada presentó una mayor actividad a las 48 h de incubación del 

compuesto en comparación con 24 h de tratamiento. Además, en los estudios in vivo, se observó que 

la Cas III-ia encapsulada muestra una menor toxicidad, respecto al cis-Pt y la Cas III-ia no encapsulada, 

y se encontró que la Cas III-ia encapsulada mantenía la actividad de la Cas III-ia. Las condiciones 

óptimas obtenidas mediante QbD podrían mejorar el proceso de escalamiento industrial y se 

presenta una formulación optimizada repetible y reproducible.  
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I Antecedentes 

1.1 Cáncer  
El cáncer es un término genérico que designa un amplio grupo de enfermedades que pueden afectar 

a cualquier parte del organismo. Se trata de un proceso de diseminación incontrolados de células y 

puede aparecer en cualquier parte del organismo. Según la Organización Mundial de la Salud, es la 

segunda causa de muerte en América. En el 2020 fueron diagnosticadas cerca de 4 millones de 

personas causando la muerte de 1.4 millones [1]. El perfil oncológico del Instituto Nacional de 

Estadística y Geografía publicado en 2020 mostró que para México, en 2019, se tuvo un total de 

747, 784 defunciones por cáncer, siendo el 49 % de los casos en hombres y el 51 % en mujeres [2]. 

El tratamiento de este grupo de patologías consiste en cirugía, radioterapia, quimioterapia e 

inmunoterapia que generalmente son usadas en combinación o solas, dependiendo del tipo de 

cáncer a tratar. Para el caso específico de la quimioterapia existe un amplio grupo de compuestos 

citotóxicos, citostáticos y antineoplásicos que son usados en función del tipo de tumor a tratar. El 

propósito de este tratamiento es prevenir que las células cancerígenas se multipliquen, invadan, 

produzcan metástasis y la muerte del paciente [3,4]. Entre los compuestos utilizados se encuentran 

la doxorrubicina, 5-fluoracil, paclitaxel y cis-Pt, siendo este último de los fármacos más usados en la 

clínica dada su alta efectividad. No obstante, también presenta diversos efectos adversos como 

ototoxicidad, nefrotoxicidad y anormalidad visual [5]. Además, se ha visto que diversos fármacos 

antitumorales pueden causar hipersensibilidad y resistencia celular. Es por lo anterior, que es 

necesario la búsqueda constante de nuevas opciones. En este sentido, en las últimas décadas se ha 

desarrollado un interés especial por moléculas que contengan metales en su estructura, llamados 

metalofármacos, inspirados en la alta efectividad del cis-Pt.  

1.2 Metalofármacos  
Se estima que el uso del Cis-Pt es alrededor del 50-70 % en los tratamientos de diversos tipos de 

cáncer. La razón por la cual los compuestos de platino, y de base metálica, podrían tener una amplia 

efectividad en diversos tumores, es la versatilidad estructural que poseen los metalofármacos. Entre 

las características principales de estos compuestos, se encuentran su capacidad de adaptar y 

modular sus propiedades de acuerdo con el ligante utilizado, el metal y el número de oxidación del 

metal, lo que les permite tener una ventana de actividad potencial. Además, el ligante y la 



2 
 

configuración de éste en torno al ion metálico permite modular las características fisicoquímicas y 

biológicas de los compuestos. Se ha visto que el diseño estructural de los metalofármacos, pueden 

tener diferentes dianas terapéuticas y de este modo obtener múltiples enfoques para el tratamiento 

del cáncer. En este sentido, se han reportado el uso de diversos compuestos de coordinación de 

metales como Ru, Au, Fe, Ti, Ir, Pd, Ga y Cu con diferentes combinaciones de ligantes, que han 

presentado actividad en diversas líneas tumorales [6,7]. En la Figura 1, se reúnen las ventajas que 

pueden ofrecer los metalofármacos en el tratamiento del cáncer, dada su versatilidad estructural.  

 

Figura 1. Versatilidad estructura de los metalofármacos, en función del metal, su estado de 

oxidación y el ligante utilizado. Modificado de [7].  

El uso de un metal endógeno, como el cobre (II), en metalofármacos ha resultado de interés como 

agente quimioterapéutico debido a que se ha reportado que tiene la habilidad de tener múltiples 

dianas terapéuticas. Los primeros compuestos con actividad antitumoral reportados de cobre en su 

estructura fueron los Casiopeínas [6–8].  
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1.3 Casiopeínas  
Las Casiopeínas son compuestos de coordinación de cobre (II), quelatos mixtos, que contienen un 

primer ligante de diiminas aromáticas (bipiridina o fenantrolinas) como ligante primario y un 

segundo ligante mono cargado que pueden ser donadores de  O-O u O-N (para la primera 

generación) (Figura 2), ligantes neutros (segunda generación) y recientemente, se han desarrollado 

Casiopeinas cuyo ligante secundario son moléculas mono cargadas con actividad inherente, como 

indometacina y curcumina (tercera generación) [9,10]. Las Casiopeínas han sido sintetizadas por el 

grupo de investigación encabezado por la Dra. Lena Ruiz Azuara, de la Facultad de Química de la 

Universidad Nacional Autónoma de México. Estos compuestos han presentado una amplia actividad 

en células tumorales de ratón como melanoma B16, glioma C6 y leucemia y en células tumorales 

humanas como colon (HCT-15), cervicouterino (HeLa, -SiHa), mama (MCF-7, MDA-MB-231), pulmón 

(AS49, H157 and SKL-U), neuroblastoma CHP212, SK-N-SH, -CaSki, C33-A, CaLo, InBI y células de 

carcinoma de pulmón A549 and H157 y glioblastoma multiforme de Lewis, siendo citostáticas, 

citotóxicas y genotóxicas. Además, han mostrado actividad en pruebas in vivo en la reducción 

tumoral de la línea HCT-15 (cáncer colorrectal) [11–16]. El mecanismo de acción propuesto es 

mediante la generación de especies reactivas de oxígeno, daño mitocondrial e interacción con el 

ADN [6]. Todas las Casiopeínas sintetizadas presentan diversas variaciones, lo que les confiere 

diferentes propiedades electroquímicas, lipofílicas y estructurales, que se ha comprobado mediante 

estudios de estructura-actividad, tanto cualitativas como cuantitativas, modula su actividad 

biológica en diversas líneas celulares de cáncer.  Entre este grupo destacan la Casiopeína II-gly y la 

Casiopeína III-ia, siendo esta última ya aprobada en México para entrar en fase clínica I, debido a 

que presenta una menor toxicidad en comparación con sus análogos más activos, de acuerdo con 

estudios preclínicos [17].  



4 
 

N N N N

O
–

OH

OH

O

O

O
–

1,10-fenantrolina 2,2´-bipiridina

Cu
2+

N N

L L

NO3

N N

L L

a-aminoácidato 

o péptido

acetilacetonato

salicilaldehidato 

Casiopeína(R) OH OH

OHOH

 

Figura 2. Estructura general de las Casiopeínas® (primera generación). 

1.3.1 Casiopeína III-ia  
 

La Casiopeína III-ia (Figura 3) con fórmula [Cu(4,4´-dimetil-1,10-

bipiridina)(acetilacetonato)]NO3·H2O, es un polvo fino de color azul claro, con peso molecular de 

444.93 g/mol, coeficiente de partición de 0.358, un pKa de 8.25 y log D de -0.95. En condiciones 

ambientales es soluble en agua, metanol y suero glucosado a pH 7.4. En un estudio realizado en 

buffer de fosfatos (pH 7.4 y 64 mM a 37 °C) durante 12 horas, no se observó inestabilidad del 

compuesto. Por medio de análisis termogravimétrico se observó una pérdida de masa del 1.18 % 

con respecto al 100 %, a una temperatura de 60 °C, que corresponde a las dos moléculas de agua, 
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así como dos pérdidas más de masa, una a 220 °C y otra a 440 °C, correspondiente al acetilacetonato. 

Se trata de un compuesto paramagnético con un electrón desapareado, lo que indica que el centro 

metálico de cobre se encuentra en estado de oxidación II. Es electrólito 1:1, tratándose de un 

complejo catiónico con una molécula de nitrato como contra ion [18,19].  De acuerdo con la 

difracción de rayos X, la Casiopeína III-ia cristaliza en un sistema tricíclico en donde el ion Cu (II) se 

encuentra en una geometría de pirámide de base cuadrada ligeramente distorsiona. La base de la 

pirámide está constituida por los átomos donadores N1 y N2 de la 4,4´-dimetil-2,2´-bipiridiina y los 

átomos de O1 y O2 del acetilacetonato (O-O), mientras que la posición apical está ocupada por un 

átomo de oxígeno de una molécula del contra ion NO3
  [20]. De acuerdo con estudios de estabilidad 

en estado sólido, la Casiopeína III-ia no presenta productos de degradación a 40 ± 2 °C y humedad 

relativa de 75 ± 5 %, mientras que en disolución es estable a la fotolisis, hidrólisis básica y oxidación 

en estudios realizados durante 24 horas [21].  

 

Figura 3. Estructura química de la Casiopeína III-ia. 

La Casiopeína III-ia ha mostrado actividad en líneas tumorales de cáncer cervicouterino, mama y 

colon, además se ha visto que son menos tóxicas en comparación con sus análogos con fenantrolinas 

o el cis-platino. Al realizar estudios de la Casiopeína III-ia en el modelo de ratón xenotransplantado 

(nu/nu) con HCT-15, se observó un incremento en el retraso del volumen tumoral relativo, así como 

el tiempo de duplicación del tumor [22]; mientras que al evaluar el margen terapéutico de seguridad 

verdadero en perros se encontró en un intervalo de 4.7 a 23.6 mg/m2 [23]. Se ha observado que una 

dosis única de Cas III-ia de 3 mg/kg mediante vía intravenosa en ratas sanas induce daño hemolítico 

a las 24 h posterior al tratamiento, siendo este daño completamente reversible a los 21 días[24]. A 

través de estudios farmacocinéticos, se encontró que tanto en ratones como en conejos el área bajo 

Cu
+

NN

O O

NO
3
-



6 
 

la curva de concentración de la Casiopeína III-ia fue baja, con altos volúmenes de distribución, dada 

la baja concentración sanguínea. Se observó que el tiempo de vida media (t1/2) en ratas Wistar fue 

de 12.46 h [25]. Cuando se evaluó la unión a proteínas mediante estudios in vitro en plasma humano, 

se observó que, a menores concentraciones del compuesto, la unión a proteínas aumentaba hasta 

un 89.1 ± 1.9 %, lo que sugiere un número limitado de sitios de unión que se encuentran disponibles 

para fijar el compuesto; además al aumentar la concentración de la Casiopeína se aumenta la 

concentración libre del compuesto [25]. Dadas las características fisicoquímicas, la farmacocinética 

preclínica y su actividad en líneas tumorales, se ha propuesto la nanoencapsulación de la Casiopeína 

III-ia.  

1.3.2 Mezcla sinérgica de Casiopeína III-ia y Casiopeína VIII-gly  
 

En 2017, Dávila realizó un análisis fraccional e isobolográfico en células de adenocarcinoma 

cervicouterino, con el objetivo de establecer si la combinación de Cas III-ia con otros compuestos 

(sus análogos más activos o fármacos usados en clínica) podían mantener el 50 % de su actividad 

antiproliferativa con una disminución de la concentración molar de ambos. Se encontró que los 

compuestos con fenantrolinas tetrametiladas (Cas VIII-gly y Cas III-Ma) presentaron interacciones 

superaditivas, disminuyendo la concentración empleada de Cas III-ia desde 41.74 hasta 4.59 µM 

cuando fue combinada con Cas VIII-gly [26]. De acuerdo con los resultados, es de interés evaluar el 

efecto sinérgico en combinación con nanoacarreadores, para observar si existe una menor toxicidad 

cuando esta combinación se encuentra encapsulada.  

1.4 Nanoacarreadores en Medicina  
Los sistemas nanotecnológicos son sistemas coloidales que comprende un rango de tamaño de 

partícula de 10 a 100 nm [27]; no obstante, en su aplicación en nanomedicina, el tamaño de partícula 

puede comprender todo el rango nanométrico debido a que su eficacia no depende únicamente del 

tamaño de partícula [28]. El amplio uso de los nanoacarreadores en medicina es debido a que son 

capaces de transportar fármacos de bajo y alto peso molecular, así como macromoléculas, genes o 

proteínas. Estos sistemas pueden proteger al fármaco de la degradación, reducir el aclaramiento 

renal, incrementar el tiempo de vida media en el flujo sanguíneo y proveer solubilidad a fármacos 

insolubles. Dependiendo del diseño y tipo de nanoacarreador, pueden permitir el control de la 

cinética de liberación o ser selectivos para alguna diana terapéutica (vectorización).  Además, se 
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busca que sean biocompatibles y biodegradables, de tal forma que puedan ser usados con seguridad 

en humanos (Figura 4) [29–31]. 

 

Figura 4. Principales ventajas de encapsulación de fármacos en sistemas nanoacarreadores.  

 Dadas las ventajas presentadas, los nanoacarreadores han surgido como una alternativa para 

ayudar en el tratamiento del cáncer; ya que al encapsular compuestos quimioterapéuticos se busca 

principalmente reducir los efectos adversos causados por los fármacos usados contra esta patología; 

además, se busca aumentar la biodisponibilidad y proveer seguridad y eficacia del tratamiento. Una 

de las principales ventajas de medicamentos, clínicamente aprobados, que incluyen sistemas 

nanoacarreadores es que han producido menores efectos adversos en comparación con la 

quimioterapia convencional [27,32–34]. Además de reducir los efectos adversos, la encapsulación 

de fármacos quimioterapéuticos puede ayudar a mantener el fármaco por un mayor tiempo en 

circulación sanguínea, a través de la extravasación a los tejidos tumorales mediante el efecto de 

permeación y retención mejorada (EPR, por sus siglas en inglés). El efecto EPR, es atribuido a que, 

en los tejidos tumorales, debido al requerimiento de nutrientes, se forman nuevos vasos 

sanguíneos, los cuales son altamente porosos e irregulares que provocan una desorganización entre 

las células endoteliales que recubren al tumor, generando un espacio entre dichas células (> 400 
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nm) y provocando la fenestración de las nanopartículas[35,36]. Un tamaño no adecuado de las 

nanopartículas, administrado por vía intravenosa, podría resultar en una obstrucción física de los 

vasos sanguíneos. Nanoacarreadores con diámetros mayores a 400 nm, son conocidos por ser fácil 

y rápidamente capturados por el sistema reticuloendotelial, por lo que las nanopartículas no pueden 

circular en el flujo sanguíneo por un tiempo suficiente para liberar una cantidad adecuada y 

conseguir el objetivo terapéutico [32]. Partículas en un rango de 100 a 200 nm son tamaños óptimos 

a partir de la inyección intravenosa y demostraron tiempos de circulación más prolongado en la 

sangre [32,37–40]. Es por lo anterior, que resulta de importancia considerar el tamaño de partícula 

de los sistemas nanoacarreadores.  

Además del tamaño de partícula, la carga superficial y forma de la nanopartícula, el fármaco a 

encapsular, así como su aplicación terapéutica y la vía de administración, son parámetros a 

considerar en el diseño y tipo de nanoacarreador a utilizar [38]. Por lo que, se han utilizado diversos 

sistemas nanoacarreadores, tales como micelas, liposomas, dendrímeros, nanopartículas 

inorgánicas y nanopartículas sólidas lipídicas; que pueden autoensamblarse o ser directamente 

sintetizados dentro de multicomponentes y sistemas multifuncionales [41]. En este sentido, se ha 

realizado la nanoencapsulación de la Casiopeína III-ia en nanopartículas sólidas lipídicas y en 

nanopartículas poliméricas, tomando en cuenta las características de los tejidos tumorales y las 

propiedades farmacológicas y la farmacocinética preclínica del compuesto.  

1.5 Nanoencapsulación de Casiopeínas  
La Casiopeína III-ia, cuenta con un patente de una formulación para su administración por vía 

intravenosa. Sin embargo, ha resultado de interés encontrar una forma de administración 

farmacéutica que permita incrementar la concentración de la Casiopeína III-ia en el sistema 

sanguíneo y disminuir la unión a proteínas. Es por lo anterior, que se ha propuesto la encapsulación 

de la Cas III-ia en diversos sistemas nanoacarreadores. Con lo cual, además de incrementar la 

concentración sanguínea del fármaco, se busca reducir la toxicidad inherente al compuesto, dada 

su aplicación, para el tratamiento del cáncer. 

En 2006 Morán reportó la nanoencapsulación de Casiopeína III-ia mediante nanopartículas sólidas 

lipídicas (nsl). Se obtuvieron tamaños de partículas de alrededor de 100 nm y se evaluó la estabilidad 

del sistema coloidal luego de tres meses de formadas los nanoacarreadores, presentando todas las 

formulaciones un aumento en el tamaño de partícula. De las cuatro formulaciones obtenidas, una 
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presentó estabilidad a través del tiempo y un potencial zeta de -30.2 mV. La inestabilidad observada 

para las otras tres fue confirmada mediante microscopía electrónica de barrido, observándose 

partículas de hasta 130 μm. Al evaluar el perfil de liberación del compuesto, este mostró una 

liberación más prolongada en comparación con la Casiopeína III-ia libre [42].  

Por su parte, Miranda en 2012 reportó la preparación de nanopartículas poliméricas de quitosano 

cargadas con Casiopeína III-ia, mediante el método de coacervación. Observó que las diversas 

variables como la concentración del polímero, concentración del estabilizante, pH del medio y 

velocidad de agitación son factores claves para obtener un tamaño de partícula adecuado para su 

administración intravenosa. Además, dependiendo de las condiciones, obtuvo tamaños de partícula 

desde 100 hasta 1000 nm, mientras que la mayor eficiencia de encapsulación obtenida fue del 12.8 

%, debido al carácter hidrofílico del compuesto. La actividad sobre una línea tumoral HeLa no se 

modificó por la presencia de quitosano. Sin embargo, la administración de Casiopeína III-ia en las 

nanopartículas de quitosano aumentó el tiempo de sobrevida en ratones y disminuyó la ganancia 

en peso con respecto a la administración del compuesto libre [43].  

Si bien los resultados obtenidos con ambos sistemas de liberación son prometedores, se ha 

planteado la necesidad de buscar un sistema nanoacarreador que ofrezca una mejor encapsulación 

del fármaco, reduzca la toxicidad inherente del fármaco, sea biocompatible, con bajos costo de 

fabricación, que sea factible su escalabilidad industrial y que sea compatible con las propiedades 

fisicoquímicas y farmacológicas del compuesto a encapsular. En este sentido, los sistemas 

vesiculares presentan la ventaja de encapsular compuestos tanto hidrofílicos como hidrofóbicos con 

altos porcentajes de encapsulación. Es por lo anterior que en las últimas décadas se han realizado 

diversos estudios con sistemas vesiculares análogos a los liposomas, pero formados con 

tensoactivos no iónicos, que reciben el nombre de niosomas.  

Previo a esta propuesta de trabajo, se realizó la nanoencapsulación de la Cas III-ia en sistemas 

niosomales, utilizando Span60 y colesterol para la formación de los niosomas [44]. Se observaron 

sistemas esféricos mediante microscopía electrónica de transmisión y una encapsulación del 

compuesto hasta del 75 %, el perfil de liberación indicó que se tenía una liberación bifásica 

modificada hasta por 69 horas y cuando se evaluaron los sistemas en líneas tumorales de HeLa, se 

encontró que la Casiopeína III-ia presentaba actividad aun estando encapsulada. Los estudios de 

potencial de carga indicaron que los niosomas eran físicamente inestables lo cual fue confirmado 

por medio de microscopía electrónica de barrido, donde, luego de 10 días de realizada la 
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formulación se observaron sistemas amorfos de hasta 1.70 μm [44]. Una forma de otorgar 

estabilidad física a los niosomas es mediante el uso de moléculas que puedan conferir cargas 

electrostáticas a la superficie de la vesícula, o bien, el uso de cadenas largas de polietilenglicol que 

mediante impedimentos estéricos puedan ayudar a reducir la coalescencia de las vesículas [45,46]. 

En la Figura 5, se presenta el esquema general de las nanoformulaciones previamente descritas.  

 

Figura 5. Sistemas nanoacarreadores utilizados para la encapsulación de Casiopeína III-ia.  

1.6 Niosomas  
Los niosomas son sistemas vesiculares formados por tensoactivos no iónicos. Los tensoactivos no 

iónicos son el tipo más común de agentes activadores de la superficie usados en la preparación de 

estas vesículas, dado los beneficios que ofrecen respecto a la estabilidad, compatibilidad y toxicidad 

comparada con sus contrapartes aniónicas, anfotéricas o catiónicas. Los tensoactivo no iónicos son 

generalmente menos tóxicos, menos hemolíticos e irritantes a la superficie celular [47,48]. Para la 

formación de los niosomas, los Spans (ésteres de sorbitan), Tweens (polisorbatos) y Brij 
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(polioxietilen aquil éter) son los tensoactivos más usados debido a que presentan en general un 

parámetro de empaquetamiento entre 0.5-1 y un balance hidrofílico-lipofílico (HLB, por sus siglas 

en inglés) entre 4 y 8, lo que los hace candidatos a la formación de vesículas [46,47,49,50]. Entre los 

tensoactivos más utilizados, destaca el Span 60, debido a que se ha observado que por su balance 

HLB (8.6) y la longitud de la cadena hidrocarbonada, se obtienen sistemas vesiculares estables y con 

altas eficiencias de encapsulación, tanto para fármacos hidrofílicos, como la metformina, como para 

fármacos hidrofóbicos (como el tamoxifeno). Además, el Span 60 es ampliamente utilizado como 

excipiente en diversas formulaciones farmacéuticas [51–55]. Pese a que el Span 60 tiene la 

capacidad de formar vesículas, generalmente se agrega colesterol a la formulación con el objeto de 

estabilizar el autoensamblaje del tensoactivo en niosomas. El colesterol tiene la capacidad de 

proveer una mayor estabilidad a la bicapa vesicular debido a que disminuye la fluidez e imparte 

rigidez al niosoma y en general, afecta las propiedades físicas y estructurales como la permeabilidad 

de la membrana, mejoramiento de su estiramiento mecánico, tiempo de almacenamiento y 

estabilidad [45,46,49,56,57]. En la Figura 6, se observa la formación de niosomas con Span 60 y 

colesterol. 

 

Figura 6. Estructura general de niosomas, a manera de ejemplo se presenta la vesiculación con 

Span60 y colesterol. Imagen modificada de [49]. 
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Además del colesterol, se utilizan moléculas que puedan otorgar estabilidad física a las vesículas, ya 

sea mediante repulsiones electrostáticas o estéricas. En el caso de la estabilidad física mediante 

repulsiones electrostáticas, algunas de las moléculas más utilizadas son el dicetil fosfato (DCP) y 

estearil amina (SA). Estas moléculas son generalmente usadas entre un 2.5-5 % en relación molar 

de la concentración total [45,46,57,58]. En el caso de las repulsiones estéricas se ha utilizado 

ampliamente el polietilenglicol (PEG); sin embargo, se ha observado que los liposomas 

funcionalizados con PEG pierden sus características de larga circulación cuando se administra al 

menos dos veces en el mismo animal, provocando una rápida fenestración mediante el aclaramiento 

sanguíneo acelerado basado en la inducción de la inmunoglobulina M (IgM) desde la primera dosis 

[59]. Como alternativa, se han utilizados Poloxameros, como el Pluronic F127, el cual se ha visto que 

tiene la capacidad de inhibir el sistema retículo endotelial y que sus monómeros pueden reducir la 

resistencia a múltiples a fármacos [60,61].  

Han sido diversos los fármacos nanoencapsulados en sistemas niosomales, tales como el cis-Pt, 

doxorrubicina, curcumina y tamoxifeno; obteniéndose diversos tamaños de partícula, perfil de 

liberación, potencial zeta y otros parámetros del producto, los cuales dependieron de diversas 

variables como concentración de los excipientes y método de producción [54,55,62–68];  

En este sentido, es bien conocido que existen múltiples variables en la formación de los sistemas 

nanoacarreadores y nanoencapsulación de los fármacos. En el caso específico de los niosomas, las 

características requeridas de la formulación estarán directamente afectada por el tipo de 

tensoactivo, cantidad de colesterol, la inclusión de moléculas que pueden otorgar estabilidad a los 

nanoacarreadores, la concentración de las moléculas y del principio activo, así como el método de 

formación de los niosomas (Figura 7) [49,69–71]. Estas variables tendrán un impacto directo en 

características de interés del sistema nanoacarreador, como tamaño de partícula, carga superficial, 

forma, eficiencia de encapsulación, entre otros. Dichas características estarán basadas en el perfil 

de calidad del producto, que principalmente depende del tipo de fármaco a encapsular y el uso 

terapéutico del nanoacarreador.  
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Figura 7. Esquema de variables múltiples para el diseño de un sistema nanoacarreador.  

Las diversas variables que presentan los nanoacarreadores, hacen que las nanoformulaciones 

puedan llegar a ser un proceso complejo y sensible. Una pequeña variación en el proceso puede 

afectar las propiedades fisicoquímicas (tamaño, forma, composición, morfología, solubilidad) y las 

propiedades biológicas. Por consiguiente, se puede tener una baja reproducibilidad y repetibilidad 

de las nanoformulaciones afectando la escalabilidad industrial y afectando la comercialización de 

sistemas nanoacarreadores, lo que provoca una mayor brecha en la implementación a la clínica 

[72,73].  

Con el objeto de evaluar la influencia de las diversas variables, y sus interacciones, durante el diseño 

de un producto en nanomedicina, se ha hecho el uso de algunas herramientas involucradas en el 

concepto de calidad por diseño (QbD, por sus siglas en inglés) ya que se busca establecer seguridad 

y calidad en productos farmacéuticos. 
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1.7- Calidad por diseño 
De acuerdo con la guía de la International Conference on Harmonisation (ICH) Q8, calidad por diseño 

es definido como una aproximación sistémica que comienza con un objetivo predefinido y se 

enfatiza en el entendimiento del producto y procesos, así como el control del proceso basado en la 

ciencia y en administración de riesgos de calidad [74]. Lo anterior permite tener un mejor control 

del proceso en la obtención de formulaciones, productos repetibles y reproducibles, un mejor 

escalamiento industrial, reducción de costos, y, que los productos farmacéuticos puedan ser seguros 

y eficaces [75–77]. En relación con lo anterior, es importante establecer la formulación desde los 

conceptos iniciales hasta el diseño final, siendo necesario considerar los componentes de la 

formulación (por ejemplo: propiedades del fármaco, excipientes a utilizar, vía de administración, 

sistema contenedor, etc.), así como los procesos de manufactura y conocimientos previos, que sean 

similares a la formulación a desarrollar. Es importante tener en cuenta los atributos críticos de la 

formulación, junto con las opciones del proceso de manufactura, con el objetivo de seleccionar de 

manera adecuada los componentes y metodología a desarrollar para la formación de los 

nanoacarreadores. El desarrollo de los procesos estudiados debería proveer las bases para el 

proceso mejorado, validación, verificación continua y algunos procesos de requerimientos de 

control. El conocimiento generado a partir del desarrollo de dichos procesos puede ser usado, de 

manera apropiada, para justificar las especificaciones del producto. [74,78].  

El desarrollo farmacéutico debe incluir:  

• Definición del perfil de calidad del producto  

• Identificar los atributos críticos de calidad  

• Seleccionar los materiales y métodos de manufactura  

• Definir una estrategia de control 

• Identificar, a través del conocimiento previo y análisis de riesgo, los atributos del material y 

parámetros del proceso que tienen impacto sobre los atributos de calidad del producto  

• Al tener el entendimiento del proceso de formación del producto y la administración de 

riesgos de calidad, se pueden establecer estrategias de control.  

Como resultado de lo anterior, es posible obtener una aproximación sistemática para un 

mejoramiento continuo a través del ciclo de vida del producto [79]. El desarrollo de calidad por 

diseño implica varias etapas con el objetivo de poder obtener el producto requerido. Por lo anterior, 
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un análisis de riesgo se vuelve necesario de realizar con el objetivo de identificar las variables críticas 

del desarrollo del producto. Las variables identificadas pueden ser evaluadas en diseños 

experimentales para obtener el impacto de estas variables sobre las características deseables del 

producto, optimizar el sistema y de ser necesario, realizar acciones correctivas. QbD, se basa 

principalmente en tres guías del ICH. La ICH Q8: Calidad en el desarrollo; ICH Q9: Gestión de calidad 

de riesgos e ICH Q10: Sistema de calidad. En la Figura 8, se presenta un esquema de las guías 

anteriormente mencionadas.  

 

Figura 8. Esquema del resumen de las guías ICH para la implementación de calidad por diseño.  

Dadas las ventajas presentadas del QbD en la industria farmacéutica, en el área de la nanomedicina, 

las nanoformulaciones basadas en herramientas involucradas en este concepto se ha incrementado 

[75,76,80,81]. Diversos trabajos de revisión presentan estudios en los que se han implementado 

algunos conceptos de QbD, sin embargo, dada la complejidad del diseño de los sistemas 

nanoacarreadores y la amplia brecha de su traslado a la clínica, únicamente se han empleado 

conceptos basados en la guía ICH Q8 y algunos trabajos en la guía ICH Q9. En este sentido, Bastogne 

en 2017, realizó una revisión de trabajos que en los últimos 10 años han reportado el uso de QbD 

para el diseño de nanoacarreadores donde, en el 62 % de los estudios examinados, la aplicación de 
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QbD está restringida al desarrollo de la formulación (guía ICH Q8), probablemente por la 

complejidad que puede llegar a tener el diseño de los productos nanotecnológicos y la falta de 

entendimiento del concepto de QbD al aplicar en estudios de nanomedicina. A continuación, se 

describen de las principales herramientas de calidad por diseño empleadas en nanomedicina. En la 

Figura 9 se ilustran de manera general los pasos secuenciales de la implementación de QbD en 

sistemas nanoacarreadores [81]. 

 

Figura 9. Diagrama general de aplicación de calidad por diseño para la formación de nanopartículas, 

cuyo diseño depende de la aplicación.  

1.7.1 Perfil de calidad del producto (QTPPs) 
 

El perfil de calidad del producto es un resumen de las características de calidad ideales tomando en 

cuenta la seguridad y eficacia del producto. Está basado en conocimientos científicos previos y 

estudios preclínicos y clínicos. Se refiere principalmente a la forma de dosificación, ruta de 

administración, perfil de liberación, indicación terapéutica, estabilidad y propiedades basadas en la 

forma intencionada que tendrá para el mercado [75,76]. Lo anterior ayuda a identificar los atributos 
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críticos de calidad del producto. Típicamente, en el caso de los nanoacarreadores, los QTPPs más 

comunes son la ruta de administración (oral, inyectable, tópica), la forma de la dosificación (polvo 

liofilizado o dispersión), perfil de liberación del fármaco, características farmacocinéticas, tiempo de 

vida media y sistema de contenedor [75,76,81].  

1.7.2. Atributos críticos de Calidad (CQAs) 
 

Un CQA es una propiedad o característica física, química, biológica o microbiológica que deberían 

estar dentro de un límite apropiado, rango, o distribución para asegurar la calidad deseable del 

producto. Los CQAs potenciales, surgen a partir del perfil de calidad del producto requerido y de 

conocimientos previos reportados, dependiendo del producto a desarrollar  [74,82]. Definen el 

rango o el límite de aceptación de un producto que asegure la calidad esperada de la 

nanoformulación. En el caso de las nanopartículas, los CQAs son generalmente tamaño de partícula, 

potencial zeta, eficiencia de encapsulación y perfil de liberación del fármaco. Los CQAs se ven 

directamente afectados con el tipo de fármaco, los excipientes y la concentración de estos últimos, 

las concentraciones de fármaco, los materiales del proceso y los parámetros del proceso. Zagalo y 

colaboradores realizaron una búsqueda de los principales CQAs reportados en nanomedicina en 

investigación [83]. En la Figura 10, se presenta la gráfica con los CQAs con mayor frecuencia, de 

acuerdo con los estudios realizados por dicho grupo de trabajo.   
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Figura 10. Frecuencia de CQAs más reportadas en diversos estudios donde se ha aplicado QbD. 

Modificado de [83].  

1.7.3. Atributos críticos del material (CMAs) 
 

Los atributos críticos del material son los factores de entrada que causan variabilidad en los CQAs y 

están directamente asociados con la composición del nanoacarreador. Los CMAs incluyen las 

propiedades fisicoquímicas y biofarmacéuticas de los materiales a utilizar, y deberían de encontrase 

en límites apropiados, de tal forma que asegure la calidad necesaria del producto final [72,81,83]. 

Tal como se aprecia en la Figura 11, algunos de los materiales que generalmente son considerados 

de entrada en los nanoacarreadores son, concentración del tensoactivo o fosfolípidos, tipo de 

tensoactivo, disolvente, cantidad de disolvente, concentración del polímero (si se requiere), así 

como el fármaco a utilizar y sus características fisicoquímicas y farmacéuticas.  
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Figura 11. Ejemplos de atributos críticos del material normalmente utilizados en la formación de 

liposomas, el paclitaxel se utiliza como fármaco de ejemplo.  

1.7.4.  Parámetros críticos del proceso (CPPs) 
 

Los parámetros críticos del proceso son factores con un riesgo potencial de causar variabilidad sobre 

los CQAs y están ligados a procesos de manufactura de la nanoformulación. Los CPPs son variables 

de entrada que deben ser controlados dentro de límites adecuados que aseguren la calidad del 

producto. Dependiendo del tipo de nanoacarreador, y por lo tanto de su método de manufactura, 

algunas de las variables de entrada pueden ser velocidad de agitación, tiempo de agitación, 

sonicación, tiempo de evaporación, entre otras [77,78,81]. A manera de ejemplo, en la Figura 12, se 

pueden observar variables de entrada del proceso, para la obtención de nanopartículas poliméricas.  
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Figura 12. Parámetros críticos del proceso para la formación de nanopartículas poliméricas. 

Modificado de [81].  

Cuando el perfil de calidad del producto es definido en función de los requerimientos de su 

aplicación, es posible entonces precisar que parámetros de calidad tendrá el producto y que 

variables serán las que afecten dicha calidad. Las variables generalmente están relacionadas con los 

materiales de entrada y los parámetros críticos del proceso. Para poder identificar las variables que 

afectan la calidad del producto, es necesario realizar análisis de riesgo, que generan una primera 

información del posible impacto de estas variables. Dado que generalmente se basan en 

conocimientos y reportes previos, es posible definir un espacio del diseño con las posibles variables, 

en el cual se pueda tener una estrategia de control [76,78]. En la Figura 13, se encuentra un resumen 

de los pasos secuenciales para poder obtener un espacio del diseño, que permita realizar diseños 

experimentales, con el objetivo de modelar el comportamiento de la calidad del producto en 

función de las variables que tienen impacto sobre el producto.  
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Figura 13. Pasos secuencias para la obtención de un espacio del diseño que permita obtener 

productos con la calidad deseada.  

1.7.5- Análisis de riesgo  
Las diversas variables que se pueden tener durante la formación de un nanoacarreador generan un 

riesgo inherente de afectar la calidad del producto deseado, por lo que el riesgo es definido como 

una combinación de probabilidad de ocurrencia y la severidad del daño. Esto consiste en la 

identificación de peligro y el análisis y evaluación de riesgos asociado con la exposición a estos 

peligros. Su evaluación comienza con la descripción de un problema bien definido y esto conlleva al 

uso de un análisis adecuado que conduzca a que los riesgos y la forma de impacto sean más fácil de 

identificar [72,84]. El principal objetivo de la evaluación de riesgos es identificar y dependiendo de 

la herramienta, medir el impacto de las variables de los materiales de entrada y las variables del 

proceso de obtención. Existen diversas herramientas que pueden ayudar a identificar las variables 

potenciales que tienen efecto sobre los CQAs. De acuerdo con la guía ICH Q9, algunas de las más 

utilizadas son: métodos de análisis de riesgos básicos, como diagrama de Ishikawa, diagramas de 

flujo, hojas de lista, análisis de árbol de fallos, clasificación y cribado de riesgos, análisis preliminar 

de riesgos, análisis del modo de fallos y de los efectos (FMEA, por sus siglas en inglés), matriz de 

riesgo, entre otros. La selección de la herramienta a utilizar dependerá de conocimientos científicos 

previos y experiencia sobre el producto. Una de las herramientas más utilizadas es el diagrama de 
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Ishikawa o espina de pescado, dada su facilidad y la forma en la que se pueden asociar las causas 

que producen un efecto sobre diversas respuestas. Además, es una herramienta que puede ayudar 

a ser un primer acercamiento al impacto de las variables, para posteriormente poder llevar a cabo 

análisis donde, de manera cualitativa, se pueda evaluar el impacto generado por cada variable, 

asignando un valor de impacto alto, medio o bajo a partir de una matriz de riesgo [84,85]. En este 

sentido se ha visto que algunos reportes que involucran conceptos de calidad por diseño para la 

formación de los niosomas han utilizado principalmente diagrama de Ishikawa, dada la facilidad y 

bondad de esta herramienta [86–88].  

1.7.6.- Calidad por diseño: Diseño experimental (DoE) 
 

Con las variables identificadas y analizadas a partir del análisis de riesgo, es posible identificar 

aquellas variables que tienen el mayor impacto sobre los CQAs, mediante el uso de diseños 

experimentales (DoE). Lo anterior, permite una evaluación multivariable que genera un mejor 

entendimiento del impacto de las variables de CMAs, solas o en combinación con los parámetros 

del proceso que afectan al producto. Debido a que el diseño experimental es un método organizado 

que ayuda a determinar la relación entre los factores que afectan el proceso y las características del 

producto, se genera un mejorado conocimiento sobre el proceso.  Para poder llevar a cabo un diseño 

factorial, es indispensable tener en cuenta el espacio del diseño del proceso y del producto que es 

establecido con los CQAs de interés, por lo que, una vez que se ha determinado la variable de CQAs, 

es necesario basarse en conocimientos previos y análisis de riesgo, para definir el rango de los 

valores de las variables continuas y las variables categóricas que se encuentren dentro de un espacio 

apropiado para la calidad del producto[81,82,89]. El llevar a cabo los diseños experimentales, ayuda 

a obtener una estrategia de control con el objetivo de asegurar un producto de calidad que pueda 

ser consistentemente producido. El DoE juega un papel muy importante en la optimización de las 

nanoformulaciones utilizando un menor número de experimentos que provee productos costo-

beneficio en un menor tiempo. Dependiendo del objetivo del producto, existen múltiples diseños 

experimentales, basados en el cribado (Plackett-Burman) de variables, evaluación del impacto de 

pocas variables y su interacción (diseño factorial) o la optimización de un producto (diseño central 

compuesto). En el caso de los niosomas, se han utilizado diversos diseños factoriales para evaluar 

los diversos factores que pueden influenciar en el tamaño de partícula, índice de polidispersidad, 

eficiencia de encapsulación y potencial zeta (Tabla 1).   
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Tabla 1. Diversos diseños experimentales utilizados para la formación de niosomas con 

encapsulación de distintos fármacos.  

Objeto de 

investigación  

Diseño 

experimental 

Parámetros evaluados Respuestas  Resultados  

Obtención de 

niosomas 

(Span60:colesterol) 

y liposomas, 

estables, bajo PDI y 

altas EE, con 

vitamina D y Sudán 

rojo 7B, como 

moléculas modelo 

de encapsulación 

[90].  

 

Diseño 

Plackett-

Burman 

(cribado de 

variables) y 

Diseño 

factorial para 

la 

optimización 

de la 

formulación 

Relación O/A, 

concentración 

fosfolípido, 

estiramiento iónico, 

velocidad de flujo de 

inyección, temperatura 

de evaporación, 

velocidad de 

evaporación, amplitud 

de sonicado, tiempo de 

sonicado.  

Tamaño 

promedio y 

PDI.  

Niosomas y liposomas 

optimizados. Estables 

con altas eficiencias de 

encapsulación. 

Encapsulación de 

Metotrexato en 

niosomas para 

sistema de 

liberación dérmica. 

Observar el efecto 

del disolvente y la 

variabilidad de la 

formulación [91]. 

Diseño Box-

Behnken. 

Modelo 

cuadrático 

con 

evaluación 

binaria y 

efecto 

polinomial.  

 Concentración de 

tensoactivos (Span 40, 

Tween 20), 

concentración de 

colesterol. Longitud de 

cadenas. 

Hidrofobicidad del 

disolvente.   

Tamaño 

partícula, 

eficiencia de 

encapsulación 

y potencial 

zeta.  

Encontraron las mejores 

condiciones de 

optimización y el 

disolvente que ofreció 

mejor estabilidad y 

mayor EE.  

Formulación 

optimizada de 

Imatinib en 

niosomas, para 

mejorar la eficacia 

Diseño Box-

Behnken. 

Modelo 

cuadrático 

con 

evaluación 

HLB tensoactivo, 

Relación molar 

colesterol, Relación 

molar DCP.  

Tamaño de 

partícula, 

potencial zeta, 

EE, porcentaje 

inicial liberado 

y porcentaje 

Observaron una 

estabilidad mejorada de 

la formulación 

optimizada. Observaron 

una mejorada eficacia y 

selectividad en células 
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quimioterapéutica 

del fármaco [92].  

binaria y 

efecto 

polinomial.  

liberado 

acumulado.  

cancerígenas de la 

formulación optimizada 

a diferencia del fármaco 

libre.   

Optimización del 

proceso de 

manufactura para la 

obtención de 

niosomas cargados 

con Sumatriptán 

[93].    

Método de 

Taguchi, 

arreglo 

ortogonal, 

para la 

optimización 

de los valores 

de los 

parámetros 

Cantidad fármaco, tipo 

tensoactivo, cantidad 

estearilamina, relación 

molar de 

tensoactivo:colesterol).  

Tamaño de 

partícula, 

carga de 

superficie, 

eficiencia de 

encapsulación.  

Lograron optimizar una 

formulación, con baja 

polispersidad, altas 

eficiencias de 

encapsulación.  

 

1.7.7 Tecnología de proceso analítico (PAT) 
 

La tecnología de proceso analítico son estrategias de control que pueden incluir parámetros y 

atributos relativos a los fármacos, materiales del fármaco y componentes, facilidades y condiciones 

de operación del equipo, controles en proceso, especificaciones de productos terminados. Algunas 

herramientas analíticas de uso común para la evaluación de la adecuada obtención de los 

nanoacarreadores, son FTIR, Raman, espectroscopía flourescencia, UV, dispersión dinámica de luz, 

entre otras. [72,75].   

1.7.8 Calidad por diseño en metalofármacos  
 

Dadas las ventajas presentadas con el uso de calidad por diseño, aunado al creciente interés por el 

uso de metalofármacos para el tratamiento de diversas enfermedades, incluido el Cáncer, se han 

realizados en los últimos 5 años estudios de encapsulación de fármacos que incluyen metales como 

platino y vanadio. 

Cacicedo y colaboradores, en 2019, reportaron la nanoencapsulación de un compuesto denominado 

Metvan con vanadio en su estructura, la encapsulación se realizó en nanopartículas lipídicas y 
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herramientas de QbD fueron aplicadas, obteniendo tamaños de partícula adecuadas con baja 

polidispersidad, eficiencias de encapsulación de hasta el 80 % con una liberación sostenida hasta las 

60 h y observaron una mejorada actividad de la nanoformulación, sobre células de osteosarcoma 

humana (MG-63), en comparación con el Metvan libre. Para obtener la formulación optimizada, 

utilizaron diseños experimentales como parte de estrategia de QbD y realizaron estudios de 

validación donde observaron procesos de síntesis altamente reproducibles [94].  

Patel y colaboradores, en 2021, estudiaron el desarrollo de una formulación de nanopartículas 

contenidas en un polvo seco de inhalación para tratamiento cáncer de pulmón multirresistente. Las 

nanopartículas estaban cargadas con cis-Pt y ABCC3 siRNA. La formulación se optimizó con 

herramientas de calidad por diseño, cuyos CQAs principales fueron tamaño de partícula y 

encapsulación de cis-Pt. Las variables principales fueron concentración del lípido, concentración del 

polímero y la relación molar del lípido. La nanoformulación demostró mejorar los parámetros 

farmacocinéticos con un mayor tiempo de residencia en los pulmones [95].  

De acuerdo a los antecedentes hasta aquí expuestos, en el presente trabajo se propone 

nanoencapsular la Casiopeína III-ia y la mezcla sinérgica de Casiopeína III-ia y Casiopeína VIII-gly en 

sistemas niosomales reformulados, utilizando Span60:colesterol y con la inclusión de alguna 

molécula que pueda otorgar estabilidad física al sistema. En este trabajo se propone el uso de una 

molécula con cargada positivamente (estearilamina), una negativamente (colato de sodio) y dos 

moléculas neutras (Pluronic® F127 y monoestereato de polietilenglicol). Dichas moléculas, dada su 

estructura química, pueden conferir diversas interacciones débiles entre las Casiopeínas 

encapsuladas y la membrana niosomal de tal forma que la liberación de las Casiopeínas se verá 

modificada en función de la molécula a utilizar. Asimismo, para conocer los factores que pueden 

afectar respuestas como potencial zeta, tamaño de partícula y eficiencia de encapsulación, se 

realizará un diseño experimental, planteando conceptos de interés involucrados en QbD, 

principalmente basados en la guía ICH Q8 y análisis de riesgo (ICH Q9), y utilizando herramientas 

como diagramas de Ishikawa, diagramas de Pareto, diseños experimentales, y realizando un análisis 

de riesgo de interacciones de las materias primas a utilizar con las Casiopeínas a encapsular. 
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Hipótesis  
 

El Uso de QbD permitirá sistematizar y optimizar una formulación farmacéutica repetible para la 

liberación modificada de la Casiopeína III-ia y de la mezcla sinérgica de la Casiopeína III-ia y VIII-gly 

que en estudios in vivo, presentará una menor toxicidad con respecto al compuesto sin encapsular.  

 

Objetivo general  
Obtener una nueva formulación optimizada, reproducible y repetible, utilizando herramientas de 

QbD, de Casiopeína III-ia y mezcla de Casiopeína III-ia/VIII-gly en sistemas niosomales para obtener 

una menor toxicidad en pruebas preclínicas in vivo. 

Objetivos específicos   
• Definir los atributos críticos de calidad a partir del perfil de calidad del producto para evaluar 

el riesgo de los parámetros críticos del proceso y los atributos críticos de los materiales.  

• Realizar un análisis de riesgo mediante diagramas de Ishikawa y matriz de riesgo para 

obtener las variables que afectan los atributos críticos de calidad.  

• Corroborar la integridad de los compuestos a nanoencapsular al evaluar la interacción de la 

Casiopeína III-ia y la Casiopeína VIII-gly con los aditivos a utilizar mediante 

espectrofotometría UV-Visible.  

• Realizar un cribado de las variables obtenidas del análisis de riesgo, mediante un diseño de 

Plackett-Burman para conocer las variables que presentan influencia en los atributos 

críticos de calidad.  

• Evaluar la influencia de las variables obtenidas, a partir del diseño Plackett-Burman, en los 

atributos críticos de calidad, mediante un diseño factorial 23 y diseño central compuesto 

para la optimización de la formulación.  

• Caracterizar las nanoformulaciones optimizadas, mediante dispersión dinámica de luz, 

microscopía, espectrofotometría UV-Visible, análisis térmico y espectroscopía de infrarrojo. 
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• Determinar la posible interacción de la Cas III-ia con la membrana niosomal mediante 

espectrofotometría UV-Visible.  

• Evaluar in vitro en la línea tumoral MDA-MB-231, la mezcla de Casiopeína III-ia y la 

Casiopeína VIII-gly nanoencapsuladas y la Casiopeína III-ia nanoencapsulada, para 

corroborar la actividad de las casiopeínas encapsuladas.  

• Evaluar la toxicidad y eficacia de la nanoformulación optimizada en ratones hembra BALB/C. 
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II Materiales y métodos 
En el esquema 1 se presenta la metodología general para la obtención de la nanoformulación de la 

Casiopeína III-ia y mezcla sinérgica de la Casiopeína III-ia y Casiopeína VIII-gly aplicando 

herramientas de calidad por diseño.  

 

Esquema 1. Esquema general de la obtención de los niosomas con Casiopeína III-ia y mezcla 

sinérgica de Casiopeína III-ia y VIII-gly.  
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 2.1 Materiales  

La Casiopeina® III-ia CAS [223930-33-4] y la Casiopeína VIII-gly fueron sintetizadas en el laboratorio 

210, del Departamento de Química Inorgánica y Nuclear, de la Facultad de Química de la UNAM, de 

acuerdo con la patente reportada  [96]. Para la formulación de los niosomas se utilizó 

monoestereato de sorbitan (Span® 60) y colesterol con un peso molecular de 430.63 g/mol y 386.65 

g/mol respectivamente. Las moléculas evaluadas para otorgar la estabilidad física fueron 

estearilamina (SA, 269.51 g/mol), colato de sodio (CS, 430.55 g/mol), monoestereato de 

polietilenglicol (MoPEG, 2044 g/mol) y Pluronic® F127 (P, 12600 g/mol). Los reactivos anteriores 

fueron adquiridos de Sigma-Aldrich México. El éter etílico fue adquirido de Baker-México. Todos los 

reactivos fueron utilizados sin purificación previa. Las estructuras de los compuestos utilizados se 

presentan en la Figura 14.   

  

Figura 14. Estructuras químicas de los compuestos a utilizar para la formación de los niosomas y 

estructuras químicas de las Casiopeínas.  
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2.2 Métodos  
2.2.1 Calidad por diseño: Análisis de riesgo  
Se construyó un diagrama de Ishikawa o diagrama de espina de pescado, con el objetivo de 

identificar todas las variables potenciales (a partir de la formulación y el método de formación de 

los niosomas) que pueden afectar al producto. El diagrama de Ishikawa ayudó a identificar que 

variables tienen impacto sobre los CQAs (tamaño de partícula, eficiencia de encapsulación, potencial 

zeta e índice de polidispersidad) y por lo tanto el efecto que tienen sobre el perfil de calidad del 

producto. Una vez identificadas dichas variables, se llevó a cabo una matriz de análisis de riesgo 

(RRMA, por sus siglas en inglés) para identificar el impacto de las variables individuales obtenidas a 

partir del diagrama de Ishikawa. La interdependencia entre los atributos de cada CPP y CMA y cómo 

estos afectan los CQAs fue clasificado en impacto de alto, medio o bajo riesgo en la calidad del 

producto [87].  

2.2.1.1 Perfil de calidad del producto (QTPPs)  
 

QTPPs es el perfil de calidad deseado de un producto y está asociado a la calidad, seguridad y eficacia 

del producto. La Tabla 2 describe los QTPPs para la Casiopeína III-ia nanoencapsulada.  

Tabla 2. Perfil de calidad del producto para Cas III-ia nanoformulación. 

QTPP Objetivo Justificación 

Forma de 

dosificación 

Solución inyectable Misma forma de dosificación de la patente. Número 

de solicitud de la patente:  

(MX/a/2017/016444) [96]. 

Indicación 

terapéutica  

Tratamiento para cáncer 

(compuesto por entrar a fase 

clínica I) 

Las Casiopeínas han mostrado actividad en líneas 

tumorales de cáncer cervicouterino (HeLa, SiHa), 

mama (MCF-7), colon (HCT15) y neuroblastoma 

(CHP-212) [6]. Además, demostró actividad sobre 

adenocarcinoma de colon HCT15 xenotransplantado 

en ratones desnudos [15]. 
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Diseño de 

dosificación 

Liberación modificada a partir 

de los sistemas coloidales  

Una liberación modificada podría favorecer la 

incorporación al sitio de acción del compuesto 

mediante el efecto de permeación y retención 

mejorada (EPR, por sus siglas en inglés) [29,35,97]. 

Ruta de 

administración 

Intravenosa Misma ruta de administración de la patente. Con el 

objetivo de evitar el efecto de primer paso [96]. 

Método de 

producción 

 

Método de inyección del 

disolvente. El fármaco será 

encapsulado durante la 

formación de los niosomas.  

 

En el método de inyección del disolvente no es 

necesario la reducción del tamaño de partícula por 

medio de sonicación, ya que, dependiendo de las 

condiciones, el diámetro de las partículas puede 

estar entre 50 y 500 nm  [46,49]. Lo anterior 

representa un menor gasto energético. Además, la 

escalabilidad industrial podría tener una mayor 

factibilidad.   

Excipientes que 

afectan los CQA  

Span 60 (monoestereato de 

sorbitan), colesterol y la 

molécula que otorga 

estabilidad física 

Los excipientes son críticos en la formación del 

niosoma, eficiencia de encapsulación, potencial zeta 

y tiempo de circulación sanguínea [90,98,99]. 

Estabilidad 

física  

Estables al menos por 6 meses, 

bajo condiciones de 

degradación acelerada a 40 °C y 

75 % de humedad relativa, de 

acuerdo con la NOM-073-SSA1-

2015 

El tamaño de partícula y PDI estable por un periodo 

de tiempo está relacionado con el perfil de calidad y 

seguridad del producto [38,100]. 

Sistema 

contenedor 

cerrado  

Vial estéril de vidrio   Con el objetivo de asegurar el tiempo de vida del 

producto y asegurar su calidad durante el 

almacenamiento [96,101]. 
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2.2.1.2 Atributos críticos de Calidad (CQAs) 
 

Los atributos críticos de calidad se definen considerando la vía de administración, las características 

físicas y químicas del fármaco y la seguridad requerida para el producto. Los CQAs establecidos para 

la nanoformulación de los niosomas con Cas III-ia son presentados en la Tabla 3.  

Tabla 3. Atributos críticos de calidad para la nanoformulación de Cas III-ia y mezcla de Cas III-ia/Cas 

VIII-gly.  

CQA Objetivo Es CQA Justificación 

Apariencia  Solución 

incolora  

No El color y apariencia no son importantes para 

la calidad del producto. 

Tamaño de 

partícula  

150 nm Si Tamaños de partícula por debajo de 50 nm 

pueden sufrir fenestración en órganos como 

el hígado y rápido aclaramiento renal. Por 

otro lado, tamaños por encima de 200 nm 

podrían presentar retención en el hígado. 

Tamaños entre 100 y 150 nm han presentado 

un mayor tiempo en circulación sanguínea 

[27,38]. 

Potencial zeta ±30 mV Si La estabilidad física de los sistemas 

vesiculares depende de la superficie de carga 

total. Los niosomas en disolución requieren 

estabilidad física para su almacenamiento y la 

circulación sistemática [38,102]. 
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Índice de 

polidispersidad 

(PDI) 

Bajo Si  Niosomas con altos valores de PDI pueden 

modificar el perfil de liberación del fármaco, 

además heterogeneidad en el tamaño de 

partícula podría incrementar la toxicidad del 

nanoacarreador. 

Eficiencia de 

encapsulación (EE) 

Máxima Si Altas eficiencias de encapsulación 

disminuyen la concentración de fármaco 

libre, por lo tanto, su toxicidad y su 

interacción con las proteínas sanguíneas.  

Disolventes 

residuales 

Mínimo Si Disolventes residuales deben de ser 

considerados dada su toxicidad inherente. El 

uso de éter etílico en la formación de los 

niosomas presenta ventajas. Se trata de un 

disolvente clase 3, que de acuerdo con las 

guías ICH, presenta una menor toxicidad. De 

acuerdo con los datos recabados, en estudios 

de genotoxicidad de tiempos cortos, el éter 

etílico ha sido menos tóxico en comparación 

con el metanol o el diclorometano. Se 

recomienda un uso máximo de 5, 000 ppm 

[103]. 

 

2.2.1.3 Parámetros críticos del proceso (CPPs) y atributos críticos del material (CMAs)  
 

CPPs y CMAs son variables del proceso y de la formulación que afectan directamente los CQAs y 

deberían ser monitoreados y controlados para asegurar la calidad. Los CPPs y los CMAs, obtenidos 

a partir de la materia prima y el método de formación de los niosomas, fueron identificados con el 
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diagrama de Ishikawa y se evaluó su nivel de impacto (alto, medio o bajo) sobre los CQAs (tamaño 

de partícula, EE, PDI y carga superficial) con una matriz de riesgo.  

2.2.2 Formación de los niosomas  
 

Una vez que se definió el perfil de calidad y los atributos de calidad del producto. Los niosomas con 

Casiopeínas y sin Casiopeínas fueron preparados utilizando el método de inyección del éter [49,104]  

con modificaciones, tal como se describe a continuación: Span 60 y colesterol (relación molar 1:1) 

[56,105], fueron disueltos en éter etílico. La Casiopeína III-ia y la mezcla de Casiopeína III-

ia/Casiopeína VIII-gly fueron disueltas en agua destilada. Los compuestos evaluados para la 

estabilidad física del sistema fueron disueltos en el disolvente orgánico (colato de sodio y 

esterealamina) o en agua destilada (pluronic F127 y monoestereato de polietilenglicol), de acuerdo 

con su solubilidad. Posteriormente, la disolución orgánica fue agregada a la disolución acuosa, por 

goteo lento mediante una bomba de infusión (kdScientific modelo 100 series), bajo agitación 

magnética. El disolvente orgánico fue removido de la disolución acuosa con agitación magnética y a 

temperatura ambiente durante una hora. De esta manera, se obtuvieron vesículas grandes 

unilamelares (LUVs), por lo que, la suspensión resultante fue filtrada a través de filtro de jeringa 

(Merck MillexTM, PES 0.22 µm) con el objetivo de obtener niosomas pequeños unilamelares (SUVs). 

El blanco de niosomas fue preparado de la misma forma que el niosoma con Casiopeínas. En el 

Esquema 2 se ilustra la metodología para la formación de los niosomas.  
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Esquema 2. Método formación de los niosomas mediante el método de inyección del éter.   

Con las variables obtenidas y definidas a partir del análisis de riesgo, se llevó a cabo el diseño 

experimental. Previo al desarrollo de los diseños se llevó a cabo una evaluación de la interacción, 

usando espectroscopía UV-Visible, de los compuestos a utilizar para la formación de los niosomas 

con las Casiopeínas, con el objetivo de observar si dichas sustancias presentaban interacciones 

fuertes con las moléculas de cobre. Además, se evaluó la interacción de la Casiopeína III-ia con la 

membrana de Poliéstersulfona (PES), mediante espectroscopía UV-Visible, para corroborar la 

integridad de las Casiopeínas posterior a la filtración. Se desarrolló un análisis térmico para 

evidenciar que no existía una degradación térmica de las Casiopeínas a la temperatura de transición 

de fases del span 60 (60 °C). Las condiciones experimentales se describen en el apartado 2.2.4.5 y 

2.2.4.6.  Además, previo a realizar el diseño experimental, se evaluaron las cuatro sustancias 

propuestas (SA, CS, MoPEG y P), bajo condiciones previamente reportadas [106]. De acuerdo con 

los resultados reportados en el apartado 3.1.1.1.2, se encontró que el pluronic F127 era el aditivo 

que presentó una menor polidispersidad y un mayor potencial zeta, por lo cual los diseños 

experimentales y la formación de los niosomas optimizados se llevaron a cabo con este copolímero. 

Con base en lo anterior, para la concentración total de span60/colesterol/pluronic F127 (S/C/P): el 

pluronic F127 fue usado en un rango de 2.5-5 % de concentración molar; el colesterol y el span 60 
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se utilizó en un rango de 47.5-48.5 % para cada uno, considerando una relación molar entre ellos de 

1:1.  

2.2.3. Calidad por diseño: Diseño experimental  
 

Una vez que se identificaron y clasificaron todas las variables que pueden tener impacto sobre los 

CQAs, un diseño de cribado (Plackett-Burman) y un diseño factorial fueron utilizados con el objetivo 

de modelar y optimizar la nanoformulación de niosomas con Casiopeina III-ia y mezcla de Cas III-

ia/Cas VIII-gly. Los diseños experimentales fueron creados y analizados con el software estadístico 

Minitab 17 (State College, Pennsylvania, USA). Para todas las corridas experimentales, los niosomas 

con y sin Cas III-ia, se realizaron de acuerdo con los descrito en la sección 2.2.2.  

2.2.3.1 Diseño Plackett-Burman  
 

De acuerdo con el diagrama de Ishikawa y la matriz de riesgo, son nueve variables las que tienen un 

mayor impacto en la formación de los niosomas, por lo cual fueron evaluadas en un primer diseño 

(Plackett-Burman) con el objetivo de identificar los factores más importantes que afectan los CQAs. 

Los factores evaluados fueron: tiempo de evaporación (A), velocidad de agitación durante la 

evaporación (B), temperatura de inyección (C), velocidad de inyección (D), velocidad de agitación 

durante la inyección (E), volumen del disolvente (F), concentración de Cas III-ia (G), concentración 

de Span/Colesterol/Pluronic F127 (S/C/P) (H) y concentración del Pluronic F127 (P) (I). Las 

respuestas evaluadas fueron tamaño de partícula (Y1), índice de polidispersidad (Y2), carga 

superficial (Y3) y eficiencia de encapsulación (Y4). Cada factor fue evaluado a un nivel bajo (-1) y un 

nivel alto (+1). Tres puntos centrales (0) fueron agregados al diseño para agregar curvatura al 

modelo. De acuerdo con estudios de potencia y tamaño de muestra, 15 corridas experimentales, 1 

réplica, 1 bloque y 3 puntos centrales fueron suficientes para generar el diseño con una resolución 

III. Los diagramas de Pareto y análisis de varianza fueron usados para demostrar la influencia de 

cada factor sobre la respuesta. Los resultados se muestran en la Tabla 4.  
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Tabla 4. Diseño Plackett-Burman. Donde: Tamaño de partícula: Y1 PDI: Y2 Carga superficial: Y3 

Eficiencia de encapsulación: Y4. Donde S/C/P es Span60/colesterol/Pluronic F127. 

Nivel Evaporación Inyección Formulación  

 

Y1 

 

 

Y2 

 

 

Y3 

 

 

Y4 

A B C D E F G H I 

-1 30 50 40 10 50 2.5 60 200 2.5 

0 60 100 50 30 100 3.75 130 600 3.75 

 1 90 150 60 50 150 5 200 1000 5 

Corrida  A B C D E F G H I     

1  1 -1  1 -1 -1 -1  1  1  1 219 ± 29.80 0.478 ± 0.08 -234 07.53 ± 1.03 

2  1  1 -1  1 -1 -1 -1  1  1 229 ± 01.87 0.279 ± 0.00 -333 19.65 ± 0.08 

3 -1  1  1 -1  1 -1 -1 -1  1 227 ± 01.90 0.378 ± 0.00 -331 31.07 ± 0.09 

4  1 -1  1  1 -1  1 -1 -1 -1 139 ± 02.10 0.214 ± 0.01 -307 21.44 ± 0.10 

5  1  1 -1  1  1 -1  1 -1 -1 206 ± 05.00 0.317 ± 0.04 -284 16.33 ± 0.14 

6  1  1  1 -1  1  1 -1  1 -1 321 ± 07.86 0.354 ± 0.05 -342 40.94 ± 0.05 

7 -1  1  1  1 -1  1  1 -1  1 189 ± 09.01 0.435 ± 0.03 -281 10.98 ± 0.82 

8 -1 -1  1  1  1 -1  1  1 -1 199 ± 09.89 0.421 ± 0.06 -269 19.19 ± 0.77 

9 -1 -1 -1  1  1  1 -1  1  1 340 ± 03.65 0.281 ± 0.01 -333 19.68 ± 0.35 

10  1 -1 -1 -1  1  1  1 -1  1 123 ± 00.38 0.268 ± 0.01 -255 10.79 ± 0.79 

11 -1  1 -1 -1 -1  1  1  1 -1 329 ± 08.98 0.403 ± 0.02 -328 15.36 ± 0.07 

12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 197 ± 02.88 0.303 ± 0.02 -332 22.86 ± 0.13 

13  0  0  0  0  0  0  0  0  0 230 ± 05.97 0.367 ± 0.04 -310 16.35 ± 0.26 

14  0  0  0  0  0  0  0  0  0 190 ± 02.32 0.240 ± 0.00 -277 10.50 ± 0.17 

15  0  0  0  0  0  0  0  0  0 236 ± 02.88 0.365 ± 0.03 -312 16.90 ± 0.08 

              

 Evaporación: A: tiempo (min); B: velocidad de agitación (rpm) Inyección: C: temperatura (°C); D: velocidad de inyección (mL/hora); E: 

velocidad de agitación (rpm); F: volumen del disolvente (mL) Formulación: G: Concentración de Cas III-ia(µM); H: Concentración de 

S/C/P (µM); I: concentración de P. Tamaño de partícula: Y1 PDI: Y2 Carga superficial: Y3 Eficiencia de encapsulación: Y4. Donde S/C/P 

es Span60/colesterol/Pluronic F127. 
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2.2.3.2 Diseño factorial 2k  
De acuerdo con los resultados obtenidos a partir del diseño de cribado, los tres principales efectos 

(concentración de S/C/P, concentración del fármaco y velocidad de agitación durante la inyección) 

fueron usadas para llevar a cabo un diseño factorial de dos niveles con tres factores. Las variables 

que no fueron estadísticamente significativas o no tuvieron un mayor impacto sobre los efectos 

evaluados fueron fijadas en algún valor de acuerdo con la descripción de la Tabla 5.  

Tabla 5. Condiciones para la formación de los niosomas en el diseño factorial 23. 

Evaporación Tiempo 60 min  Tiempo estimado para la evaporación de éter 

etílico  

Velocidad de 

agitación  

50 rpm Agitaciones bajas generan un menor costo 

energético  

Inyección Temperatura 50 °C Temperatura de transición de fases (Tc) del 

Span 60 es 60 °C. Se ha visto que el colesterol 

puede reducir la Tc del tensoactivo [99] 

Velocidad de 

inyección  

40 mL/h Chiraz y colaboradores reportaron que la 

velocidad de inyección no tiene un efecto 

significativo en el tamaño promedio de la 

vesícula [107].  

Velocidad de 

agitación  

Variable   

Volumen del 

disolvente  

2.5 mL Volúmenes de disolvente más bajos a 2.5 mL 

puede incrementar el tamaño de partícula 

dada la rápida evaporación del disolvente. 

Volúmenes más grandes que 2.5 mL podría 

implicar un mayor disolvente residual  

Formulación Concentración 

de CasIII-ia  

Variable   

Concentración 

de S/C/P  

Variable   
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Concentración 

de P  

3% Se ha recomendado una concentración del 

aditivo de 2.5-5 %. Ya que se ha reportado 

que mayores concentraciones se puede 

inhibir la formación de los niosomas [45]. 

 

Una vez establecidas las tres variables a evaluar para llevar a cabo el diseño factorial (Tabla 6) se 

realizaron pruebas de potencia y tamaño de muestra. En total se realizaron 20 corridas 

experimentales que fueron divididos en cuatro bloques con dos réplicas cada bloque y 4 puntos 

centrales en total, con un diseño base de 3,8 con una resolución de diseño de IV. Las 20 corridas 

fueron creadas y los resultados fueron analizados con Minitab 17.  

Tabla 6. Diseño factorial y diseño central compuesto para la optimización de la nanoformulación de 

la Cas III-ia. Tamaño de partícula: Y1 PDI: Y2 Carga superficial: Y3 Eficiencia de encapsulación: Y4. 

Donde S/C/P es Span60/colesterol/Pluronic F127. 

Nivel  Concentración 

de S/C/P        

Concentración 

de Cas III-ia     

Velocidad 

de 

agitación 

Y1 Y2 Y3 Y4 

-1  200 60 50 

0  600 130 100 

1  1000 200 150 

Corrida Bloque        

1 1 1 -1  1 144 ± 2.20 0.19 ± 0.023 -332 40.44 ± 0.22 

2 1 -1 -1 -1 158 ± 3.84 0.22 ± 0.027 -341 29.52 ± 0.29 

3 1  0  0  0 223 ± 2.15 0.25 ± 0.020 -308 17.78 ± 0.97 

4 1 -1  1  1 163 ± 1.24 0.22 ± 0.013 -301 11.26 ± 0.25 

5 1  1  1 -1    350 ± 2.92 0.27 ± 0.006 -293 04.50 ± 0.33 

6 3  1 -1  1 169 ± 0.21 0.21 ± 0.006 -392 35.72 ± 0.27 

7 3 -1 -1 -1 166 ± 2.63 0.22 ± 0.028 -404 24.46 ± 0.29 

8 3 -1  1  1 143 ± 2.70 0.26 ± 0.025 -315 15.02 ± 0.26 

9 3  1  1 -1 387 ± 11.24 0.46 ± 0.047 -293 04.21 ± 0.40 

10 3  0  0  0 204 ± 2.62 0.27 ± 0.007 -345 14.96 ± 1.34 

11 2 -1  1 -1 178 ± 3.23 0.30 ± 0.039 -292 15.38 ± 0.37 
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12 2  1  1  1 170 ± 2.31 0.30 ± 0.019 -305 15.36 ± 0.56 

13 2 -1 -1  1 148 ± 2.06 0.23 ± 0.009 -379 28.98 ± 0.31 

14 2  0  0  0 209 ± 3.58 0.31 ± 0.038 -320 13.40 ± 0.83 

15 2  1 -1 -1 140 ± 0.87 0.24 ± 0.006 -356 32.35 ± 0.50 

16 4  1  1  1 233 ± 4.26 0.32 ± 0.029 -312 07.61 ± 0.18 

17 4 -1  1 -1 233 ± 3.75 0.35 ± 0.051 -275 09.90 ± 0.21 

18 4 -1 -1  1 157 ± 1.83 0.33 ± 0.042 -371 30.34 ± 0.08 

19 4  0  0  0 240 ± 2.20 0.26 ± 0.003 -303 09.64 ± 0.50 

20 4  1 -1 -1 174 ± 4.09 0.31 ± 0.012 -365 30.83 ± 0.11 

21 -- 40 130 100 189 ± 7.00 0.25 ± 0.008 -342 20.21 ± 0.57 

22 -- 1160 10 100 223 ± 2.00 0.23 ± 0.010 -297 23.06 ± 0.54 

23 -- 600 32 100 149 ± 0.66 0.21 ± 0.008 -377 35.56 ± 0.06 

24 -- 600 228 100 260 ± 2.06 0.27 ± 0.015 -307 12.69 ± 0.24 

25 -- 600 130 30 298 ± 6.72 0.29 ± 0.010 -358 27.77 ± 0.32 

26 -- 600 130 170 267 ± 0.50 0.26 ± 0.011 -351 12.06 ± 0.00 

27 -- 600 130 100 246 ± 3.11 0.36 ± 0.006 -341 22.77 ± 1.23 

28 -- 600 130 100 247 ± 4.43 0.29 ± 0.043 -360 19.69 ± 1.79 

 

2.2.3.3 Diseño central compuesto (CCD)  
 

El diseño central compuesto fue obtenido a partir de la extensión del diseño factorial, donde se 

agregaron puntos axiales (también llamados puntos de estrella) que fueron añadidos con el 

propósito de obtener gráficas de superficie de respuesta. Lo anterior permitió mejorar la potencia 

estadística al añadir ocho corridas experimentales (dos puntos centrales y seis puntos axiales) al 

diseño factorial previamente realizado. En este sentido, el CCD permite optimizar la respuesta y 

obtener un mejor entendimiento del sistema y sus variables. Con los resultados obtenidos del 

diseño factorial y del CCD (Tabla 6), se obtuvieron ecuaciones de predicción con lo cual fue posible 

el mapeo de cada variable en el espacio del diseño, lo que permitió seleccionar la configuración 

óptima para cada factor. El diseño fue creado y analizado con el software Minitab 17.  
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2.2.4.- Formulación optimizada: Caracterización de niosomas con casiopeínas  
 

Posterior al análisis de riesgo y al diseño experimental, la formulación optimizada fue caracterizada 

por varias técnicas para determinar la morfología y las características físicas, tamaño de partícula, 

encapsulación del fármaco, liberación del fármaco, estudios de actividad in vitro e in vivo.  

2.2.4.1.- Tamaño de partícula e índice de polidispersidad (PDI)  
 

Con el objetivo de obtener el tamaño de partícula e índice de polidispersidad, tanto para las corridas 

de los diseños experimentales como para las muestras optimizadas, se utilizó la técnica de 

dispersión dinámica de luz (DLS, por sus siglas en inglés). Para tamaño de partícula, PDI y potencial 

zeta, se utilizó el equipo Zetasizer Nano Zen 3600 con un ángulo de dispersión de 173°, la viscosidad 

del agua utilizada es de 0.8872 y el índice de refracción de 1.496 a 25 °C, se utilizó una celda zeta 

dip. Se midieron tres réplicas independientes para cada muestra a temperatura ambiente. La 

dispersión niosomal no fue diluida.  

2.2.4.2.- Carga superficial  
 

La superficie electrocinética fue determinada mediante la carga superficial de la partícula. Lo 

anterior fue medido con detector de carga de partícula Mutek PCD 03. Una muestra de los niosomas 

fue diluida con agua desionizada (2.5 mL de muestra/7.5 mL de agua). 

2.2.4.3.- Eficiencia de encapsulación (EE)  
 

La eficiencia de encapsulación permitió cuantificar el fármaco encapsulado. Las muestras fueron 

centrifugadas a 12,150 x g a 4 °C, durante una hora. La cantidad de Cas III-ia no encapsulada que se 

encontró en el sobrenadante fue cuantificado espectrofotométricamente (espectrofotómetro UV-

visible de arreglo de diodos 8452A) a λ= 294 nm. Para cada lote, un blanco de niosomas (sin Cas III-

ia) fue preparado con la misma concentración de niosomas. Se construyeron curvas de calibración 

para cuantificar el porcentaje del compuesto en encapsulado, en un rango de concentración de 8 × 

10–6 M - 8 × 10–4 M. La eficiencia de encapsulación fue calculada de acuerdo con la siguiente 

ecuación:  

EE =
Cantidad de CasIII − ia encapsulada 

Cantidad total de Cas III − ia utilizada para la preparación de los niosomas 
x100 
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2.2.4.4.- Microscopía electrónica  
 

La morfología de los niosomas fue analizada mediante microscopía electrónica de transmisión (TEM) 

[JOEL-JEM-2010] por tinción negativa y mediante microscopía electrónica de transmisión acoplada 

a barrido (STEM) [Bruker Nano GmbHD-12498]. Una gota de la muestra de niosomas con y sin 

Casiopeínas fue directamente colocada sobre una rejilla de níquel FC con película continua de 

carbono. La rejilla se dejó secar a temperatura ambiente y posteriormente se colocó una gota de 

acetato de uranilo al 1 % (p/v) para la tinción negativa.  

2.2.4.5.- Espectroscopía de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) y espectroscopia 
de infrarrojo con reflectancia total atenuada (ATR-FTIR)  
 

Los estudios de FTIR y FTIR-AR fueron llevados a cabo para verificar la encapsulación de la Cas III-ia. 

Los niosomas/Cas III-ia, niosomas/mezcla de Cas III-ia/VIII-gly, blanco de niosomas y Casiopeínas sin 

encapsular fueron caracterizados mediante la pastilla de KBr para FTIR (NIcolet Avatar 320, Thermo 

Scientific). El análisis se realizó en modo transmitancia con un rango espectral de 4000 a 400 cm-1.  

La espectroscopía ATR-FTIR se utilizó para observar las bandas características de la Casiopeínas y de 

los niosomas con Casiopeínas. Las muestras liofilizadas (niosomas/Cas III-ia, niosomas/mezcla Cas 

III-ia/VIII-gly, blanco de niosomas y Casiopeínas libre) fueron evaluadas en un equipo Nicolet iS5 con 

un accesorio para ATR iD5 Thermo Scientific. El análisis se realizó en modo transmitancia con un 

rango espectral de 4000 a 500 cm-1.  

2.2.4.6.- Análisis térmico  
Calorimetría diferencial de barrido (DSC, por sus siglas en inglés) y análisis termogravimétrico (TGA, 

por sus siglas en inglés) fueron utilizados para caracterizar el comportamiento térmico de los 

niosomas y los niosomas con Casiopeínas. Para los estudios de DSC (DSC/700 Mettler Toledo), una 

muestra liofilizada de 2 mg fue colocada en una charola de aluminio con un rango de calentamiento 

de 20 a 300 °C a una velocidad constante de calentamiento de 10 °C/min. Para los estudios de TGA 

(TGA 4000 system, PerkinElmer, 100-240 V/50-60 Hz), una muestra de 10 mg fue calentada en un 

rango de 10 a 550 °C a una velocidad de calentamiento constante de 10 °C bajo atmósfera de 

nitrógeno.  
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2.2.5.- Estudios de estabilidad física  
 

Con el objetivo de evaluar la estabilidad física de los niosomas, tres réplicas de la nanoformulación 

optimizada (niosomas con y sin Casiopeínas) fueron colocadas en un vial de vidrio de 3 mL. Cada 

muestra (n=3) fue colocada en una cámara de temperatura y humedad controlada marca MAYASA 

modelo CEHT 12000, a 40 °C y 75 % de humedad relativa. El tamaño de partícula, potencial zeta e 

índice de polidispersidad fue medido al inicio y a los tres meses de inicio del análisis. El proceso fue 

llevado de acuerdo con lo descrito en la norma mexicana NOM-073-SSA1-2015.  

 

2.2.6.- Estudios de liberación in vitro  
 

Se evaluó el perfil de liberación de la Casiopeína III-ia utilizando el método de diálisis. Una bolsa de 

diálisis de celulosa regenerada de 12-14 kDa (SpectrumLabs, Asheville, NC) fue hidratada y lavada 

durante una hora y media. La bolsa fue sellada y colocada en un vaso de precipitado conteniendo 

40 mL de buffer de fosfatos (compartimento receptor) y se mantuvo a 37 ± 0.5 °C con agitación 

constante de 160 x g. Una muestra de 0.5 mL del niosoma con Cas III-ia fue colocada dentro de la 

bolsa de diálisis (compartimento donador). Se tomaron muestras del compartimento receptor a 

determinados periodos de tiempo hasta alcanzar las 35 horas. El volumen tomado del 

compartimento receptor fue reemplazado por con un volumen de amortiguador igual al removido. 

Una muestra de niosomas sin Cas III-ia y Cas III-ia libre fueron evaluadas bajo las mismas 

condiciones. La liberación del fármaco fue determinada mediante espectrofotometría a una 

longitud de onda de 294 nm. Para la cuantificación de la Cas III-ia liberada, se usaron curvas de 

calibración. En la Figura 15, se presenta la metodología utilizada para los estudios de liberación.  
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Figura 15. Esquema de estudios de liberación del fármaco, mediante el método de la bolsa de 

diálisis. 

Los datos obtenidos a partir del análisis de liberación in vitro fueron ajustados a distintos modelos 

y ecuaciones cinéticas, con el objetivo de conocer el mecanismo de liberación del fármaco de los 

sistemas vesiculares. A continuación, se describen los modelos cinéticos utilizados:  

Cinética de orden cero  

 

Se libera la misma cantidad de fármaco por unidad de tiempo. Se representa por una ecuación lineal 

de la forma:  

Lt=Lo+ko* t 

Donde: Lt: Liberación del fármaco en el tiempo t; Lo: Cantidad inicial del fármaco presente en los 

niosomas; t: tiempo; Ko: constante cinética 
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Cinética de primer orden  

 

La velocidad de liberación es proporcional a la cantidad de fármaco remanente en el sistema 

nanoparticulado. Se representa por la siguiente ecuación: 

ln (Lt)= -k1*t + ln(Lo) 

 Donde: k1: constante cinética de primer orden 

Modelo de Higuchi: 

 

Este modelo describe la liberación del fármaco como un proceso de difusión a través de la matriz 

de la nanopartícula. Esta difusión está basada en la ley de Fick, que depende de la raíz cuadrada del 

tiempo. La ecuación del modelo de Higuchi es la siguiente: 

Lt=kHt1/2 

  Donde     kH: Constante de disolución de Higuchi  

Modelo de Korsmeyer-Peppas 

 

Modelo matemático que describe si la liberación del fármaco puede estar basado en una difusión 

fickiana o no fickiana. Se utiliza la ecuación: Lt = Ktn     ó   ln(Lt) = lnk +n*ln(t)   

Donde: n= exponente de difusión; k: constante de liberación, y depende de la geometría del sistema. 

Con este modelo se puede conocer si la liberación se da por medio de un mecanismo Fickiano 

(n=0.5), siendo la difusión el principal mecanismo implicado, o a un mecanismo de difusión anómalo 

(no Fickiano) con n>0.5. Valores cercanos a 1 indican que la liberación se realiza a velocidad 

constante debido a procesos de hinchamiento y relajación de las cadenas poliméricas, lo que se 

denomina transporte “Caso II”. Cuando el valor de n se encuentra entre 0.5 y 1, son indicativos de 

un mecanismo más complejo dominado por procesos de difusión y relajación de las cadenas 

poliméricas, denominado transporte “anómalo”. En el caso de las esferas, Peppas y Ritger en 1987 

propusieron un valor diferente para n, siendo 0.43 para la difusión Fickiana y 0.85 para transporte 

tipo Caso II. 
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2.2.7. Estudios in vitro en células  
 

Los estudios de citotoxicidad in vitro fueron llevados a cabo para evaluar el efecto de la Cas III-ia 

nanoencapsulada en una línea tumoral de cáncer de mama triple negativo hormonal independiente 

(MDA-MB-231). Brevemente, se cultivaron células en placas de 96 pozos con 2x 104 células cada 

pocillo y 100 µL del medio. Las placas se incubaron a 37 °C y a una atmósfera de 5 % de CO2, después 

de 24 h, el medio fue retirado y se añadieron 100 µL de las dispersiones de blanco de niosomas, 

niosomas con Cas III-ia, niosomas con mezcla de Cas III-ia/VIII-gly, Cas III-ia libre y mezcla de Cas III-

ia/VIII-gly libre con un rango de concentración de 1 a 106 µM. Los cultivos celulares fueron 

expuestos a los tratamientos durante 24 y 48 horas. Finalmente, el medio fue retirado y las placas 

fueron fijadas y posteriormente teñidas con sulforrodamina B para evaluar la viabilidad celular 

según el procedimiento descrito por Skehan [108].  

2.2.8.- Estudios In vivo en ratones BALB/C 
 

Los estudios in vivo fueron realizados utilizando 36 ratones hembra BALB/c de 5 semanas de edad 

que fueron donados por el bioterio de la FES Zaragoza. Los ratones estuvieron bajo condiciones 

controladas de temperatura (22 °C), una humedad relativa de 50-60 %, ciclos de luz-oscuridad de 

12 h. Los ratones tuvieron acceso a comida y agua ad libitium. Todos los animales fueron tratados 

de acuerdo con las regulaciones nacionales para uso y cuidado de animales de experimentación 

(NOM-062-ZOO-1999). El protocolo experimental bajo el cual se llevó a cabo el estudio fue 

aprobado por el comité de ética de las FES-Zaragoza (FEZ-CE/22-118-08). Los ratones fueron 

implantados con 1 x 104 células 4t1 de un modelo de cáncer de mama metastásico, contenido en 

100 μL de suero libre de RPMI. La disolución fue inyectada vía subcutánea cerca de la almohadilla 

mamaria (4° par). Posterior a la aparición del tumor (cerca de los 10 días después de la 

implantación), los tratamientos fueron administrados vía intraperitoneal (ip). Los 30 animales 

fueron divididos en 6 grupos: control; solución de glucosa al 5 % (SG); Cas III-ia (6 mg/kg) 6 dosis, 

una cada 4 días; cis-Pt 4 dosis, una cada 7 días; niosomas/SG (1.45 mg/kg) 4 dosis, una cada 4 días; 

niosomas/Cas III-ia (1.45 mg/kg/6 mg/kg) 6 dosis una cada 4 días. Los animales se pesaron al inicio 

y final del tratamiento; los tumores fueron pesados y medidos al final del tratamiento. El porcentaje 

de peso perdido y la toxicidad fue calculado para cada animal.  

 



47 
 

III RESULTADOS Y DISCUSIONES 

3.1- Aplicación de Calidad por Diseño  
Un producto farmacéutico debe cumplir un perfil de calidad, el cual está basado principalmente en 

la ruta de administración, la forma de dosificación y la aplicación terapéutica, entre otras. Lo 

anterior define los atributos críticos de calidad del producto (CQAs, por sus siglas en inglés) de tal 

modo que se garantice la seguridad, eficacia y calidad del producto final. Por su parte, la selección 

de los nanoacarreadores debe estar en función de su fácil escalabilidad, aplicación y compatibilidad 

con el metalofármaco a encapsular. En el caso de compuestos solubles en agua, como la Cas III-ia, 

el uso de niosomas como nanoacarreador, resulta de interés, ya que además de que, dada su ventaja 

de presentar altos porcentajes de encapsulación de fármacos hidrofílicos, se pueden utilizar 

tensoactivos no iónicos que ya se encuentren aprobados para su uso como excipientes 

farmacéuticos y, dependiendo de su estructura química, pueden no presentar una reactividad con 

la Cas III-ia, tal es el caso del Span60, colesterol y pluronic F127. La presencia de las cabezas 

hidrofílicas y las cadenas hidrofóbicas del Span60 da como resultado la formación de una estructura 

de doble capa, lo que permite encapsular compuestos tanto hidrofílicos como hidrofóbicos. Aunque 

los niosomas presentan diversas ventajas y se ha dado una amplia investigación en su uso en 

nanomedicina en los últimos años [109], pueden presentar un alto número de variables para su 

formulación dependiendo de su diseño. Por lo tanto, se requiere de un buen control sobre las 

variables de nanoacarreadores para optimizar la formulación de los metalofármacos. Con el uso de 

calidad por diseño, se espera que los nanoacarreadores puedan disminuir la brecha del paso de los 

metalofármacos a la clínica. Calidad por diseño permite obtener productos repetibles y 

reproducibles, utilizando herramientas como análisis de riesgo (Diagrama de Ishikawa y matriz de 

riesgo) así como en conocimientos científicos previos y diseño del proceso con el objetivo de 

optimizar una nueva formulación [110].  

3.1.1 Análisis de riesgo  
 

El análisis de riesgo permitió encontrar y evaluar aquellas variables involucradas en el proceso de 

obtención del niosoma con Casiopeínas III-ia y VIII-gly. Una herramienta que es ampliamente usada 

es el diagrama de Ishikawa, que puede ayudar a observar las variables que tienen un alto impacto 

sobre los CQAs (tamaño de partícula, eficiencia de encapsulación, índice de polidispersidad y carga 
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superficial). Dichas variables fueron definidas en función de los excipientes, el fármaco y la 

concentración de estos, así como el método de formación de las vesículas y aquellas variables que 

no pueden ser controladas.  

3.1.1.1 Diagrama de Ishikawa  
El diagrama de Ishikawa o diagrama de causa-efecto (Figura 16), permitió establecer las variables 

que tienen efecto sobre los CQAs evaluados. Los factores fueron agrupados dentro de tres secciones 

(basados en CPPs y CMAs) los cuales fueron relativos a la formulación de los niosomas (Casiopeína 

III-ia y propiedades de los materiales a utilizar); preparación de los niosomas (método de inyección 

del éter) y variables no controlables (humedad relativa, temperatura ambiental y disolvente 

residual). Aquellas variables que fueron marcadas con asterisco fueron las evaluadas durante un 

diseño de cribado (Plackett-Burman). Las variables no marcadas con asteriscos fueron las no 

controlables (dependientes del ambiente) y las variables que fueron fijados en un valor continuo o 

categórico se establecieron de acuerdo con experimentos previamente realizados o de acuerdo con 

la bibliografía (Tabla 7).  

 

Figura 16. Análisis de riesgo mediante un diagrama de Ishikawa, para las variables de entrada de los 

materiales y los parámetros críticos del proceso sobre los CQAs.  
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Tabla 7. Variables fijas en un valor categórico o continuo, de acuerdo con estudios previos y 

bibliografía.  

Variable  Valor categórico o 

continuo 

Justificación Referencias  

Tipo de fármaco Casiopeína III-ia y mezcla 

sinérgica de Cas VIII-gly y 

Cas III-ia 

La Cas III-ia es el 

compuesto con más 

estudios preclínicas.  

[6,26] 

Tipo de tensoactivo  Span 60.  

En el apartado 3.1.1.1 se 

presenta la evaluación de 

la interacción del 

tensoactivo con la 

Casiopeína III-ia y VIII-gly  

Se ha observado que con 

el uso Span 60 se obtienen 

altas eficiencias de 

encapsulación.   

[51] 

Relación molar 

tensoactivo/colesterol  

Relación 1:1. 

 En el apartado 3.1.1.1 se 

presenta la evaluación de 

la interacción del 

colesterol con la 

Casiopeína III-ia y VIII-gly 

Se ha observado que 

cuando se utiliza una 

relación molar 1:1 

(tensoactivo:colesterol) se 

obtienen vesículas 

estables 

[56,111] 

Tipo de aditivo Pluronic F127.  

En el apartado 3.1.1.2 se 

presenta la evaluación de 

distintos aditivos para la 

formación de los 

niosomas  

El Pluronic F127 presentó 

los mejores resultados de 

PDI y potencial zeta  

 

Tipo de disolvente Éter etílico  El éter etílico es un 

disolvente de clase 3, lo 

que indica que tiene un 

bajo potencial tóxico.  

[112] 

Tipo de filtro  Poliéter-sulfona (PES) 

(Apartado 3.1.1.1.1) 

Al evaluar la interacción 

por espectroscopía UV-
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Visible, con filtros de 

diversos materiales se 

encontró que el PES no 

presentó interacciones 

fuertes con las 

casiopeínas.  

Tamaño de poro del 

filtro  

200 nm Una filtración con un 

tamaño de poro de 200 

nm, permite que las 

vesículas sean pequeñas 

unilamelares. Además, 

ayudó a la esterilización 

del producto.  

 

 

3.1.1.1.1 Análisis previos a la formación de los niosomas: Análisis espectroscópico y térmico  

 

Interacción de Casiopeínas con el filtro de PES: Con el objetivo de reducir el tamaño de partícula y 

esterilizar las dispersiones coloidales de los niosomas. Las formulaciones obtenidas fueron filtradas 

a través de un filtro de jeringa de 0.22 µm de Poliéstersulfona (PES). Sin embargo, debido a la 

naturaleza estructural de las Casiopeínas, fue necesario verificar que no existiera interacción entre 

los compuestos a encapsular y el filtro de PES, por lo que se evaluó una concentración conocida de 

Cas III-ia y Cas VIII-gly mediante espectrofotometría UV-Visible antes y después de su paso por el 

filtro. Se encontró que las bandas asociadas a este compuesto no presentaban cambios (Figura A1), 

empero, se observó una disminución en la absorbancia de la muestra. La diferencia en 

concentración de las Casiopeínas antes y después de la filtración se presentan en la Figura A2. De 

acuerdo con una t-student pareada la concentración de las Casiopeínas antes y posterior a la 

filtración fueron estadísticamente significativas, por lo que la diferencia en la concentración de la 

Casiopeína III-ia fue considerada para los cálculos de eficiencia de encapsulación y para el perfil de 

liberación. La retención de Casiopeína en el filtro podría estar asociado a interacciones débiles, 

debido a las cargas parcialmente negativas generadas por la sulfona y el carácter catiónico de los 

compuestos de coordinación.  
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Análisis espectroscópico: Mediante análisis espectroscópico se evaluó si existía interacciones 

fuertes entre la Casiopeína III-ia y la Casiopeína VIII-gly con los compuestos a utilizar para otorgar 

estabilidad a los niosomas, la interacción del span 60 y colesterol se evaluó previamente [106]. Al 

realizar los estudios espectroscópicos mediante UV-visible, se corroboró que la esfera de 

coordinación de las Casiopeínas no fue modificada por efecto de los excipientes (Figura A3 y A4), ya 

que no se observó un desplazamiento en la longitud de onda en las bandas observadas en la región 

visible, lo que indica que no hubo un cambio en la esfera de coordinación del cobre. No obstante, 

en la región UV se observó un desplazamiento batocrómico de 220 a 230 nm para la Cas III-ia cuando 

se encontraban interaccionando con la estearilamina y el monoestereato de PEG, que puede estar 

asociado a transiciones electrónicas π-π*, mientras que para la Cas VIII-gly no se observaron 

desplazamientos. El incremento o disminución de la absorbancia puede estar asociada a 

evaporación del disolvente. Los resultados obtenidos indican que no existe una interacción fuerte 

que pueda afectar la estructura química de las Casiopeínas.  

Análisis térmico: Con el análisis termogravimétrico se evaluó que las Casiopeínas no sufrieran 

degradación durante la formación de los niosomas. Lo anterior, considerando que la temperatura 

de transición de fases del Span 60 es a 60 °C. En la Figura A5 se puede observar que no existe algún 

pico de degradación a la temperatura evaluada (60 °C) para ninguno de los compuestos de 

coordinación, por lo que la temperatura de formación de los niosomas no causa una degradación 

térmica de las Casiopeínas. Los resultados anteriores permitieron encapsular las Casiopeínas en los 

sistemas niosomales.  

3.1.1.1.2 Análisis previos a la formación de los niosomas: Evaluación del estabilizante físico (aditivo).   

Se llevó a cabo la preparación de los sistemas niosomales (sin Casiopeínas) con el objetivo de 

encontrar el compuesto que otorgara una mejor estabilidad física a las vesículas. Los principales 

criterios evaluados fueron potencial zeta (mayor o igual a ± 30 mV) y tamaño de partícula. De 

acuerdo con los resultados obtenidos (Tabla 8), los niosomas preparados con el Pluronic F127 

presentaron tamaños de partículas entre 150 y 200 nm, el índice de polidispersidad (PDI) fue menor 

en comparación con los demás aditivos y el potencial zeta fue alrededor de -30 mV; por lo que el 

Pluronic fue el compuesto utilizado como aditivo para la formación de los niosomas durante el 

primer diseño experimental.  
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Tabla 8. PDI, potencial zeta y tamaño de partícula para los sistemas niosomales obtenidos con 

diversas moléculas.  El tamaño de partícula obtenido mediante dispersión dinámica de luz se 

encuentra en la Figura A6. 

Aditivo PDI Potencial zeta (mV) Tamaño de partícula (nm) 

Colato de sodio  0.517 ±0.082 -17.4 ± 2.19 495.3 ± 231.8 

 Esterealamina 0.518± 0.146 -12.5 ± 2.14 426 ± 264.6 

Monoestereato de 

Polietilenglicol  

0.313± 0.028 -13.9 ± 3.66 208.5 ± 46.39 

Pluronic F127 0.223± 0.036 -33.8 ± 1.98 179.8 ± 8.575 

Se ha reportado que el Pluronic F127 presenta bajos índices de polidispersidad en la formación de 

niosomas y la estabilidad física está dada por impedimento estérico por las cadenas de polióxido de 

etileno (PEO) y polióxido de propileno (PPO). Asimismo, se ha reportado que cuando se encuentra 

en forma de monómero puede inhibir el sistema retículo endotelial, lo que permite que permanezca 

más tiempo en circulación sanguínea [61]. Las cargas negativas en el potencial zeta están dadas por 

las cargas parcialmente negativas de las cadenas de PPO y PEO.  En la Figura 17 se presenta la 

propuesta de formación de los niosomas con Span60, colesterol y pluronic F127, con la 

encapsulación de Cas III-ia.  
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Figura 17. Propuesta de formación de los niosomas con Span 60 y colesterol, en presencia de 

pluronic F127.  

3.1.1.2 Matriz de riesgo  
Las principales variables que afectan la encapsulación de la Cas III-ia en los niosomas, fueron 

obtenidas mediante el diagrama de Ishikawa. Dichas variables fueron clasificadas, de manera 

cualitativa, en un impacto alto, medio o bajo, mediante una matriz de riesgo que vincula la 

probabilidad de ocurrencia y severidad del daño. Lo anterior, con el objetivo de identificar el 

impacto de los CMAs y CPPs sobre los CQAs. En las Tablas 9 y 10 se presentan las interrelaciones 

estimadas de los factores críticos seleccionados de CMAs y CPPs. Un riesgo alto no sería aceptable 

considerando seguridad y eficacia. El riesgo medio es aceptable, pero se requiere investigación, 

mientras que el riesgo bajo no requiere investigación extra [87]. La clasificación del impacto de cada 

factor se realizó con base en reportes previos que permitieron obtener conocimiento del desarrollo 

del espacio e identificar los factores de alto riesgo que pueden impactar la nanoformulación.  
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Tabla 9. Análisis de riesgo basado en atributos críticos del material   

 Fármaco 
Aditivo 

(Pluronic F127) 

Relación 

molar con 

colesterol 

Tensoactivo 

(Span 60) 
Disolvente Referencias 

CQAs       

Tamaño de 

partícula  
Alto Bajo Bajo Medio Alto 

[45–

47,49,51,55,57,67,99] 

Eficiencia de 

encapsulación 
Alto Alto Medio Alto Bajo 

[46,51,52,54,55,58,63,9

8,113] 

PDI Alto Bajo Bajo Medio Alto [67,114]. 

Potencial zeta  Medio Alto Bajo Medio Bajo 
 

[62,63,99,115] 

 

Tabla 10. Análisis de riesgo basado en parámetros críticos del proceso   

 Inyección Evaporación Filtración Referencias  

CQAs     

Tamaño de 

partícula 
Alto Bajo Alto [112,116–119] 

Eficiencia de 

encapsulación  
Medio Bajo Medio [116,118] 

PDI Alto Bajo Alto  

Potencial zeta  Medio Bajo Medio  

 

Tomando en cuenta la matriz de riesgo, se obtuvieron las variables a evaluar que presentan un 

mayor impacto sobre los CQAs. Se dividieron en dos categorías: 

•  Formulación: Concentración de Cas III-ia; concentración de S/C/P; concentración de 

pluronic F127.  
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• Método de producción: tiempo de evaporación del disolvente; velocidad de agitación 

durante la evaporación; temperatura de inyección; velocidad de inyección; velocidad de 

agitación durante la inyección y volumen de disolvente.  

3.1.2. Diseño experimental  
 

Los diseños experimentales se realizaron usando la Cas III-ia. Una vez que se definieron las variables 

principales con el análisis de riesgo, se llevaron a cabo los diseños experimentales con el objetivo de 

evaluar como las variables y su interacción afectan los CQAs. Un primer diseño, Plackett-Burman, 

fue realizado para el cribado de variables que permitió discernir aquellas variables que si tienen 

impacto sobre la formulación. Posteriormente, un diseño factorial y un diseño central compuesto 

se llevaron a cabo para modelar y optimizar la nanoformulación.  

3.1.2.1 Diseño Plackett-Burman  
 

El diseño Plackett-Burman se llevó a cabo con el objetivo de cribar y seleccionar las variables 

principales que afectan a los CQAs. Según los estudios de potencia y el tamaño de la muestra, para 

las nueve variables evaluadas fueron necesarias 15 corridas experimentales con tres puntos 

centrales y una réplica. Los experimentos se realizaron aplicando las condiciones experimentales 

específicas para cada corrida (Tabla 4) y los resultados se analizaron con el software Minitab 17. El 

diseño Plackett-Burman permite obtener diagramas de Pareto de efectos normalizados que ayuda 

a identificar las causas que tienen mayor efecto sobre los CQAs. Lo anterior, en conjunto con un 

análisis de varianza, permitió encontrar las variables que fueron estadísticamente significativas. 

Además, pruebas de normalidad y gráficas de residuos permitieron observar la normalidad de los 

datos y la bondad de ajuste (gráfica A7). Para los diagramas de Pareto (Figura 18), las variables se 

organizan mostrando primero aquellas con los efectos más altos y las variables por encima de la 

línea roja fueron estadísticamente significativas (p < 0.05), lo que se confirmó con el análisis de 

varianza. En este sentido, se encontró que las tres variables más frecuentes y estadísticamente 

significativa fueron la concentración de la Casiopeína III-ia, la concentración de S/C/P y la velocidad 

de inyección, las cuales tuvieron mayor impacto en la eficiencia de encapsulación, PDI, el tamaño 

de partícula y la carga superficial. Lo anterior, coincide con otros estudios, donde se ha visto que el 

tamaño de partícula y la eficiencia de encapsulación es altamente dependiente del peso molecular 

del fármaco a encapsular [65]. Además, cuando se evaluó tamoxifeno encapsulado en niosomas, se 
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observó que, al incrementar la concentración del fármaco el tamaño de partícula sufría cambios 

considerables [120]. En estudios realizados con liposomas, se ha observado que el tamaño de 

partícula, PDI y eficiencia de encapsulación son dependientes de la concentración de los fosfolípidos 

y estructura química de éstos [121].  

 

Figura 18. Diagrama de Pareto de efectos estandarizados (α=0.05) de tamaño de partícula, PDI, 

superficie de carga y eficiencia de encapsulación para el diseño Plackett-Burman. Donde A: tiempo 

de evaporación, B: velocidad de agitación durante la evaporación; C: Temperatura de inyección; D: 

Velocidad de inyección; E: velocidad de agitación durante la inyección; F: Volumen de disolvente; G: 

concentración del fármaco; H: Concentración de S/C/P; J: Concentración de Pluronic F127. 

Una vez que se obtuvieron las variables con mayor impacto sobre las CQAs, se llevó a cabo un diseño 

factorial para modelar de manera adecuada el comportamiento de los CQAs en función de las 

variables halladas. 
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3.1.2.2 Diseño Factorial  
Los tres principales efectos obtenidos a partir del diseño de Plackett-Burman, fueron evaluados en 

un diseño factorial de dos niveles con tres factores. Las variables que no fueron estadísticamente 

significativas o no tuvieron un mayor impacto en los CQAs evaluados fueron fijados en algún valor 

de acuerdo con la descripción de la Tabla 11. 

Tabla 11-. Condiciones para la formación de los niosomas durante el diseño factorial 23 

Evaporación Tiempo 60 minutos Tiempo estimado de evaporación del éter 

etílico.  

Velocidad de 

agitación   

50 rpm  Velocidades de agitación bajas requieren un 

bajo costo energético.  

Inyección Temperatura 50 °C Temperatura de transición de fases (Tc) del 

Span 60 es 60 °C. Sin embargo, se ha visto que 

el colesterol puede reducir la temperatura de 

transición de fases (Tc)  

[99].  

Velocidad de 

inyección   

40 mL/h  Chiraz y colaboradores reportaron que la 

velocidad de inyección no tiene un efecto 

significativo sobre el tamaño de las vesículas 

[107].                                                                                                                                                                             

Velocidad de 

agitación 

Variable   

Volumen del 

disolvente  

2.5 mL  Un pequeño volumen de disolvente podría 

causar partículas más grandes debido a una 

rápida evaporación. Un volumen más alto que 

4 mL podría causar más disolvente residual.  

Formulación Concentración 

de Cas III-ia   

Variable   

Concentración 

de S/C/P 

Variable   
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Concentración 

de Pluronic 

F127  

3 % Una concentración del aditivo de 2.5-5 % molar 

se recomienda. Si hay una mayor concentración 

podría inhibir la formación de los niosomas.  

[45].  

 

Con el uso de pruebas de potencia y tamaño de la muestra, veinte corridas experimentales fueron 

llevadas a cabo, dividido en cuatro bloques, con dos réplicas y un punto central en cada bloque, con 

una base de diseño de 3,8. De acuerdo con gráficas de normalidad y gráficas de residuos, los datos 

tienen un comportamiento normal (Figura A8). Para todos los casos (excepto para PDI), se observó 

un buen ajuste al modelo lineal obtenido mediante el diseño factorial; donde R2 fue 97.35 %, 75.15 

%, 97.77 % y 92.91 % para tamaño de partícula, PDI, EE y superficie de carga, respectivamente, lo 

que indica que el diseño puede modelar adecuadamente el comportamiento de las respuestas en 

función de las tres variables.  Las gráficas de cubo (Figura 19) fueron obtenidas a partir de diseño 

factorial, y muestra la relación entre los factores y las respuestas (PDI, carga superficial, eficiencia 

de encapsulación y tamaño de partícula).  

 

Figura 19. Gráfica de cubos obtenidas a partir del diseño factorial 23. Donde A) Tamaño de partícula; 

B) PDI; C) Potencial de carga y D) Eficiencia de encapsulación.  
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En la Figura 19 se puede observar que la concentración del fármaco presenta el mayor efecto en las 

respuestas evaluadas, siendo evidente que la concentración de Cas III-ia es directamente 

proporcional al tamaño de partícula y PDI e inversamente proporcional para la EE y la superficie de 

carga. Por su parte, la velocidad de agitación y la concentración de S/C/P no generan un cambio 

considerable en ninguno de los efectos evaluados. No obstante, mediante diagramas de Pareto 

(Figura A8) y análisis de varianza (Tabla 1, A2), se encontró que todas las variables y sus interacciones 

son estadísticamente significativas, por lo cual tienen que ser tomadas en cuenta durante la 

formulación optimizada. Se ha reportado que la concentración del tensoactivo es uno de los 

principales factores que influyen en el tamaño de partícula y la eficiencia de encapsulación [88,122]. 

Sin embargo, con los resultados obtenidos, se determinó que la mayor influencia la tiene el fármaco 

encapsulado. En este sentido, García y colaboradores [65] reportaron que el tamaño de partícula 

depende directamente del peso molecular del compuesto a ser nanoencapsulado.  

Se obtuvieron gráficas factoriales de medias ajustadas a partir del diseño factorial. Estas gráficas 

muestran la relación entre la respuesta con las variables individuales. En la Figura 20 se puede 

observar que las líneas paralelas al eje “x”, formadas por el nivel más bajo y el más alto (puntos de 

esquina), indican que la respuesta no cambia de acuerdo con los factores evaluados.  Por otro lado, 

si las líneas son perpendiculares al eje “x”, entonces la respuesta varía de acuerdo con los valores 

del factor evaluado. Para todas las respuestas evaluadas (PDI, EE, partícula de tamaño y superficial 

de carga), la concentración de Cas III-ia es perpendicular al eje x, lo que indica que es la variable con 

mayor efecto y confirma lo observado mediante los gráficos de cubo. Cuando la concentración de 

Cas III-ia aumenta, la eficiencia de encapsulación disminuye y el tamaño de partícula aumenta al 

igual que el PDI, donde, aunque existe un aumento, la variación se encuentra en un rango de 0.24 a 

0.31, lo que nos habla de sistemas homogéneos. Además, se observa que cuando la concentración 

de Cas III-ia aumenta, la carga superficial tiende a valores más cercanos al cero, probablemente 

debido a que la Casiopeína se concentra en la superficie del niosoma, lo que se discutirá más 

adelante. Además, se observó que, para la carga superficial y eficiencia de encapsulación, es mínimo 

el efecto que causan la concentración de S/C/P y la velocidad de agitación. A partir de las gráficas 

factoriales de medias ajustadas, es posible observar si el sistema presenta curvatura y por lo tanto 

podría ser ajustado a un modelo cuadrático. En las mismas gráficas (Figura 20) se pueden observar 

puntos rojos que representan los puntos centrales que permite observar la presencia de la curvatura 

de los datos; si los puntos centrales se encuentran alejados de las líneas de los puntos de esquina, 

entonces los datos tienen curvatura y podrían tener un mejor ajuste al modelo cuadrático que 
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puede ser obtenido a través de un diseño central compuesto (CCD, por sus siglas en inglés). De 

acuerdo con las gráficas, para las respuestas de tamaño de partícula, eficiencia de encapsulación y 

superficie de carga, un ajuste a un modelo cuadrático podría significar un mejor modelado de los 

datos. Lo anterior fue confirmado mediante el análisis de varianza, donde la curvatura fue 

estadísticamente significativa.  

 

Figura 20. Gráfica de efectos principales para tamaño de partícula, PDI, superficie de carga y EE.  

La gráfica de interacciones para tamaño de partícula (Figura 21), permite observar cómo es la 

influencia de la interacción de dos variables sobre una respuesta. Si las líneas de los niveles más altos 

y más bajos de una de las variables son paralelas, entonces no existe interacción entre los factores. 

Cuanto menos paralelas sean estas líneas, mayor será la interacción entre las variables. En la gráfica 

de la Figura 21 se puede observar que cuando la concentración de Cas III-ia es 60 µM no existe una 

variación en el tamaño de partícula, aun cuando la concentración de S/C/P aumenta de 200 a 1000 

µM. Sin embargo, cuando la concentración de Cas III-ia es de 200 µM, si la concentración de S/C/P 

aumenta a 1000 µM el tamaño de partícula aumenta. Este efecto también es observado cuando se 

evalúa la interacción de la concentración de Cas III-ia con la velocidad de agitación durante la 
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inyección. Lo anterior indica una interacción entre las variables. En las gráficas se puede observar que 

cuando se evalúa la concentración de Cas III-ia con alguna variable, las líneas tienen a ser 

perpendiculares. Mediante el diagrama de Pareto (Figura A8) se observó que la interacciones entre 

los efectos principales fueron estadísticamente significativas, lo que fue confirmado con los análisis 

ANOVA. Las gráficas de interacción para eficiencia de encapsulación, PDI y carga superficial, son 

presentadas en la Figura A9.  

 

Figura 21. Gráfica de interacción del cambio del tamaño de partícula en función de la interacción de 

dos variables.  

Como se mencionó con anterioridad, mediante el análisis de varianza y las gráficas de efectos 

principales se observó que el sistema presenta curvatura, por lo que su modelado podría ser más 

adecuado mediante ecuaciones cuadráticas. Lo anterior se puede obtener mediante un diseño central 

compuesto a través de la extensión del diseño factorial, al cual se agregan puntos axiales con el 

propósito de obtener gráficas de superficie de respuesta, que nos permitan observar de manera 

adecuada el comportamiento de las respuestas en función de la interacción de las variables. Además, 
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permite el ajuste al modelo cuadrático con las variables lineales, interacción entre variables y 

términos cuadráticos de variables continuas.  

3.1.2.2 Diseño Central compuesto 
 

Para llevar a cabo el diseño central compuesto, ocho corridas experimentales (dos puntos centrales y 

seis puntos axiales) fueron agregadas al diseño factorial previamente realizado (Tabla 6). Lo que 

permitió optimizar la respuesta para un mejor ajuste y un mayor entendimiento, con el mapeo de la 

región de una superficie de respuesta y seleccionando la configuración óptima para cada factor. Los 

puntos axiales agregados permitieron estimar la curva en términos de primer y segundo orden. Las 

20 corridas experimentales realizadas previamente (a partir del diseño factorial) y las ocho nuevas 

corridas experimentales (del diseño central compuesto) fueron llevadas a cabo y analizadas con el 

programa Minitab (Tabla 6). A partir de gráfica de residuos y curvas de normalidad, se observó que el 

diseño fue realizado de manera adecuada (Figura A11). En la gráfica de superficie de respuesta (Figura 

22) se observan las interacciones entre las variables. Para todos los casos, el aumento de la 

concentración de Cas III-ia implica un cambio significativo en las respuestas. Por ejemplo, para la 

eficiencia de encapsulación se observa que cuando la concentración de la Cas III-ia aumenta, la EE 

disminuye, independientemente de la variable con la cual se encuentra interaccionando. Lo anterior 

también puede observarse a partir de gráficas de contorno (Figura A10).  
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Figura 22. Gráfica de superficie de respuesta para tamaño de partícula, PDI, superficie de carga y 

eficiencia de encapsulación.  
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Todas las variables tuvieron un impacto significativo en tamaño de partícula, pero no todos tuvieron 

influencia en otras respuestas, de acuerdo con los resultados obtenidos con el ANOVA (Tabla 2, A2). 

Lo anterior indica que la concentración del fármaco es el factor clave en el diseño de los niosomas, 

tal como se observó en el diseño factorial. Se observó un buen ajuste estadístico, lo que indica que 

el modelo es apropiado para modelar el comportamiento de los CQAs, cuando se encapsula la Cas 

III-ia en los sistemas niosomales. Pruebas de normalidad y gráficas de residuos indican que el diseño 

se llevó a cabo de manera adecuada. Las ecuaciones de regresión de unidades no codificadas para 

todas las respuestas son presentadas en la Tabla 12.  

Tabla 12. Ecuaciones de regresión de unidades no codificados obtenidas a través del diseño central 

compuesto, donde: A: Concentración S/C/P, B: Concentración de Cas III-ia y C: velocidad de 

agitación.  

Ecuaciones de regresión R2 

Tamaño de partícula = 57.3 + 0.1578*A +1.868*B - 0.581*C - 0.000130*A2   -0.00441*B2 

+ 0.00723*C2 + 0.0 00952*A*B - 0.00066*A*C -0.00748*B*C 

95.13 % 

PDI = 0.1720 + 0.000082*A + 0.0011*B + 0.00011*C -0.000002*B2 + 0.00002*C2 + 

0.000001*A*B - 0.000001*A*C - 0.000004*B*C 

66.59 % 

Superficie de carga= - 455 0.0263*A + 0.931*B + 0.925*C + 0.000043*A2 -0.00093*B2 - 

0.00437*C2 + 0.000156*A*B + 0.000062*A*C -0.00129*B*C 

76.87 % 

EE = 46.75-0.0060*A - 0.2448*B -0.101*C + 0.000012*A2 + 0.000643*B2 + 0.000402*C2 - 

0.000103*A*B + 0.000065*A*C -0.000054*B*C 

88.79 % 

 

Con el diseño central compuesto, se obtienen gráficas de contorno superpuesta, en el cual 

visualmente se pueden identificar las variables factibles para múltiples respuestas. Es decir, se 

pueden observar las configuraciones de las variables, con lo que se pueden obtener los CQAs 

deseables. Para esto, se especifica un límite inferior y superior para cada respuesta con respecto a 

dos variables continuas, mientras que las demás variables se mantienen en una configuración 

específica. Para la formulación de Casiopeínas en los niosomas, los CQAs más importantes fueron 

tamaño de partícula y eficiencia de encapsulación. Se ha reportado que tamaños de partícula entre 

100 y 200 nm muestran una adecuada fenestración a través del torrente sanguíneo[36,38]. Por otro 

lado, una máxima eficiencia de encapsulación permite que el fármaco tenga una menor interacción 

con las proteínas de la sangre, así como un mayor tiempo en circulación sanguínea. En este sentido, 
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los límites inferiores y superiores se establecen de acuerdo con los CQAs previamente establecidos. 

En la Figura 23, se puede observar la gráfica de contorno superpuesta para eficiencia de 

encapsulación y tamaño de partícula, donde se estableció un límite inferior y superior de 100 y 150 

nm respectivamente para tamaño de partícula, mientras que para la eficiencia de encapsulación se 

estableció 35 % como límite inferior y 45 % como límite superior (dado el espacio de diseño 

estudiado). La velocidad de agitación durante la inyección se fijó en 170 rpm debido a que se 

observó que era la variable con menor efecto sobre la nanoformulación. El área blanca de la gráfica 

es la región factible formada por las dos variables continuas, donde a condiciones dadas de 

concentración de S/C/P y concentración de Cas III-ia, pueden obtenerse tamaños de partícula de 

100 o 150 nm y eficiencias de encapsulación de 35 a 45 %.  

 

Figura 23.- Gráfica de contorno superpuesta para variables múltiples (EE y tamaño de partícula), en 

función de la concentración de Cas III-ia y la concentración S/C/P.  
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Los diseños experimentales indican que la concentración del fármaco es el factor principal en el 

diseño de los niosomas. La concentración S/C/P y la velocidad de agitación durante la inyección tiene 

un bajo impacto en el tamaño de partícula y eficiencia de encapsulación, sin embargo, deben ser 

considerados para la formulación de Cas III-ia en niosomas. Con las ecuaciones obtenidas (Tabla 12) 

se encontraron las condiciones de operación para obtener un tamaño de partícula de 150 nm y una 

máxima eficiencia de encapsulación.  

3.2. Formulación optimizada de niosomas con Cas III-ia 
El comportamiento de los CQAs fue modelado en función de las tres variables (concentración S/C/P, 

concentración de Cas III-ia y velocidad de agitación durante la inyección) a partir de ecuaciones 

cuadráticas obtenidas mediante el diseño central compuesto. Las ecuaciones cuadráticas ayudaron 

a describir el efecto principal individual y la interacción de las variables en las respuestas (CQAs). A 

partir del análisis de variancia, gráficas de residuos y gráficas de normalidad se determinó que las 

ecuaciones cuadráticas obtenidas son adecuadas para la predicción y optimización de la 

nanoformulación (Figura A11). Basado en los resultados anteriores, una gráfica de optimización 

(Figura 24) obtenida a partir del software Minitab 17 fue usada para identificar la mejor combinación 

de las variables que en conjunto permiten obtener los valores requeridos de CQAs (partícula de 

tamaño de 150 nm y máxima eficiencia de encapsulación).  



67 
 

 

Respuesta  Ajuste  DE Ajuste 95 % IC 95 % IP 

EE 40.44 3.87   (32.14, 48.73) (28.35, 52.52) 

Tamaño  150.0 19.1   (109.0, 191.0)   (90.2, 209.8) 

Figura 24. Gráfica de optimización para las respuestas de los principales CQAs, con las variables de 

entrada en algún valor para obtener las condiciones de CQAs necesarias.   

La validación de la metodología aplicada de QBD fue confirmada por la selección de las condiciones 

operacionales para preparar una formulación optimizada de los niosomas con Cas III-ia (Tabla 13). 

Además, con las ecuaciones obtenidas se pueden predecir otras formulaciones dentro del espacio 

del diseño. 

Tabla 13. Condiciones óptimas de preparación de la nanoformulación de niosomas con Cas III-ia 

optimizada.  

Condiciones de las variables Valor de CQAs 

697 µM de concentración de S/C/P  

32 µM de concentración de CasIII-ia 

170 rpm de velocidad de agitación 

Máxima EE (40%)  

Tamaño de partícula 150 nm 
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La Tabla 14 muestra los resultados (valores predichos y observados) obtenidos a partir de las 

condiciones experimentales de optimización para un tamaño de partícula de 150 nm y una eficiencia 

de encapsulación máxima (40 %). Los resultados mostraron que los valores experimentales son 

similares a los predichos. Resultados de pruebas repetibles y reproducibles han sido reportados para 

sistemas nanoacarreadores en los que se han aplicado herramientas de QbD [72,123,124].  

Tabla 14. Tamaño de partícula, EE, potencial zeta y PDI de la nanoformulación optimizada de 

niosomas con y sin Cas III-ia (n = 3). 

 

Para el tamaño de partícula, los valores predichos y experimentales fue de 150 nm (Figura A12). Sin 

embargo, como se observó, el tamaño de partícula incrementa cuando los niosomas no contenían 

Cas III-ia (215 nm); este efecto observado es lo contrario a lo comúnmente reportado para 

compuestos hidrofílicos nanoencapsulados. Usualmente, se ha observado que cuando se 

encapsulan fármacos hidrofílicos el tamaño de partícula incrementa [125]. El decremento en el 

tamaño de partícula con la presencia de Cas III-ia podría estar dada por la presencia de enlaces de 

hidrógeno de la interacción entre los compuestos de cobre y las cabezas hidrofílicas del Span60 y 

las cadenas del Pluronic F127; sin embargo, esta hipótesis deberá ser confirmada por otros estudios. 

Además, las moléculas de Cas III-ia podrían estar formando interacciones intermoleculares, 

conduciendo a decremento en el tamaño de partícula. Se ha observado que la encapsulación de Cas 

III-ia en nanopartículas de quitosano presenta el mismo comportamiento, con una eficiencia de 

encapsulación del 6 % [43]. En este trabajo, la eficiencia de encapsulación obtenida fue del 40 % y 

puede estar dada por el impedimento estérico generado por las cadenas del pluronic F127 ya que, 

probablemente, las moléculas de Cas III-ia están compitiendo con las cadenas del polímero y están 

 
Tamaño de partícula (nm) EE (%) Potencial 

zeta (mV) 
PDI 

Observada Predicha Observada Predicha 

Niosomas con 

CasIII-ia 
150.4 ± 4.66 150 ± 19.10 39.89 ± 4.99 40.44 ± 3.87 −13.8 ± 1.25 0.234 ± 0.01 

Niosomas con 

mezcla de Cas 

III-ia/Cas VIII-gly 

167. 3 ± 4.99 --- --- ---- -13.3 ± 4.22 0.24 ± 0.05 

Blanco de 

niosomas  
215 ± 1.92 - - - −23.4 ± 1.95 0.231 ± 0.01 
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formando interacciones débiles con ellas. Lo anterior podría explicar el potencial zeta obtenido de -

13.8 mV comparada con el potencial zeta de -23.4 mV del niosoma sin Cas III-ia. Por lo tanto, se 

propone que Cas III-ia podría estar en la superficie de las vesículas, lo que podría disminuir el 

potencial zeta. Algunos métodos computacionales como DFT o dinámica de partículas disipativas 

podrían ayudar a confirmar la hipótesis de la interacción entre las moléculas de la Cas III-ia y los 

compuestos que forman el niosoma; por el momento, estos estudios quedan como perspectiva para 

este trabajo. Cuando la mezcla de Cas III-ia/Cas VIII-gly fue incorporada a los niosomas, se observó 

que el tamaño de partícula fue aproximadamente de 160 nm, por lo que no existe una modificación 

sustancial en el tamaño de partícula, por efecto de la mezcla de Cas III-ia/Cas VIII-gly. 

Además, se llevó a cabo un estudio cuantitativo de la interacción de la Cas III-ia con los niosomas 

(Figura 25), en el que, se varío la concentración de la Casiopeína y la concentración del niosoma se 

fijó en 660 µM. Se asume que la Casiopeína III-ia puede estar encapsulada con o sin interacciones 

con la membrana del niosoma y se puede encontrar Casiopeína III-ia no encapsulada con y sin 

interacciones con el niosoma. El análisis de datos se llevó a cabo de acuerdo con lo descrito por Hao 

y Li [51]. Con los estudios anteriores, se calculó la constante de equilibrio y se encontró que el 20 % 

de la concentración total de la Casiopeína III-ia podría estar interaccionando con la membrana 

niosomal, lo que explicaría la disminución en el potencial zeta cuando la Casiopeína es incorporada 

a los niosomas. Se propone que el cobre de la Casiopeína, al tener dos sitios vacantes de manera 

apical, podría estar interaccionando, mediante interacciones débiles, con los grupos      -OH de las 

cabezas hidrófilas del Span 60 y los -OH del polióxido de etileno del Pluronic F127. Como se 

mencionó, los grupos -OH pueden estar proporcionando una carga parcialmente negativa a la 

partícula, la cual se ve disminuida por efecto del carácter catiónico de la Cas III-ia.  
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Figura 25. Posible interacción de la Casiopeína III-ia con los niosomas. Cálculo de la constante de 

equilibrio a partir del método propuesto por Hao y colaboradores [51].  

Con el objetivo de conocer el comportamiento de la interacción de la Casiopeína III-ia con los 

niosomas, mediante la cuantificación por espectrofotometría UV-Visible, se calculó la constante de 

asociación de la Cas III-ia con la membrana niosomal. Para esto, se obtuvo la diferencia de 

absorbancia de la Cas III-ia (9 x 10-5 M) en presencia de diferentes concentraciones de niosomas (2 

x 10-3 - 3.6 x 10-5 M) en un medio acuoso a 294 nm (Figura 26). Se determinó que la constante de 

asociación de la Cas III-ia es inversamente proporcional a la concentración del niosoma. Lo que 

sugiere que a una mayor concentración de la Cas III-ia, la interacción con la membrana niosomal 

será menor, lo que podría explicar la eficiencia de encapsulación del 40 %. Este fenómeno podría 

estar asociado al Pluronic F127, ya que al ser altamente dependiente de la concentración podría 

ocasionar la baja interacción de las vesículas con la Casiopeína III-ia. Es decir, una mayor 

concentración del Pluronic, podría indicar una menor encapsulación, ya que como se puede 

observar en los diagramas de Pareto del diseño factorial, la concentración del Pluronic F127 fue 

estadísticamente significativa para la encapsulación de la Casiopeína. Lo anterior explica la 

diferencia en la eficiencia de encapsulación del niosoma sin pluronic (75 %), previamente reportado 

en comparación con el 40 % de encapsulación encontrado en este estudio. Pese a lo anterior, el 
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Pluronic ha resultado ser un buen candidato para su uso como aditivo, de acuerdo con los estudios 

de estabilidad física (apartado 3.3.4).   

 

Figura 26. Cálculo de la constante de equilibrio. Diferencia de absorbancia de la Casiopeína III-ia 

(9x10-5 M) sin y con niosomas a diferentes concentraciones (2x10-2– 3.6x10-5 M) en agua a 294 nm. 

3.3.- Caracterización de la nanoformulación optimizada  
 

3.3.1.- Microscopía electrónica  
 

La formulación optimizada fue obtenida y caracterizada, mediante microscopía electrónica (TEM y 

STEM), donde se observaron sistemas esféricos característicos de sistemas vesiculares  [126]. La Cas 

III-ia en la parte acuosa de la vesícula es observado a través de las imágenes de STEM (Figura 27a). 

Se puede observar en las micrografías obtenidas en ambas técnicas (STEM y TEM) la presencia del 

compuesto dentro (TEM) y en la periferia (STEM) de la vesícula que se observa dentro de las áreas 

más claras dado el contraste generado por los átomos de cobre. La presencia de cobre fue 

confirmada mediante espectroscopía de energía disipativa (EDS) (Figura 27 c). En las micrografías 

obtenidas mediante TEM (Figura 27b) las regiones más brillantes observadas en las vesículas indican 

que el acetato de uranilo (tinción negativa) se encuentra inmerso en el centro del niosoma, 
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demostrando que la vesiculación se llevó a cabo. Además, se observaron tamaños de partícula de 

alrededor de 150 nm, lo que concuerda con los resultados obtenidos a partir de dispersión dinámica 

de luz (Figura A12). Los resultados mostraron que el espesor de la membrana formado por 

Span60/colesterol/pluronic F127 es alrededor de 50 nm; la formación de esta bicapa también ha 

sido observada en otros trabajos  [127]. El tamaño del espesor probablemente está asociado a la 

inclusión de monómeros de pluronic F127 en la membrana niosomal, ya que se ha observado que 

este copolímero tiene la capacidad de formar vesículas [128].  Lo anterior podría ser corroborado 

mediante estudios de interacción de la membrana, tal como el estudio realizado por Ritwiset y 

colaboradores [129]. Además, se observó la formación de micelas del pluronic F127 (Figura A13), ya 

que su concentración micelar crítica se encuentra por debajo de la concentración a la cual se utilizó 

para la formación de los niosomas, obteniéndose micelas alrededor de 6 nm. Lo anterior debe ser 

tomado en cuenta dado que las micelas pueden sufrir fenestración a órganos como pulmones [38]. 

No obstante, en las pruebas in vivo, no se observó una toxicidad inherente a los sistemas vesiculares. 

La formación de las micelas, además de las vesículas, cuando se utilizó Span 60, colesterol y pluronic, 

también fue observado por Roy y colaboradores [130].  
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(a) (b) 

  

 c)  

 

Figura 27. Imágenes de (a) STEM, (b) TEM y c) EDS de la nanoformulación optimizada de niosomas 

con Cas III-ia y mezcla sinérgica de Cas III-ia/Cas VIII-gly. 
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3.3.2.- Análisis térmico  
 

A partir de la nanoformulación optimizada, análisis térmicos de DCS y TGA fueron llevados a cabo 

para los niosomas con y sin Casiopeína III-ia y VIII-gly, así como para las Casiopeínas sin encapsular 

(Figura 28). En el termograma de DSC se puede observar un pequeño pico endotérmico para Cas III-

ia alrededor de 85 °C dada la deshidratación de Cas III-ia. Lo anterior fue confirmado mediante TGA, 

donde se observa la derivada del peso perdido correspondiente a la pérdida de dos moléculas de 

agua del compuesto. La curva de DCS de niosomas sin Cas III-ia muestra un amplio pico endotérmico 

a 42 °C, dados los cambios conformacionales y la subsecuente pérdida de cristalinidad de las 

moléculas de span 60, colesterol y pluronic F127 durante la vesiculación [131,132]. La incorporación 

de Cas III-ia dentro de los niosomas produjo un desplazamiento en el pico de transición de 47 °C. 

Dicho incremento puede estar asociado con la existencia de Cas III-ia dentro del niosoma que podría 

estar cambiando la conformación de la vesícula. El pico endotérmico en el niosoma a 105 °C está 

asociado con la incorporación del pluronic dentro de la membrana niosomal. Lo anterior soporta la 

hipótesis que las moléculas de Cas III-ia se encuentran interactuando con la membrana del niosoma. 

Un pico exotérmico a 241 °C fue observado mediante DSC para la Cas III-ia libre, que corresponde al 

pico de degradación del ligante del acetilacetonato de la Cas III-ia, tal como fue reportado por 

Miranda [133]. Lo anterior fue confirmado mediante TGA a través de la pérdida de peso del 

compuesto. Cuando se evaluaron los niosomas con Cas III-ia no se observó el pico a 241 °C ni en DSC 

ni en TGA. Este comportamiento fue también observado cuando la Cas III-ia fue encapsulada en 

quitosano y se atribuyó a la incorporación de Cas III-ia dentro de la vesícula [133]. Además, se 

observó la degradación de los niosomas a 380 °C en TGA. En la Figura A14, se pueden observar los 

termogramas para los niosomas con las mezclas de Cas III-ia/Cas VIII-gly donde se encontró el mismo 

comportamiento que con la Cas III-ia.  
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(a)  

 

(b) 

  

Figure 28. Termogramas de (a) DSC y (b) TGA de Cas III-ia, de niosomas con y sin Cas III-ia. 
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3.3.3.- Estudios espectroscópicos de FTIR  
 

Los espectros de FTIR (Figura 29) muestran las bandas características de bipiridina y acetilacetonato 

de Cas III-ia a 1616 cm-1, que corresponde a vibraciones de la banda C=N de la bipridina; a 1525 cm-

1 vibraciones C=C; a 1587 cm-1, vibraciones correspondiente al grupo carbonil del acetiacetonato. 

Por otro lado, en el espectro de los niosomas vibraciones de estiramiento del enlace O-H cm-1 

(Span60 y Pluronic F127) son observadas a 3430 cm-1. Bandas a 2920-2850 cm-1 son atribuidas a 

estiramientos vibracionales de C-H de grupos alifáticos saturados (Span 60 y Pluronic) y la banda a 

1731 cm-1 a estiramientos del grupo funcional de éster alifático correspondiente a Span60. La banda 

a 1384 cm-1 corresponde al ion nitrato; esta banda aparece en ambos espectros (Cas III-ia y niosoma 

con Cas III-ia), mientras que las bandas características de Cas III-ia no son observadas en el espectro 

del niosoma con Cas III-ia, excepto el ion nitrato, lo que podría indicar la encapsulación del 

compuesto. Lo anterior concuerda con los resultados obtenidos en los termogramas de TGA y DSC. 

Sin embargo, a través de FTIR-ART (Figura A15), se observó que las bandas características de C=N 

en diiminas en la Cas III-ia se encuentran presentes después de la encapsulación del compuesto, 

indicando la posible presencia del compuesto en la membrana del niosoma, lo que podría explicar 

el decremento en el potencial zeta cuando la Cas III-ia es incorporada en las vesículas. Mediante 

estudios de FTIR, Miranda encontró que la Cas III-ia incorporada en nanopartículas de quitosano, no 

mostraba las bandas características de la Cas III-ia, lo que sugiere que el compuesto de cobre se 

encuentra incorporada a las nanopartículas de quitosano [133]. Cuando la Cas VIII-gly fue 

incorporada en los sistemas niosomales, se observó el mismo comportamiento en el espectro de 

FTIR, tal como se puede apreciar en la Figura A16.  
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Figura 29. Espectros de FTIR de Cas III-ia (línea roja), blanco de niosoma (línea azul) y niosoma con 

Cas III-ia (línea negra).   

3.3.4.- Estudios de estabilidad acelerada en in vitro   
 

Se realizaron estudios de estabilidad acelerada (40 °C Y 75 % de humedad relativa con n= 3, de 

acuerdo con la NOM-073-SSA1-2015) para los niosomas con y sin Cas III-ia y mezcla de Cas III-ia/Cas 

VIII-gly. La estabilidad física de las muestras fue evaluada para el tamaño de partícula, potencial zeta 

e índice de polidispersidad (Figura 30). De acuerdo con los resultados, después de tres meses, para 

los niosomas, niosomas con Cas III-ia y niosomas con Cas III-ia/Cas VIII-gly, se observó un 

decremento en el tamaño de partícula, potencial zeta y PDI para los niosomas con Cas III-ia, y un 

decremento en el tamaño de partícula y potencial zeta para los niosomas con mezcla de Cas III-

ia/Cas VIII-gly. El decremento en el tamaño de partícula fue estadísticamente significativo sólo para 

niosomas/Cas III-ia y la disminución en potencial zeta fue estadísticamente significativo sólo para 

niosomas/Cas III-ia-Cas VIII-gly.  
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Figura 30. Estudios de estabilidad acelerada (40 °C y 75 % de humedad relativa) para Cas III-ia en 

niosomas, mezcla de Cas III-ia/Cas VIII-gly en niosomas y blanco de niosomas para la formulación 

optimizada. Las barras marcadas con asterisco fueron estadísticamente significativas (t-student no 

pareada).  

El decremento en el potencial zeta y tamaño de partícula pueden estar asociado al pluronic F127 

dado que éste es un copolímero que es dependiente de la temperatura. Un aumento de la 

temperatura a 40 °C podría causar la deshidratación de bloque hidrofóbico de polióxido de 

propileno (PPO), originando que las cadenas de polímero se acerquen. Lo anterior provoca que el 

tamaño de partícula y el potencial zeta disminuya en el niosoma con Casiopeínas y el blanco de 

niosoma. Además, el descenso en el potencial zeta en los niosomas con Casiopeínas puede ser 

atribuido a que se llega a un equilibrio entre las moléculas de Cas III-ia y la membrana del niosoma. 

Se ha observado cambios en el valor del potencial zeta para niosomas con Pluronic L64, cuando hay 

una variación de la temperatura [134].  

Aunque se observó un decremento estadísticamente significativo en el tamaño de partícula, esta se 

encuentra aún en un rango de 100 a 150 nm, por lo que es candidato para su uso en la 

administración intravenosa [135]. Pese al decremento del potencial zeta, el decremento en el 

tamaño de partícula y el PDI indican que no hay coalescencia de las nanopartículas dado el 

impedimento estérico causado por las cadenas largas de polióxido de propileno y las cadenas de 

polióxido de etileno del pluronic F127, que indica que los niosomas con Cas III-ia tienen estabilidad 

física, al menos por tres meses a condiciones aceleradas. Estos resultados concuerdan con lo 

reportado por otros autores, donde los niosomas han mostrado ser estables por al menos 90 días 
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[110,136]. Al realizar estudios de la estabilidad a 4 °C (Figura A17), se observó de manera general, 

un aumento en el tamaño de partícula, una disminución del potencial zeta y un aumento del PDI 

para todas las formulaciones, siendo estadísticamente significativo únicamente para el niosoma con 

Cas III-ia. Este mismo comportamiento fue reportado por Varaporn y colaboradores, con niosomas 

que contenían dicetilfosfato o estearilamina como molécula estabilizante [71]. El aumento del 

tamaño de partícula a 4 °C, en contraste con la disminución del tamaño de partícula a condiciones 

aceleradas, podría estar dado por la relajación de las cadenas del PPO y del PEO del copolímero, 

inducido por la temperatura menor de almacenamiento (4 °C), donde las cadenas de PEO y PPO se 

encuentran hidratadas y son relativamente solubles en el agua [137], induciendo una posible 

interacción entre las cadenas poliméricas del copolímero, provocando de este modo una mayor 

polidispersidad, aumento de tamaño de partícula y una disminución del potencial zeta.   

3.3.5.- Estudios de liberación in vitro 
El perfil de liberación de Cas III-ia (Figura 31) a través de los niosomas, tuvo un comportamiento 

bifásico con una rápida liberación (efecto burst (explosión)) en las primeras horas, seguido de una 

liberación más lenta hasta las 33 horas por lo que se obtuvo una liberación modificada.  

 

Figure 31. Perfil de liberación del fármaco nanoencapsulado (línea azul) y perfil de liberación Cas III-

ia libre (línea roja) (n=3).  
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Las interacciones intermoleculares, la encapsulación del fármaco y el fármaco no encapsulado 

tienen influencia en la liberación modificada del fármaco y el efecto burts. Considerando el 40 % de 

encapsulación obtenido, el efecto burst es causado por la Cas III-ia no encapsulada (alrededor del 

60 %) que pasa rápidamente a través de la bolsa de diálisis. Posteriormente, se observa una 

liberación más lenta que podría estar asociado con la Cas III-ia no encapsulada que se encuentra 

formando interacciones débiles con la membrana del niosoma. La liberación más prolongada es 

consecuencia de la Cas III-ia encapsulada. Por otra parte, como se observa en la línea roja, el 90 % 

de la Cas III-ia no encapsulada (sin formulación con niosoma, usada como control) difundió de la 

bolsa de diálisis en la primera hora del estudio, lo que indica que la celulosa regenerada (de la bolsa 

de diálisis) no interfiere en el paso de la membrana. La liberación modificada de la Cas III-ia a través 

de los niosomas es característica de los sistemas vesiculares, tales como liposomas y niosomas 

[126,138].   

Al evaluar el perfil de liberación de la Cas III-ia de los niosomas, los datos fueron ajustados a una 

cinética de orden cero, de primer orden, al modelo de Higuchi y al modelo de Korsmeyer-Peppas 

(Figura 32). Los resultados indicaron que el mejor ajuste fue obtenido con el modelo de Korsmeyer-

Peppas, lo que significa que la liberación está gobernada principalmente por mecanismo de difusión 

de Fick. Lo anterior también ha sido reportado para fármacos encapsulados en niosomas y 

liposomas [68,139].  
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Figura 32. Ajuste realizado de los datos de liberación de la Cas III-ia a partir de los niosomas, a 

diversos modelos cinéticos.  

3.3.6.- Ensayos de citotoxicidad  
 

Ensayos in vitro fueron llevados a cabo en una línea celular de cáncer triple negativo (MDA-MB-231). 

La Cas III-ia, mezcla de Cas III-ia/Cas VIII-gly, Cas III-ia encapsulada, mezcla de Cas III-ia/VIII-gly 

encapsuladas y el blanco de niosoma fueron evaluadas a diferentes concentraciones a 24 y 48 horas 

de incubación después del tratamiento, usando el método de sulforrodamina B [108]. La Figura 33 

muestra un decremento en la actividad de la Cas III-ia y la mezcla de Cas III-ia/Cas VIII-gly cuando se 

encuentra encapsulado comparado co las Casiopeínas que no están encapsuladas, lo anterior es 

observado tanto a las 24 como a las 48 h de incubación. Por otra parte, los niosomas sin Casiopeínas 

no mostraron actividad a las concentraciones y tiempos evaluados.  
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Figura 33. Ensayos de citotoxicidad en la línea celular MDA-MB-231 tratadas con Cas III-ia, mezcla 

de Cas III-ia/VIII-gly encapsuladas, no encapsuladas y el blanco de niosomas a diferentes 

concentraciones a 24 y 48 h de incubación.  

El incremento con respecto al tiempo de la actividad in vitro de la Cas III-ia encapsulada puede estar 

relacionado con el tiempo que tarda el fármaco en liberarse de los sistemas niosomales, de acuerdo 

con lo observado en los estudios de liberación. Como resultado, una actividad mejorada es 

observada para la Casiopeína III-ia y mezcla de Cas III-ia/Cas VIII-gly encapsuladas a las 48 horas de 

realizar el estudio, con respecto a las 24 horas de evaluación. Shaker y colaboradores [55] mostraron 

que el efecto citotóxico en células MCF-7 (cáncer de mama) de tamoxifeno cargados en niosomas 

es afectado por el tiempo de liberación del fármaco de los sistemas niosomales. La no actividad en 

la línea tumoral MDA-MB-231 de los niosomas mostrado en ensayos in vitro es consistente con lo 

observado en los ensayos in vivo. Estos resultados coinciden con lo reportador por Agarwal y 

colaboradores [140] quienes demostraron que los niosomas tienen una baja actividad en líneas 

celulares de cáncer y en líneas celulares sanas. Por otro lado, Haroun y colaboradores [67] 

observaron una toxicidad más baja (en cáncer de mama) en niosomas funcionalizados con PEG 

cargados con brucina (alcaloide natural) en comparación con brucina libre. Ellos atribuyeron este 

comportamiento al efecto de retención y permeación mejorada, que puede incrementar la 

posibilidad de los niosomas de llegar al sitio de acción. Además, la funcionalización con PEG provee 
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un mayor tiempo de circulación de los niosomas [67]. El mismo comportamiento ha sido observado 

con nanopartículas que contienen Pluronic F127 en la formulación.  

3.3.6.- Ensayos in vivo  
 

Se realizaron estudios in vivo en ratones hembra BALB/c trasplantados con células (4t1) de un 

modelo de cáncer de mama. El estudio se realizó con el objetivo de encontrar el efecto de la 

Casiopeína III-ia y la Casiopeína III-ia encapsulada. El cis-Pt fue utilizado como fármaco control. De 

acuerdo con los resultados obtenidos, tanto el cis-Pt como la Cas III-ia libre y la Cas III-ia 

encapsulada, disminuyeron la velocidad de crecimiento del tumor (Figura 34a), siendo los tres 

grupos estadísticamente significativos con respecto al grupo control. La disminución del volumen 

tumoral, con los tratamientos aplicados, fue confirmada con el peso del tumor (Figura 34b) que fue 

determinado al finalizar el tratamiento.   

(a) (b) 

S
in
 T

ra
ta

m
ie
nt

o

so
lu
ci
ón

 d
e 

gl
uc

os
a 

5 
%

N
io
so

m
as

C
as

 II
I-i

a

N
io
/C

as
 II

Iia

C
is
-P

t

0

10

20

30

T
G

S

*
*

*

S
in
 tr

at
am

ie
nt

o 

S
ol
uc

ió
n 

de
 g

lu
co

sa
 5

 %
 

N
io
so

m
as

C
as

 II
I-i

a

N
io
/c
as

 II
Iia

C
is
-P

t

0.0

0.3

0.6

0.9

1.2

P
e

s
o

 d
e

l 
tu

m
o

r 
(g

)

*
* *

 

Figura 34. (a) Velocidad de crecimiento tumoral (TGS, por sus siglas en inglés) que fue calculado a 

partir del tamaño de tumor basado en la diferencia entre el día 21 y el día 1. b) Peso del tumor 

primario para cada grupo con tratamiento. Los grupos marcados con asterisco fueron 

estadísticamente significativos (t-student no pareada). 

 Además, el peso del ratón fue evaluado al inicio y final del tratamiento, donde se observó que sólo 

los grupos tratados con los niosomas con Cas III-ia y blanco de niosomas recuperaron su peso 

posterior al tratamiento. La recuperación del peso de los ratones del grupo tratado con la Cas III-ia 
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encapsulada fue estadísticamente significativo con respecto al grupo tratado con Cas III-ia libre 

(Figura 35a), lo que indica una menor toxicidad cuando la Casiopeína se encuentra encapsulada. Lo 

anterior fue evaluado usando el porcentaje de peso perdido como un indicativo de la toxicidad 

(Figura 35b), que fue calculado de la siguiente manera: [[peso al día 21/peso al día 0]-1] x 100. Se 

encontró que únicamente el niosomas fue estadísticamente significativo (t-student no pareada) con 

respecto al grupo control. A pesar de que los niosomas con Cas III-ia no fueron estadísticamente 

significativos, este grupo mostró una tendencia a causar una menor toxicidad en comparación con 

la Casiopeína III-ia libre. Además, aunque los tres tratamientos (cis-Pt, Cas III-ia libre y Cas III-ia 

encapsulada) mostraron una actividad similar en la disminución del tumor, es necesario considerar 

la frecuencia de administración de los compuestos, donde para el cis-Pt se administró cuatro dosis, 

una cada siete días en comparación con la Cas III-ia no encapsulada y la Cas III-ia encapsulada, cuya 

administración fue seis dosis, una cada cuatro días, lo cual indica que se tiene una mayor toxicidad 

del cis-Pt. 
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Figura 35. (a) Peso inicial y final de los ratones BALB/C antes, durante y después del tratamiento. b) 

La toxicidad fue medida con el porcentaje de peso perdido del ratón, que fue un indicativo de 

toxicidad. Grupos marcados con asterisco fueron estadísticamente significativo (t-student no 

pareada).  

Al evaluar el efecto antimetastásico (Figura A18), se encontró que tanto la Casiopeínas III-ia 

encapsulada, no encapsulada y el cis-Pt, presentan una reducción, estadísticamente significativo, en 



85 
 

el número de macrometástasis, en pulmón y corazón, en comparación con el grupo control. Aunque 

el grupo de niosomas sin Casiopeínas no presentó una reducción estadísticamente significativa, se 

puede observar una disminución del número de macrometástasis. Además, de acuerdo con datos 

obtenidos a partir del cálculo del crecimiento tumoral (Tabla 3, A2), el blanco de niosomas presenta 

una menor velocidad de crecimiento con respecto al grupo sin tratamiento y el grupo con solución 

de glucosa. De acuerdo con los resultados obtenidos, se plantea que se puede administrar una dosis 

mayor de Casiopeína nanoencapsulada, lo cual podría causar un mayor efecto sobre el crecimiento 

tumoral, efecto antimetastásico y una menor toxicidad.  
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IV Conclusiones 
Se utilizó QbD para el desarrollo y optimización de una nueva nanoformulación de niosoma con Cas 

III-ia y niosoma con la mezcla sinérgica de Cas III-ia/Cas VIII-gly con potencial aplicación en el 

tratamiento de cáncer mediante una administración intravenosa. 

 Para cumplir el objetivo anterior, en una primera etapa, se definió el QTPP y se utilizó como guía 

para el desarrollo farmacéutico. El diagrama de Ishikawa y el análisis RRMA se realizaron a partir de 

la selección de materiales y métodos para la formación de niosomas, y los CQAs, CPPs, CMAs y 

diseños experimentales se definieron basados en las normas ICH de QbD para la predicción y 

optimización de una formulación. 

De acuerdo con un primer diseño experimental (Plackett-Burman, cribado de variables), se encontró 

que las principales variables a considerar son la concentración del fármaco, la concentración del 

niosoma y la velocidad de agitación durante la inyección. Estas variables se evaluaron en un diseño 

factorial 23, en el cual se observó el impacto de las variables sobre los CQAs, resultando ser la 

concentración de Cas III-ia, el parámetro con mayor impacto en los CQAs principales, y se observó 

que las interacciones entre las variables resultaron ser significativas. Sin embargo, se observó, 

mediante una curvatura en el diseño, que se tendría un mejor ajuste a un diseño central compuesto.  

Lo anterior, permitió optimizar las condiciones necesarias para obtener los valores deseados de las 

CQAs principales (tamaño de partícula y eficiencia de encapsulación). Las condiciones operativas 

fueron 697 µM de S/C/P, 32 µM de Cas III-ia y una velocidad de 170 rpm. El tamaño de partícula y 

la eficiencia de encapsulación obtenidos se predijeron, según los gráficos de optimización, en 150 

nm y 40%, respectivamente, resultando formulaciones repetibles y reproducibles.  

 Se realizaron estudios termogravimétricos (TGA y DSC) y espectroscópicos (FTIR) para confirmar la 

incorporación del compuesto en el sistema. Los estudios de microscopía mostraron que los 

niosomas son esferas con tamaños homogéneos. Los niosomas con y sin Cas III-ia son físicamente 

estables durante al menos 3 meses en condiciones aceleradas.  

Se observó una liberación modificada bifásica gobernada por difusión de la Cas III-ia de los niosomas, 

lo anterior, coincide con los resultados obtenidos en la línea celular MDA-MB-231, mostrando una 

mayor actividad de Cas III-ia encapsulado a las 48 h de estudio. 
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En los estudios in vivo, además, se observó que el Cas III-ia encapsulada muestra una menor 

toxicidad respecto al cis-Pt y la Cas III-ia no encapsulada. La reducción de la toxicidad podría permitir 

la administración de una dosis mayor para mejorar la eficacia.  

Este trabajo abre una ventana de oportunidad para la formulación de compuestos de coordinación 

en niosomas utilizando herramientas de calidad que permitan su optimización. Las condiciones 

óptimas obtenidas mediante QbD podrían mejorar el proceso de escalamiento.  
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APÉNDICE 1  

 

Figura A1. Espectro de la región Ultravioleta con concentración de 20 ppm en disolución acuosa de 

la a) Casiopeína IIIi-a y b) Cas VIII-gly 

 

Figura A2. Cuantificación de Casiopeína III-ia y Casiopeína VIIIgly, cuando es son pasadas a través de 

un filtro de PES. Cuantificación mediante espectrofotometría UV n= 3 réplicas con 3 repeticiones.  
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Figura A3. Espectro UV de la Casiopeína III-ia y Casiopeína VIII-gly (90 µM), mezcla de Casiopeína III-

ia/aditivo (90 µM/20 µM) y mezcla de casiopeína VIII-gly/aditivo (90 µM/20 µM) en una mezcla de 

diclorometano:metanol (1:1).  

 

Figura A4. Espectro Visible de la casiopeína III-ia y casiopeína VIII-gly (3 mM), mezcla de Casiopeína 

III-ia/aditivo (3.6 mM/0.6 mM) y mezcla de casiopeína VIII-gly/aditivo (3.6 mM/0.6 mM) en una 

mezcla de diclorometano:metanol (1:1).  
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Figura A5. Gráfica de la velocidad de cambio de la masa con respecto a la temperatura para la 

Casiopeínas III-ia y VIIIgly, con una rapidez de calentamiento de 10 °C/minuto bajo atmósfera de 

nitrógeno. 
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Figura A6. Dispersión dinámica de luz para el tamaño de partícula con diferentes aditivos. 

Concentración total 400 µM de Span60:colesterol (1:1, relación molar). El aditivo se utilizó al 5 % de 

la concentración molar total. 
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Figura A7. Curvas de normalidad y de residuos de efectos estandarizados para tamaño de partícula, 

PDI, carga superficial y eficiencia de encapsulación para el diseño Plackett-Burman.   
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Figure A8. Diagramas de Pareto, curvas de normalidad y gráficas residuos de efectos estandarizados 

(α = 0.05) para el diseño factorial 23. Donde, A) tamaño de partícula, B) PDI, C) Carga superficial y D) 

Eficiencia de encapsulación. Donde A: concentración de S/C/P; B: Concentración de Cas III-ia; C: 

Velocidad de agitación durante la inyección.   
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Figura A9. Gráfica de interacción del cambio de eficiencia de encapsulación, carga superficial y PDI, 

en función de la interacción de dos variables. 
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Figura A10.  Gráfica de contorno del comportamiento de las respuestas (EE, carga superficial, PDI y 

tamaño de partícula) en función de dos variables con un valor fijo para una variable.  
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Figure A11. Curvas de normalidad y gráficas de residuos de efectos estandarizados (α = 0.05) del 

diseño central compuesto, para tamaño de partícula, superficie de carga, eficiencia de 

encapsulación y PDI para el diseño central compuesto.  

 

Figura A12. Gráfica obtenida por dispersión Dinámica de Luz (DLS) de tamaño de partícula en 

intensidad para la nanoformulación optimizada.  
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Figura A13. Formación de micelas a partir del pluronic F127. Calculadas con Image J.   
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Figure A14. Termogramas de (a) DSC y (b) TGA de CasIII-VIII-gly, de niosomas con y sin Cas VIII-gly. 
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Figura A15. Espectros de FTIR-ATR de Cas III-ia (línea roja), blanco de niosoma (línea azul) y niosoma 

con Cas III-ia (línea negra).   

 

Figura A16. Espectros de FTIR de Cas VIII-gly (línea roja), blanco de niosoma (línea azul) y niosoma 

con Cas VIII-gly (línea negra).   
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Figura A17. Estudios de estabilidad acelerada a 4 °C para Cas III-ia en niosomas, mezcla de Cas III-

ia/Cas VIII-gly en niosomas y blanco de niosomas para la formulación optimizada. Las barras 

marcadas con asterisco fueron estadísticamente significativas (t-student no pareada).  
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Figura A18. Gráfica del número de macrometástasis en pulmón y corazón (las barras de error 

representan el error estándar). A partir de pruebas de t-student se encontró que la Casiopeína III-

ia, Niosomas/Cas III-ia y el Cis-pt fueron estadísticamente significativa con respecto al grupo sin 

tratamiento. (La prueba t-student se llevó a cabo con el error estándar). 
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APENDICE 2:  
A2. Tabla 1. Resultados de ANOVA de unidades codificadas, del diseño factorial 23, para tamaño de 

partícula, índice de polidispersidad, superficie de carga y eficiencia de encapsulación, para niosomas 

con Cas III-ia.  

Tamaño de partícula  

Source                                         DF  Adj SS   Adj MS  F-Value  P-

value 

Model                                          11   81643   7422.1    26.70   

0.000 

  Blocks                                        3    3940   1313.2     4.72   

0.035  

  Linear                                        3   46919  15639.6    56.25   

0.000 

    S/C/P concentration                         1   11157  11156.6    40.13   

0.000 

    CasIIIia concentration                      1   22658  22657.8    81.49   

0.000 

    speed rate                                  1   13105  13104.5    47.13   

0.000 

  2-Way Interactions                            3   25116   8372.0    30.11   

0.000 

    S/C/P concentration*CasIIIia concentration  1   11358  11358.2    40.85   

0.000 

    S/C/P concentration*speed rate              1    2790   2790.5    10.04   

0.013 

    CasIIIia concentration*speed rate           1   10967  10967.3    39.45   

0.000 

  3-Way Interactions                            1    1370   1370.3     4.93   

0.057 

S/C/P conc*CasIIIia conc*speed rate             1     370   1370.3     4.93   

0.057 

  Curvature                                     1    1926   1925.7     6.93   

0.030 

Error                                           8    2224    278.0 

Total                                           19   83867 

 

Índice de polidispersidad  

Source                                          DF    Adj SS    Adj MS  F-Value  

P-Value 

Model                                           11  0.058120  0.005284     2.20  

0.136 

  Blocks                                         3  0.013236  0.004412     1.84  

0.219 

  Linear                                         3  0.025421  0.008474     3.53  

0.068 

    S/C/P concentration                          1  0.001936  0.001936     0.81  

0.396 

    CasIIIia concentration                       1  0.017556  0.017556     7.31  

0.027 

    speed rate                                   1  0.005929  0.005929     2.47  

0.155 

  2-Way Interactions                             3  0.011606  0.003869     1.61  

0.262 
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    S/C/P concentration*CasIIIia concentration   1  0.005256  0.005256     2.19  

0.177 

    S/C/P concentration*speed rate               1  0.002809  0.002809     1.17  

0.311 

    CasIIIia concentration*speed rate            1  0.003540  0.003540     1.47  

0.259 

  3-Way Interactions                             1  0.000174  0.000174     0.07  

0.795 

    S/C/P conc*CasIIIia conc*speed rate          1  0.000174  0.000174     0.07  

0.795 

  Curvature                                      1  0.000024  0.000024     0.01  

0.923 

Error                                            8  0.019221  0.002403 

Total                                            19  0.077341 

 

Carga superficial  

Source                                           DF   Adj SS   Adj MS  F-Value P-

Value 

Model                                            11  24330.0   2211.8     9.52  

0.002 

  Blocks                                          3   3320.2   1106.7     4.77  

0.034 

  Linear                                          3  19722.5   6574.2    28.31  

0.000 

    S/C/P concentration                           1     56.2     56.2     0.24  

0.636 

    CasIIIia concentration                        1  19182.2  19182.2    82.60  

0.000 

    speed rate                                    1    484.0    484.0     2.08  

0.187 

  2-Way Interactions                              3    655.3    218.4     0.94  

0.465 

    S/C/P concentration*CasIIIia concentration    1    306.3    306.3     1.32  

0.284 

    S/C/P concentration*speed rate                1     25.0     25.0     0.11  

0.751 

    CasIIIia concentration*speed rate             1    324.0    324.0     1.40  

0.271 

  3-Way Interactions                              1    135.2    135.2     0.58  

0.467 

    S/C/P conc*CasIIIia conc*speed rate           1    135.2    135.2     0.58  

0.467 

  Curvature                                       1    616.1    616.1     2.65  

0.142 

Error                                             8   1857.8    232.2 

Total                                             19  26187.8 

 

 

Eficiencia de encapsulación  

Source                                            DF   Adj SS   Adj MS   F-Value  

P-Value 

Model                                              11  2247.72   204.34    31.85   

0.000 

  Blocks                                            3    61.37    20.46     3.19   

0.084 
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  Linear                                            3  1865.63   621.88    96.92   

0.000 

    S/C/P concentration                             1     2.39     2.39     0.37   

0.558 

    CasIIIia concentration                          1  1792.89  1792.89   279.42   

0.000 

    speed rate                                      1    70.35    70.35    10.96   

0.011 

  2-Way Interactions                                3   159.92    53.31     8.31   

0.008 

    S/C/P concentration*CasIIIia concentration      1   131.96   131.96    20.57   

0.002 

    S/C/P concentration*speed rate                  1    27.38    27.38     4.27   

0.073 

    CasIIIia concentration*speed rate               1     0.57     0.57     0.09   

0.773 

  3-Way Interactions                                1    24.63    24.63     3.84   

0.086 

    S/C/P conc*CasIIIia conc*speed rate             1    24.63    24.63     3.84   

0.086 

  Curvature                                         1   158.85   158.85    24.76   

0.086 

Error                                               8    51.33     6.42 

Total                                               19   

A2. Tabla 2. Resultados de ANOVA de unidades codificadas para tamaño de partícula, PDI, carga 

superficial y eficiencia de encapsulación para niosomas con Cas III-ia para del diseño central 

compuesto.  

Tamaño de partícula  

Source                                       DF   Adj SS   Adj MS  F-

Value  P-Value 

Model                                        13  90559.8   6966.1    

16.97    0.000 

  Blocks                                      4   7195.5   1798.9     

4.38    0.017 

  Linear                                      3  52286.4  17428.8    

42.46    0.000 

    S/C/P Concentration                       1  11127.1  11127.1    

27.11    0.000 

    Cas III-ia concentration                  1  28858.8  28858.8    

70.31    0.000 

    Speed rate                                1  12300.5  12300.5    

29.97    0.000 

  Square                                      3   4020.0   1340.0     

3.26    0.053 

    S/C/P Concentration*S/C/P Concentration   1   1565.2   1565.2     

3.81    0.071 

    Cas III-ia conc*Cas III-ia conc           1   1748.3   1748.3     

4.26    0.058 

    Speed rate*Speed rate                     1     11.7     11.7     

0.03    0.869 

  2-Way Interaction                           3  25116.0   8372.0    

20.40    0.000 
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    S/C/P Conc*Cas III-ia conc                1  11358.2  11358.2    

27.67    0.000 

    S/C/P Concentration*Speed rate            1   2790.5   2790.5     

6.80    0.021 

    Cas III-ia concentration*Speed rate       1  10967.3  10967.3    

26.72    0.000 

Error                                         14   5746.2    410.4 

  Lack-of-Fit                                 13   5746.1    442.0  

2455.58    0.016 

  Pure Error                                   1      0.2      0.2 

Total                                         27  96306.0 

 

Índice de polidispersidad  

Source                                        DF    Adj SS    Adj MS  F-

Value  P-Value 

Model                                         13  0.071747  0.005519     

2.49  0.052 

  Blocks                                       4  0.020899  0.005225     

2.35  0.104 

  Linear                                       3  0.032435  0.010812     

4.87  0.016 

    S/C/P Concentration                        1  0.001058  0.001058     

0.48  0.501 

    Cas III-ia concentration                   1  0.019185  0.019185     

8.64  0.011 

    Speed rate                                 1  0.012191  0.012191     

5.49  0.034 

  Square                                       3  0.006659  0.002220     

1.00  0.422 

    S/C/P Concentration*S/C/P Concentration    1  0.002082  0.002082     

0.94  0.349 

    Cas III-ia conc*Cas III-ia conc            1  0.002293  0.002293     

1.03  0.327 

    Speed rate*Speed rate                      1  0.002848  0.002848     

1.28  0.276 

  2-Way Interaction                            3  0.011605  0.003868     

1.74  0.204 

    S/C/P Concentration*Cas III-ia conc        1  0.005256  0.005256     

2.37  0.146 

    S/C/P Concentration*Speed rate             1  0.002809  0.002809     

1.27  0.280 

    Cas III-ia concentration*Speed rate        1  0.003540  0.003540     

1.59  0.227 

Error                                          14 0.031079  0.002220 

  Lack-of-Fit                                  13 0.028487  0.002191     

0.85 0.703 

  Pure Error                                    1 0.002592  0.002592 

Total                                          27 0.102827 

 

Carga superficial   

Source                                         DF   Adj SS   Adj MS  F-

Value  P-Value 
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Model                                          13  27345.9   2103.5     

6.20    0.001 

  Blocks                                        4   3213.8    803.4     

2.37    0.103 

  Linear                                        3  22268.8   7422.9    

21.89    0.000 

    S/C/P Concentration                         1    434.2    434.2     

1.28    0.277 

    Cas III-ia concentration                    1  21340.6  21340.6    

62.93    0.000 

    Speed rate                                  1    494.0    494.0     

1.46    0.247 

  Square                                        3   1220.8    406.9     

1.20    0.346 

    S/C/P Concentration*S/C/P Concentration     1      2.0      2.0     

0.01    0.940 

    Cas III-ia conc*Cas III-ia conc             1   1045.0   1045.0     

3.08    0.101 

    Speed rate*Speed rate                       1    294.8    294.8     

0.87    0.367 

  2-Way Interaction                             3    655.3    218.4     

0.64    0.599 

    S/C/P Concentration*Cas III-ia conc         1    306.3    306.3     

0.90    0.358 

    S/C/P Concentration*Speed rate              1     25.0     25.0     

0.07    0.790 

    Cas III-ia concentration*Speed rate         1    324.0    324.0     

0.96    0.345 

Error                                           14   4747.5    339.1 

  Lack-of-Fit                                   13   4567.0    351.3     

1.95    0.514 

  Pure Error                                    1    180.5    180.5 

Total                                           27  32093.4 

 

Eficiencia de encapsulación  

Source                                         DF   Adj SS   Adj MS  F-

Value  P-Value 

Model                                          13  2443.16   187.94    

11.19    0.000 

  Blocks                                       4   100.97    25.24     

1.50    0.255 

  Linear                                       3  2058.72   686.24    

40.84    0.000 

    S/C/P Concentration                        1     5.20     5.20     

0.31    0.587 

    Cas III-ia concentration                   1  2036.00  2036.00   

121.17    0.000 

    Speed rate                                 1    17.52    17.52     

1.04    0.325 

  Square                                       3   169.24    56.41     

3.36    0.049 

    S/C/P Concentration*S/C/P Concentration    1    39.30    39.30     

2.34    0.148 
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    Cas III-ia conc*Cas III-ia conc            1   100.08   100.08     

5.96    0.029 

    Speed rate*Speed rate                      1     1.09     1.09     

0.06    0.803 

  2-Way Interaction                            3   159.92    53.31     

3.17    0.057 

    S/C/P Conc*Cas III-ia conc                 1   131.96   131.96     

7.85    0.014 

    S/C/P Concentration*Speed rate             1    27.38    27.38     

1.63    0.223 

    Cas III-ia concentration*Speed rate        1     0.57     0.57     

0.03    0.856 

Error                                          14   235.23    16.80 

  Lack-of-Fit                                  13   230.49    17.73     

3.74    0.386 

  Pure Error                                   1     4.74     4.74 

Total                                          27  2678.39 

 

A2. Tabla 3. Actividad antitumoral y cambios en el peso de las ratonas implantadas con cáncer de 

mama 4t1, después del tratamiento con Cas III-ia, Niosomas/Cas III-ia y Cis-pt. 

Grupo  Dosis 
(mg/Kg) 

RTV VTC TGI 
(%) 

BWC VIT 

Sin 
tratamiento 

 474.28±61.81 19.73±3.33 0 -13.02±4.15  

Solución de 
glucosa 5 % 

 3287.26±2796.80 20.45±3.99 -593  -10.29±1.57 108.21±18.44 

Niosomas  1.5 mg/Kg 1,780.61±1,048.72 17.25±3.67 -275 -2.27±4.22 89.78±11.77 

Cas III-ia  6 mg/kg 396.18±32.41 9.46±0.72 16.46 -9.66±2.47 34.57±5.48 

Nio/Cas III-
ia  

6 mg/Kg 368.18±113.07 10.14±2.05 22.37 -6.61±3.60 36.81±7.83 

Cis-Pt 4 mg/kg 270.77±196.22 7.51±2.39 42.90 
 

-12.63±4.27 38.92±8.63 

Los valores calculados fueron realizados con base en la bibliografía. RTV: Volumen relativo del 

tumor; TGI: Coeficiente de Inhibición del crecimiento del tumor al día 21 [141]; BWC: Cambio del 

peso corporal [141]; VTC: Velocidad de crecimiento tumoral; VTI: Velocidad inhibición del tumor 

[142].  
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