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INTRODUCCIÓN 

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

afectar a cualquier parte del organismo. Según el Instituto Nacional de Estadística y 

Geografía (INEGI) el cáncer causó cerca de ocho millones de defunciones a nivel mundial en 

el 2012, lo que lo convierte en la principal causa de muerte. Los tratamientos comúnmente 

utilizados para esta enfermedad son la cirugía, radioterapia o quimioterapia, los dos 

primeros usados cuando el tratamiento es local, mientras que cuando el cáncer se ha 

expandido invadiendo tejidos adyacentes la cirugía y radioterapia son usadas en 

combinación con la quimioterapia. Esta última hace referencia al uso de compuestos 

citotóxicos que dada su naturaleza pueden producir diversos efectos adversos así como 

resistencia celular a múltiples fármacos; por lo que resulta de importancia encontrar nuevos 

compuestos para el uso contra el cáncer. Entre los fármacos más utilizados en la clínica se 

encuentra el cis-platino dada su alta efectividad; sin embargo, produce severos efectos como 

ototoxicidad, nefrotoxicidad, y anormalidad visual. Es por lo anterior que han surgido nuevas 

alternativas utilizando compuestos de coordinación con metales esenciales como son las 

Casiopeínas®, las cuales han mostrado actividad biológica en líneas tumorales siendo 

citotásticas, citotóxicas y genotóxicas. La Casiopeína III-ia es uno de los compuestos que 

destacan entre este grupo, la cual fue aprobada por COFEPRIS para entrar en fase clínica I. 

Este compuesto ha mostrado actividad en líneas tumorales de mama, cervicouterino y colon; 

no obstante, en pruebas farmacocinéticas preclínicas ha mostrado baja biodisponiblidad. 

Entre las alternativas propuestas para mejorar la biodisponibilidad de los fármacos se 

encuentran los sistemas de liberación modificada, donde dependiendo de la aplicación y la 

vía de administración, se busca mantener el principio activo por más tiempo en circulación 

sanguínea, de esta forma también se puede reducir la frecuencia de dosificación y con ello 

los efectos adversos. Los nanoacarreadores son sistemas de liberación modificada que son 

ampliamente estudiados para transportar fármacos que son usados para el tratamiento del 

cáncer, algunos de éstos sistemas pueden ser encontrados en la clínica, entre los que 

destacan los liposomas, ya que presentan ventajas como encapsulación de fármacos hidro- y 
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liposolubles y se ha visto, mejoran la biodisponibilidad. Sin embargo, presentan desventajas 

como cortos tiempos de almacenamiento y altos costo; dada esta situación, surgen 

alternativas análogas a los liposomas como son los niosomas, los cuales son vesículas 

formadas por tensoactivos no iónicos y presentan ventajas, como la reducción en costo, son 

químicamente estables y los tensoactivos no requieren condiciones especiales. Expuesto lo 

anterior, en este trabajo se presenta la nanoencapsulación de la Casiopeína III-ia en un 

sistema nanoacarreador. Considerando las características farmacológicas, farmacocinéticas y 

la solubilidad en agua del compuesto, se utilizó un sistema niosomal para su 

nanoencapsulación, utilizando Span60 como tensoactivo y un aditivo (Colesterol). La 

formación de los niosomas fue realizada por el método de formación de la película delgada y 

el método de inyección del éter, en ambos casos se varió la concentración de 

Span60/Colesterol usado (relación molar 1:1). Los sistemas obtenidos fueron caracterizados 

por diversas técnicas y se evaluó el perfil de liberación del compuesto, así como su actividad 

biológica in vitro.   
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I. ANTECEDENTES  

De acuerdo con el INEGI, las enfermedades cardiovasculares y respiratorias crónicas junto 

con la diabetes y el cáncer son causales del 63 % de las muertes a nivel mundial; lo que 

representa aproximadamente 38 millones de defunciones al año. De la cifra anterior, el 

cáncer es responsable de cerca de ocho millones, lo que lo convierte en la principal causa de 

muerte [1].  

 1.1 Cáncer  

Según la Organización Mundial de la Salud (OMS), el cáncer es un proceso de crecimiento y 

diseminación incontrolados de células y puede aparecer prácticamente en cualquier parte 

del cuerpo. El cáncer es un término usado para un extenso grupo de enfermedades que 

afectan a diferentes partes del organismo, y se produce a partir de la mutación genética que 

controla el ciclo celular; lo anterior, originado principalmente por el daño o mutación de 

proto-oncogenes que codifican para proteínas implicadas en la inducción de la proliferación 

y diferenciación celular; esta mutación contribuye a la malignización de la estirpe celular 

convirtiéndolos en oncogenes. El crecimiento ilimitado y autosuficiente de éstas células es 

responsable de la mayor característica del cáncer, cuando una masa de células cancerosas es 

producida se llama tumor y un crecimiento incontrolado de un tumor resulta en la invasión 

de tejidos adyacentes y metástasis [2–4].  

El perfil oncológico de la Organización Mundial de la Salud publicado en 2014, mostró que 

para México, se tuvo un total de 71,900 muertos por cáncer, siendo el 47 % de los casos en 

hombres y el 53 % en mujeres. La incidencia de esta enfermedad por género es presentado 

en la figura 1, donde se observa que el tipo de cáncer con mayor ocurrencia en hombres es 

el de próstata, mientras que en mujeres es el cáncer de mama.  



4 
 

 

Figura 1. Incidencia de cáncer en México por género.  

Para el tratamiento de esta patología se usan diversos tratamientos como son la cirugía, 

radioterapia y la quimioterapia, siendo las dos primeras las más usadas cuando se requiere 

un tratamiento local, sin embargo, pueden causar daño a tejidos circundantes y son 

ineficientes cuando el cáncer se ha esparcido por el organismo. Por su parte, la 

quimioterapia, se refiere al uso fármacos citotóxicos principalmente por vía sistémica. Estas 

tres formas de tratamiento pueden ser usados solas o en combinación, dependiendo del 

tumor a atacar [3–5].  

1.2 Quimioterapia 

La quimioterapia envuelve un amplio tipo de compuestos citotóxicos, citostáticos y 

antineoplásicos. El propósito de este tratamiento es prevenir que las células cancerígenas se 

multipliquen, invadan, produzcan metástasis y la muerte del paciente. En una idealidad se 

busca que estos fármacos curen o desaparezcan el cáncer; no obstante, dependiendo del 

estado de la enfermedad, si no es posible curar, el objetivo se vuelve controlar el 

padecimiento, disminuir los tumores cancerosos y parar el crecimiento celular y la 

metástasis [6,7]. 

Los compuestos quimioterapéuticos pueden ser divididos dentro de varios grupos basados 

en factores como su mecanismo de acción, su relación con otros fármacos y su estructura 
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química. Algunos de los compuestos más utilizados son doxorrubicin, 5-fluoracil, paclitaxel y 

cis-platino. Éstos fármacos y otros agentes quimioterapéuticos también presentan efectos 

tóxicos en las células normales lo que puede provocar diversos cambios en el organismo, 

como hipersensibilidad y resistencia celular a múltiples fármacos (MDR, por sus siglas en 

inglés) [7,8].  

Como se mencionó con anterioridad, el cis-platino es de los fármacos más usados dada su 

alta efectividad; pese a esto, presenta severos efectos adversos donde la dosis más alta 

causa toxicidad sistemática incluyendo problemas gastrointestinales, ototoxicidad, 

nefrotoxicidad y anormalidad visual [3]. Es por lo anterior la importancia de buscar nuevas 

moléculas para su uso en el tratamiento contra el cáncer; donde se busca seleccionar un 

compuesto efectivo que además pueda tener selectividad en las células cancerígenas y así 

minimizar los efectos tóxicos en el paciente. Tomando como base la estructura química del 

cis-platino, se han sintetizado diversos compuestos de coordinación usando metales 

esenciales para uso como agentes quimioterapéuticos. En México, las Casiopeínas® han 

surgido como una alternativa usando cobre, dada su presencia en el organismo.  

1.3 Casiopeínas®  

Las Casiopeínas® son compuestos de coordinación, quelatos mixtos, con cobre como centro 

metálico y diiminas aromáticas (bipiridina o fenantrolinas) como ligante primario, y 

donadores de oxígeno (acetilacetonato, salilcilaldehídato) o aminoácidatos como ligantes 

secundarios (figura 2).  
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Figura 2. Estructura general de las Casiopeínas®  

Estos compuestos fueron sintetizados por el grupo de investigación de la Dra. Lena Ruiz 

Azuara, de la Facultad de Química de la Universidad Nacional Autónoma de México. Se trata 

de más de cien compuestos, los cuales son clasificados de acuerdo al cuadro 1. 

            Cuadro 1. Clasificación de las Casiopeínas® por grupos. 

Grupo  Fórmula general 

Casiopeína I [Cu(4,7-difenil-1,10-fenantrolina)(N-O)] NO3 

Casiopeína II [Cu(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)(N-O)] NO3 

Casiopeína IIIa [Cu(N-N)(acetilacetonato)] NO3 

Casiopeína IIIs [Cu(N-N)(salicilaldehidato)] NO3 

Casiopeína IV [Cu(4,4´-dimetil-2,2´-bipiridina)(N-O)] NO3 

Casiopeína V [Cu(5-R-1,10-fenantrolina)(N-O)] NO3 

Casiopeína VI [Cu(5,6-dimetil-1,10-fenantrolina)(N-O)] NO3 

Casiopeína VII [Cu(1,10-fenantrolina)(N-O)] NO3 

Casiopeína VIII [Cu(3,4,7,8-tetrametil-1,10-fenantrolina)(N-O)] NO3 

Casiopeína IX [Cu(2,2´-bipiridina)(N-O)] NO3 

Casiopeína X [Cu(N-N)(péptidos)] NO3 
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Todas las Casiopeínas sintetizadas presentan diversas variaciones, lo que les confiere 

diferentes propiedades electroquímicas, lipofílicas y estructurales, que mediante estudios de 

estructura-reactividad se ha comprobado, algunas presentan una mayor actividad biológica 

en líneas celulares de cáncer siendo citotásticas, citotóxicas y genotóxicas [9]. Entre este 

grupo destacan la Casiopeína II-gly y la Casiopeína III-ia, siendo ésta última ya aprobada en 

México para entrar en fase clínica I.  

1.4 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. En condiciones 

ambientales es soluble en agua, metanol y suero dextrosado 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 del masa del 1.18 % con respecto al 100 %, a una temperatura de 60 °C, que 

corresponde a las dos moléculas de agua, así como dos pérdidas más de masa, una a 220 °C 

y otra a 440 °C. 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 complejos catiónicos con una molécula de nitrato como contra 

ión [10,11].   

Cu
+

NN

O O

NO
3
-

 

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

De acuerdo con la difracción de rayos X (figura 4) obtenido por Alonso en 2013, la Casiopeína 

III-ia cristaliza en un sistema triciclíco en donde el ión Cu (II) se encuentra en una geometría 

+ 
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de pirámide de base cuadrada ligeramente distorsionada. La base de la pirámide está 

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

O1 y O2 del acetilacetonato, mientras que la posición apical está ocupada por un átomo de 

oxígeno de una molécula del contra ión NO3
  [12].  

Figura 4. Estructura molecular del compuesto de la Casiopeína III-ia [12].  

Las propiedades fisicoquímicas de la molécula son presentadas en el cuadro 2.  

           Cuadro 2. Propiedades fisicoquímicas de la Casiopeína III-ia. 

Característica Valor 

Peso molecular 444.93 g/mol (con dos moléculas de agua) [11] 

Coeficiente de partición 0.358 [13] 

Solubilidad en agua Alta [11] 

pKa 8.25 [11] 

E1/2 : -338 mV [13] 

Log D: -0.95 [13] 

Estudios de estabilidad realizados por Uribe en 2011, demostraron que la Casiopeína III-ia en 

sólido no presenta productos de degradación luego de seis meses a 40 ± 2 °C y humedad 

relativa de 75 ± 5 %. Se observó que en disolución era estable a la fotolisis (luz UV, una 

hora), hidrólisis básica (NaOH 1 M) y oxidación (peróxido de hidrógeno al 30 %), durante 24 
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horas. Por su parte, cuando fue sometida a condiciones ácidas (HCl 1 M), se observó un pico 

de degradación (mediante cromatografía) luego de un día de análisis [14].  

1.4.1 Actividad biológica  

La Casiopeína III-ia muestra citotoxicidad, proapoptótico y propiedades antitumorales, con 

actividad en líneas tumorales de HeLa, SiHa (cervicouterino), MCF-7 (mama), HTC-15 (colon) 

y CHP-212 (neuroblastoma) . La concentración inhibitoria media (IC50) en μM se presenta a 

continuación:  

*HeLa: 18.2 ± 2.7       *SiHa: 14.5 ± 1.5       *MCF-7: 15.9 ± 1.8      *HCT-15: 40.5 ± 4.6 *      

CHP-212: 47.5 ± 1.7 [10,15].  

Se observó que la Casiopeína III-ia disminuyó la viabilidad celular e indujo apoptosis sobre 

HCT-15 (carcinoma de colon) in vitro de manera dosis dependiente y ciclo celular 

independiente, a través de la activación de Bax y caspasas, presumiblemente por vía 

intrínseca. Demostró actividad sobre HCT-15 transplantado en el ratón desnudo [16]. 

Se calculó la dosis letal 99 (DL99) en perros, donde se encontró que para la Casiopeína III-ia 

se tenía una DL99 de 200 mg/m2, induciendo muerte de forma aguda, la cual fue causada 

por un edema pulmonar debido a un fallo cardiaco después de un periodo de 30-50 minutos 

[17].  

1.4.2 Mecanismo de acción  

La Casiopeína III-ia puede producir daño en el DNA, el cual es observado en presencia de un 

reductor, lo que sugiere que su modo de acción es mediante generación de especies 

reactivas de oxígeno (ROS) luego de la reducción del cobre; lo que hace que la citotoxicidad 

de las Casiopeínas no sea específica, pero si diferencial. Esto como resultado del rápido 

incremento de los niveles de estrés oxidativo en las células de cáncer. Los complejos de 

cobre pueden contribuir a intensificar el desbalance redox por la activación de peróxido 

conduciendo a un daño celular y como consecuencia la muerte celular por apoptosis u otro 

mecanismo [9].  
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1.4.3 Farmacocinética preclínica 

Se realizó una farmacocinética preclínica en ratas Wistar, donde se encontró que para una 

administración intravenosa de 10 mg/kg se tiene una vida media de eliminación de 12.46 h, 

con una constante de eliminación de 9.28 x 10-4 min-1. Mientras que para un estudio 

farmacocinético realizado en conejos en el 2002, se encontró que el tiempo de vida media 

de la Casiopeína III-ia era de 53.92 min-1 (0.88 h) y la constante de eliminación fue de 0.0150 

min-1 [18]. Por su parte, el área bajo la curva (ABC) fue baja tanto para las ratas como para 

los conejos lo que significa baja biodisponibilidad; y se obtuvieron altos volúmenes de 

distribución lo que podría explicar la baja biodisponibilidad.   

Por su parte, Romero en 2007, realizó un estudio en ratas tipo Wistar con el objeto de 

conocer los parámetros farmacocinéticos a partir de datos urinarios. Se observó una 

farmacocinética de tipo lineal donde los parámetros farmacocinéticos no dependen de la 

dosis administrada [19]. En el cuadro tres se presentan lo descrito con anterioridad.  

Cuadro 3. Parámetros farmacocinéticos preclínicos obtenidos a partir de datos sanguíneos y 

urinarios para la Casiopeína III-ia.  

Fuentes en 2005, reportó la unión a proteínas de la Casiopeína III-ia en plasma humano. Se 

observó que a menor concentración del compuesto (12 μg/mL) se tenía una mayor unión a 

proteínas 89.1 ±1.9 %, mientras que un aumento de concentración (25 y 50 μg/mL) conducía 

a una disminución en la unión a proteínas (76 %), lo que sugiere que existe un número 

Parámetro 

farmacocinético 

[Referencia] 

Dosis 

(mg/kg)  

 ABC  

(mg/mL min) 

Tiempo 

de vida 

media 

(t1/2 ) 

Constante 

de 

eliminación 

(ke) 

Depuración 

(Cl)  

Cantidad 

excretada  

(Aex)  

 Conejo [18]  10      20.01 0.88 h   0.0150 

min-1 

2.08 

mL/min 

--- 

Ratas Wistar 

[20] 

 10      22.27 12.46 h 9.28 x 10-4 

min-1 

0.45 

mL/min 

--- 

Ratas Wistar 

macho (datos 

urinarios) [19] 

 7  

 

       --- 13.4 h 9.83 x 10-4 

min-1 

--- 0.88 mg  
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ilimitado de sitios de unión que se encuentra disponible para fijar el compuesto. Se plantea 

que cuando se tienen concentraciones bajas la mayoría de la Casiopeína podría fijarse a la 

proteína, mientras que a altas concentraciones, los sitios de unión pueden haberse saturado, 

con lo que se produciría un rápido incremento en la concentración libre del compuesto [20]. 

Lo anterior podría tener implicaciones clínicas debido a que una alta unión a proteínas 

puede significar una alta variabilidad entre pacientes.  

Expuesto lo anterior, resulta de importancia encontrar un sistema efectivo de liberación de 

la Casiopeína III-ia, de tal forma que se reduzca el compuesto libre en el torrente sanguíneo, 

aumentando su biodisponibilidad y reduciendo posibles efectos adversos. 

Una de las alternativas que ha surgido en las últimas décadas y que ha sido ampliamente 

estudiado son los sistemas de liberación modificada de fármacos [3,5].  

1.5 Liberación modificada de fármacos  

Los sistemas de liberación modificada, idealmente, están diseñados para sostener la 

liberación del ingrediente farmacéutico activo a velocidad constante en un periodo definido 

de tiempo, de tal forma que se mantenga la concentración apropiada en el plasma dentro 

del intervalo terapéutico. Así, el perfil de liberación de un sistema de administración de 

fármacos, puede permitir una reducción en la frecuencia de dosificación por lo que trata de 

eliminar o reducir los efectos adversos produciendo una concentración terapéutica del 

compuesto que sea estable en el organismo y, por lo tanto, mejorar el cumplimiento y la 

eficacia global del tratamiento incrementando la aceptación de los pacientes [21–24]. 

Los sistemas de liberación modificada son diseñados en función de las propiedades 

fisicoquímicas y farmacológicas del compuesto, por lo que pueden tener diversas 

clasificaciones dependiendo de su mecanismo de liberación y su preparación; de este modo, 

los compuestos pueden ser liberados por diversos estímulos físicos, químicos o biológicos. 

También pueden ser clasificados de acuerdo a su tamaño, principalmente en micro y 

nanoacarreadores, siendo estos últimos los más estudiados cuando la administración es por 

vía intravenosa y para el tratamiento contra el cáncer.  
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1.6 Nanoacarreadores 

Los nanoacarreadores son sistemas coloidales que van en un rango de 10 a 900 nm, capaces 

de transportar tanto fármacos con bajo peso molecular como macromoléculas (genes o 

proteínas). Estos sistemas pueden proteger el fármaco de la degradación, así como reducir el 

aclaramiento renal, incrementar el tiempo de vida media en el flujo sanguíneo y proveer 

solubilidad a fármacos insolubles. Asimismo, pueden mejorar el control farmacocinético y 

farmacodinámico de los compuestos encapsulados en comparación con el fármaco libre 

[4,8,25]. Dependiendo del diseño y tipo de nanoacarreador, pueden permitir el control de la 

cinética de liberación, ser específicos a alguna diana terapéutica (vectorización) y se busca 

sean biocompatibles y biodegradables, de tal forma que puedan ser usados con seguridad en 

humanos [26]. Dadas las ventajas anteriormente presentadas, los nanoacarreadores han 

surgido como una alternativa para el tratamiento del cáncer, donde al encapsular fármacos 

quimioterapéuticos se busca principalmente reducir los efectos adversos causados por los 

fármacos usados contra esta patología, aumentar la biodisponibilidad y proveer seguridad y 

especificidad.  

1.7 Nanoacarreadores para el tratamiento en cáncer  

Los nanoacarreadores pueden ser diseñados de tal forma que sean sistemas "inteligentes", 

aprovechando que los tejidos cancerosos presentan diversas señales incluyendo hipoxia, 

bajo pH, hipoglucemia, estrés mecánico, respuesta inmune o inflamatoria y mutación 

genética, con lo que se busca que el fármaco sea liberado del nanoacarreador a partir de 

uno o varios estímulos provocado por las condiciones del tumor [5]. Los nanoacarreadores 

también pueden ser funcionalizados en su superficie con moléculas bioactivas como 

transferrina, anticuerpos, enzimas, ácido fólico, entre otros; que reconocen e interaccionan 

con objetivos específicos sobreexpresados en la superficie de las células cancerígenas, 

obteniendo de este modo un nanoacarreador "active targeting" [27,28].  

Una característica importante de un tumor es que cuando comienza a formarse, las células 

tumorales proliferan y crecen de formar irregular y rápida, lo que ocasiona que requieran 

más nutrientes que las células con proliferación normal. Con el objetivo de satisfacer la falta 
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de nutrientes, las células cancerígenas recurren a la formación de una red nuevos vasos 

sanguíneos, y la angiogénesis tumoral comienza a tomar lugar [5,23]. Los nuevos vasos 

sanguíneos son altamente porosos, irregulares y dilatados, lo que ocasiona que exista una 

desorganización entre las células endoteliales que lo recubren provocando un gran espacio 

entre ellas (> 400 nm) causando fenestración [5,29]. Asimismo, el flujo sanguíneo dentro del 

tumor es deficiente o nulo. Bajo estas condiciones, la permeabilidad de los tejidos tumorales 

incrementa de tal forma que los acarreadores o macromoléculas en circulación, quienes 

pueden ser excluidos del tejido normal, puedan extravasarse en el tejido tumoral dándose 

una mejorada permeación. Cuando los nanoacarreadores logran permear, se observa una 

alta retención, esto gracias a que los tumores presentan un drenaje linfático pobre y un 

lento retorno venoso. El conjunto de estos fenómenos es denominado efecto de 

permeabilidad y retención mejorada (EPR, por sus siglas en inglés). Este fenómeno es 

esquematizado en la figura cinco [26].  

 

Figura 5. Esquema general del efecto EPR. Modificado de [30].  

El efecto EPR puede ser aprovechado para que los nanoacarreadores sean localizados en los 

tumores sólidos mediante un transporte pasivo; el cual se basa en el paso mediante difusión 

pasiva a través de los capilares tumorales defenestrados. Descrito lo anterior, se debe tomar 
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en cuenta el tamaño de los sistemas a utilizar. Se ha visto que para que se pueda obtener un 

efecto EPR, el diámetro del acarreador debe tener un tamaño de 10 a 200 nm. Por otra 

parte, si los sistemas acarreadores son inyectados en el flujo sanguíneo un tamaño no 

adecuado, podría resultar en una obstrucción física de los vasos sanguíneos. Además, 

nanoacarreadores más grandes que 400 nm en diámetro, son conocidos por ser fácil y 

rápidamente capturado 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. Partículas en un rango de 10 a 200 nm son 

tamaños óptimos a partir de la inyección intravenosa y demostraron tiempos de circulación 

más prolongado en la sangre [4,26,31,32].  

1.7.1 Nanoencapsulación de Casiopeína III-ia 

Son diversos los sistemas nanoacarreadores usados con el objetivo de encapsular 

compuestos antitumorales, tales como las micelas, liposomas, dendrimeros, nanopartículas 

inorgánicas y nanopartículas sólidas lipídicas; que pueden autoensamblarse o ser 

directamente sintetizados dentro de multicomponentes y sistemas multifuncionales [27]. En 

este sentido, se ha realizado la nanoencapsulación de la Casiopeína III-ia en nanopartículas 

sólidas lípidicas y en nanopartículas poliméricas, esto, tomando en cuenta las características 

de los tejidos tumorales y las propiedades farmacológicas y la farmacocinética preclínica del 

compuesto. A continuación se describe brevemente los resultados obtenidos en cada uno de 

los trabajos reportados.  

Morán en 2006, reportó la nanoencapsulación de Casiopeína III-ia mediante nanopartículas 

sólidas lipídicas (nsl). Encontraron tamaños de partículas alrededor de 100 nm, y evaluaron 

la estabilidad del sistema coloidal luego de tres meses de formadas las nsl, se encontró que 

todas las formulaciones presentaban aumento en el tamaño de partícula. De las cuatro 

formulaciones, una 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, donde se observaron partículas de hasta 130 μm. Al evaluar el perfil 
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de liberación del compuesto, se observó una liberación prolongada en comparación con la 

Casiopeína III-ia libre. No se presentaron datos de eficiencia de encapsulación [33].  

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

quitosán cargadas con Casiopeína III-ia por el método de coacervación. Dadas las 

condiciones de preparación de las nanopartículas, se evaluó una posible interacción de la 

Casiopeína III-ia con el quitosán, encontrando interacciones débiles entre el polímero y el 

compuesto. Observaron que 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. Encontraron eficiencias de 

encapsulación de 12.8 %, probablemente debido al carácter hidrofilico del compuesto, por lo 

que se espera que la mayor parte se encuentre en el seno de la disolución. La actividad in 

vitro en una línea tumoral HeLa no se modificó por la presencia de quitosán. Sin embargo, la 

administración de Casiopeína III-ia en las nanopartículas de quitosán aumentó el tiempo de 

sobrevida en ratones y disminuyó la ganancia en peso con respecto a la administración del 

compuesto libre [34].  

Descrito lo anterior, se observa una ventana de oportunidades para la administración de 

Casiopeína III-ia mediante nanoencapsulación. Si bien son diversos los materiales usados 

para la formación de nanoacarreadores, los liposomas y los conjugado polímero-fármaco 

actualmente son los más usados en la clínica. En este sentido, Estanqueiro y colaboradores 

en 2015, reportaron los sistemas de liberación de fármacos para tratamiento de cáncer 

usados en la clínica y aquellos que se encuentran en alguna fase clínica. En la figura 6, se 

presenta un gráfico de pasteles realizado a partir de la tabla presentada por Estanqueiro [3].  
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Figura 6. Nanoacarreadores en alguna fase clínica o usado en el mercado para el tratamiento 

del cáncer.  

Tal como se observa en los gráficos anteriores, los liposomas presentan más del 50 % del 

tipo de nanoacarreador utilizado en ambos casos, esto se debe a que presentan diversas 

ventajas, como son: encapsulación de compuestos hidrofílicos y lipofílicos y su buena 

biodegradabilidad. Bajo esta tesitura y tomando en cuenta las propiedades fisicoquímicas 

(hidrosoluble), farmacológicas (antineoplásico, citotóxico) y farmacocinéticas (baja 

biodisponibilidad en modelos animales) del compuesto, resulta de interés nanoencapsular la 

Casiopeína III-ia en un sistema vesicular como son los liposomas. Sin embargo, estos 

sistemas presentan desventajas como altos costos, y que los fosfolípidos utilizados pueden 

ser inestables y requieren condiciones especiales. Dada esta situación, han surgido 

alternativas análogos a los liposomas, entre los que destacan los niosomas [3].  

1.8 Niosomas 

Los niosomas son vesículas formadas principalmente por un tensoactivo no-iónico, y en 

muchos casos es añadido colesterol o sus derivados para aumentar su estabilidad, estas 

vesículas son análogas a las vesículas de los fosfolípidos que forman los liposomas (figura 7).  

51% 
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Figura 7. Estructura general de los sistemas niosomales [35]. 

Estos sistemas fueron introducidos por primera vez al mercado por L'Oréal en 1986 en la 

crema Niosôme de Lancôme, el cual se usó para el transporte de ingredientes activos como 

el retinol y la vitamina E. Se ha visto que el autoensamblaje de estos sistemas raramente es 

espontáneo, por lo que normalmente se requiere aplicar alguna energía como agitación 

física o calor [36,37]. 

Los tensoactivos no iónicos al ser moléculas anfifílicas, y al estar en un medio acuoso se 

pueden autoensamblar resultando en una estructura bicapa, por lo que una de las ventajas 

de los niosomas es que pueden atrapar fármacos lipofílicos dentro de la membrana de la 

bicapa vesicular y fármacos hidrofílicos en su compartimento acuoso. Estos sistemas 

niosomales han atraído especial atención debido a que ofrecen diversas ventajas sobre los 

liposomas en algunos aspectos, tales como:  

a) Son osmóticamente activos, químicamente estables y pueden ofrecer un alto tiempo 

de almacenamiento comparado con los liposomas, por lo que se propone pueden 

incrementar la estabilidad del fármaco encapsulado [38,39].  
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b) Se presume que tienen alta biocompatibilidad con los sistemas biológicos y baja 

toxicidad por su naturaleza no iónica [39].  

c) Pueden exhibir una mejor aceptación por parte del paciente, ya que su formulación 

se basa en una suspensión acuosa coloidal a diferencia de las dosificaciones oleosas, 

que pueden resultar dolorosas [38,39]. 

d) A diferencia de los fosfolipidos, los tensoactivos no requieren precauciones y 

condiciones específicas.  

e) Características de los niosomas como tamaño de partícula, eficiencia de 

atrapamiento y estabilidad puede ser controlado por el método de preparación, tipo 

de tensoactivo, el contenido de aditivos, entre otros [38,40,41].  

 

1.8.1 Factores que afectan las propiedades fisicoquímicas de los niosomas 

 

Existen diversos factores que pueden afectar la formación de los niosomas, los cuales juegan 

un rol importante en las propiedades termodinámicas, cinéticas y fisicoquímicas en el 

autonsamblaje de éstos compuestos anfifílicos. Los más conocidos son, el balance 

hidrofílico-lipofílico y la geometría de la molécula anfífilica [42]. Asimismo, la temperatura es 

un factor importante ya que puede inducir un cambio en la vesiculación, así como en el 

tamaño y la forma de los niosomas [39].  

1.8.1.1 Balance hidrofílico-lipofilico (HLB, por sus siglas en inglés)  

El balance hidrofílico-lipofílico es utilizado como un indicador de la habilidad de algún 

tensoactivo de formar vesículas. El rango de valores para tensoactivos no iónicos de HLB van 

de 0 a 20. Valores por debajo de 9 son tensoactivos liposolubles, mientras que valores de 

HLB mayores de 11 son tensoactivos solubles en agua. Diversos experimentos han mostrado 

que valores entre 3 y 8 son candidatos a la formación de superficies en bicapa y pueden 

actuar como emulsificadores de sistemas agua (w)/aceite (o). A medida que el valor de HLB 

aumenta, el tamaño de las vesículas también incrementa dado que la energía de superficie 

decrece con el incremento en la hidrofilicidad del tensoactivo. Entre los tensoactivos más 

utilizados para la formación de los niosomas se encuentran los poliglicerol-alquil-éteres, 
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glucosil-dialquil-éteres, polioxi-etilen-éter y éster como una serie de Brijs, Spans y Tweens, 

los cuales tienen un valor de HLB entre 4 y 8, que muestran una compatibilidad con la 

formación de las vesículas [37,40,43].  

1.8.1.2 Temperatura de transición de fases (Tc) 

Los tensoactivos y lípidos son caracterizados por la temperatura de transición de fase gel-

líquido (Tc), dicho parámetro afecta el ensamblaje del tensoactivo en vesículas y la forma de 

éstas, por lo que los sistemas son comúnmente formados a una temperatura por arriba de la 

Tc. Por otra parte, se ha observado que a una mayor Tc se obtiene una mayor eficiencia de 

encapsulación. En este sentido, Abdelkader y colaboradores, realizaron estudios 

comparando diferentes Span (20, 40 y 60), donde se encontró que debido a que el Span 60 

tiene una cadena hidrocarbonada larga y una alta Tc (60 °C), presenta las mayores eficiencias 

de encapsulación, estos resultados coinciden con lo reportado por otros autores donde se 

observó que cuando el Span 60 es usado se obtiene una mayor encapsulación [37,39,42–45]. 

1.8.1.3  Parámetro de empaquetamiento (CPP)  

La geometría de la molécula anfifilica, se ha usado como parámetro para predecir las 

asociaciones que pueden sufrir los monómeros de tensoactivo en un disolvente. Dicho 

parámetro fue denominado "parámetro crítico de empaquetamiento" que fue discutido por 

Inraelachvili y col. en 1976, los cuales propusieron la siguiente ecuación: 

                                                                    
  

   
                                                                                  

Donde:  

vo =volumen del grupo hidrofóbico  

 lc = longitud crítica del grupo hidrofóbico 

 A= el área de la cabeza hidrofílica.  
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Cuando la cabeza polar del tensoactivo es más grande en comparación con su parte 

hidrofóbica (CPP < 1), las moléculas tienden a formar micelas, mientras que se esperan 

micelas inversas cuando el CPP > 1. Un CPP entre 0.5-1 indica que la formación de bicapas se 

ve energéticamente favorecida, ya que la fuerza que conduce a la vesiculación es el cambio 

conformacional del incremento anfifílico en el valor del parámetro de empaquetamiento, 

que favorece la más baja curvatura [37,42,46].  

1.8.2 Termodinámica de los niosomas 

En general, los liposomas o vesículas de tensoactivos no iónicos, no son estructuras 

termodinámicamente estables dada su energía elástica de flexión (Eb), originado a partir de 

la curvatura, C, de la bicapa simétrica. Lasic en 2001, mencionó que las membranas 

simétricas prefieren ser planas (curvatura espontánea = Co = 0) y se requiere energía para 

alcanzar una curvatura. De igual forma, se ha planteado que el autoensamblaje debe lidiar 

con una entropía negativa y la reducción de la energía libre (-ΔG) y sólo con una favorable 

contribución en la entalpía al arreglo a partir de atracciones por van der Waals, fuerzas 

hidrofóbicas, puentes de hidrógeno e interacciones electrostáticas [40,42,47,48].  

En varios artículos se ha planteado que se ha logrado una vesiculación espontánea. En este 

sentido, Lasic en 2001, definió la vesiculación espontánea como un proceso en el cual las 

vesículas son formadas simplemente por la adición de agua, mezcla de compuestos 

apropiados y un cambio de temperatura. En el caso de los niosomas, se ha reportado la 

formación espontánea de la bicapa, sin embargo, hasta lo investigado en la literatura, éstos 

autores utilizan algún tipo de energía para provocar la formación de la bicapa, típicamente 

formados en un proceso dinámico cinético, como sonicación, homogeneización o extrusión a 

altas presiones. Por otra parte, Lasic menciona que para los liposomas, la formación 

espontánea puede darse sólo en el caso de bicapas extremadamente flexibles, dicha 

flexibilidad está dada por una asimetría en la bicapa lipídica, esto se logra induciendo a una C 

≠0, que puede estar dada a partir de interacciones hidrofóbicas, estéricas o electrostáticas 

[46,49]. Se dice que es la inestabilidad termodinámica, con estabilidad cinética, quien hace 
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que los liposomas puedan ser candidato a muchos usos en procesos biológicos y 

aplicaciones.  

1.8.3 Formación de los niosomas 

La eficacia de los sistemas de liberación de fármacos es dependiente de sus componentes, 

éstos deben ser elegidos en términos de las propiedades farmacológicas y fisicoquímicas 

necesarias para la vía de administración y patología a tratar; deben tener características 

específicas, junto con biocompatibilidad y relevancia en la clínica. Para los niosomas, los 

componentes principales son tensoactivos no iónicos y algún aditivo como colesterol y en 

algunos casos, alguna molécula cargada como dicetilfosfato [42]. 

1.8.3.1 Tensoactivos 

Los tensoactivos son moléculas anfifílcas que tienen dos distintas regiones en su estructura 

química, uno de los cuales es hidrofílico y el otro es hidrofóbico. Las dos porciones pueden 

estar unidas por enlaces éter, éster o amida, y son clasificados de acuerdos al grupo polar de 

la cabeza, pudiendo ser iónicos y no iónicos [40,42,50].  

Los tensoactivos no iónicos son el tipo más común de agentes activadores de la superficie 

usados en la preparación de la vesícula, dado los beneficios que ofrecen respecto a la 

estabilidad, compatibilidad y toxicidad comparada con sus contrapartes aniónicas, 

anfotéricas o catiónicos. Los no iónicos son generalmente menos tóxicos, menos hemolíticos 

y menos irritantes a la superficie celular [43]. 

1.8.3.1.1 Tensoactivos no iónicos 

Un tensoactivo no iónico, tiene una cabeza polar no cargada. Ejemplos de estos compuestos 

son: sales de ácidos grasos, sulfatos, sulfatos éter y fosfatos éster. Los Spans (ésteres de 

sorbitan), Tweens (polisorbatos) y Brij (polioxietilen aquil éter) son los tensoactivos más 

usados debido a que estos compuestos presentan en general un parámetro de 

empaquetamiento entre 0.5-1 y un HLB entre 4 y 8, lo que los hace candidatos a la 

formación de vesículas [39,40,43,50].  
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Diversos autores han observado que al aumentar la longitud de la cadena hidrocarbonada de 

los tensoactivos, la eficiencia de encapsulación (EE) aumenta. Por lo que se han comparado 

diferentes Spans (20, 40, 60 y 80) los cuales tienen un número de carbonos de 12, 14, 16 y 

16, respectivamente. Considerando que todos los Span tienen la misma cabeza hidrofílica, 

con diferentes longitudes en la cola hidrocarbonada, se encontró que el Span60 presenta las 

mayores eficiencias de encapsulación tanto para fármacos hidrofilicos (metformina) como 

para fármacos hidrofóbicos (tamoxifen). Tanto el Span60 como el Span80, tienen la misma 

longitud de cadena hidrocarbonada, sin embargo, el Span80 muestra más bajas eficiencias 

de encapsulación, dada un insaturación en la cadena alquílica, lo que hace la cadena más 

flexible [41,51–54]. En este sentido, De Gier y col. demostraron que la introducción de un 

doble enlace en la cadena de parafina causa un marcado mejoramiento en la permeabilidad 

de los liposomas, lo que podría explicar la más bajas eficiencias de atrapamiento [55].  

1.8.3.2 Agentes aditivos 

Los agentes aditivos pueden ser un parámetro efectivo para ayudar y estabilizar el 

autoensamblaje del tensoactivo en niosomas. Al agregar un agente aditivo, se puede 

estabilizar físicamente el sistema de tal forma que se prevenga la formación de agregados 

[37,40].  

1.8.3.2.1 Colesterol 

El colesterol es un metabolito esteroide de cera encontrado en las membranas celulares. Es 

el aditivo más común usado en una formulación niosomal dada su conocida capacidad de 

proveer una mayor estabilidad a la bicapa vesicular promovido por la temperatura de 

transición gel-líquido del tensoactivo. La presencia de un sistema esteroidal decrece la 

fluidez e imparte rigidez al niosoma y en general, afecta propiedades físicas y estructurales 

como la permeabilidad en la membrana, mejoramiento de su estiramiento mecánica, 

eficiencia de encapsulación, tiempo de almacenamiento y estabilidad [37,39,40,42,56]. 

Varios tensoactivos forman vesículas solo después de la adición del colesterol (entre 30-50 % 

mol) por lo que la cantidad de colesterol a agregar depende del valor HLB [42] .Para 

tensoactivos con HLB > 6, el colesterol puede ser agregado en orden para formar una 
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vesícula en bicapa y para bajos valores de HLB, el colesterol mejora la estabilidad de las 

vesículas [40]. Se ha observado que cuando se utiliza una relación molar 1:1 

(tensoactivo:colesterol) se obtienen vesículas niosomales estables. Yoshioka en 1994, 

reportó que los niosomas preparados con Span 60 y sin colesterol forman un gel y solo con 

la adición de colesterol se obtuvo una dispersión homogénea de niosomas [37]. 

Se ha planteado que la posición del colesterol en la bicapa de la vesícula forma enlaces de 

hidrogeno con la cabeza hidrofílica del tensoactivo (figura 8), y se ha sugerido que puede 

incrementar la interacción entre las proporciones no polares de la bicapa, mejorando así la 

cohesión de la membrana niosomal [42]. 

 

Figura 8. Formación por puentes de hidrógeno del colesterol con las cabezas hidrófilas del 

Span60. Modificado de [40].  

Si bien el colesterol es usado como principal aditivo, se han utilizado otras moléculas que se 

plantea pueden otorgarle una mayor estabilidad al sistema, otorgándole carga a los 

niosomas [45].  

1.8.3.2.2 Molécula cargada  

Moléculas con carga son usadas como una alternativa para incrementar la estabilidad de los 

niosomas, ya que le otorgan carga al nanoacarreador previniendo la coalescencia por 

repulsiones electrostáticas. Algunos ejemplos, son Dicetil fosfato (DCP) y ácido fosfatídico 

(cargadas negativamente), y con carga positiva se encuentran stearil amina (SA) y cloruro de 

cetilpiridina; siendo dicetil fosfato la más usada. Si bien pueden otorgar estabilidad al 

sistema, sólo son tolerables 2.5- 5 % en mol de concentración ya que altas concentraciones 
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pueden conducir a la inhibición de la formación de los niosomas, y un incremento en la 

concentración de DCP, puede conducir a un decremento en la eficiencia de encapsulación 

[39,42,56,57]. 

1.8.3.3 Efecto de la concentración tensoactivo/aditivos  

La concentración máxima de tensoactivo/colesterol usado para preparar los niosomas es 

generalmente 30 mM [43]. La mayoría de los autores reportan concentraciones alrededor de 

20 mM; no obstante, se ha observado la formación de vesículas multilamelares o vesículas 

unilamelares grandes por arriba de 1000 nm con formación de precipitados. Con la finalidad 

de obtener vesículas unilamelares pequeñas se ha recurrido a métodos como sonicación 

(disminuir) o filtración (aislar). Es por lo anterior, que se ha pensado en usar diversas 

concentraciones y relaciones molares tensoactivo/colesterol para la formación de los 

niosomas con la finalidad de evaluar, principalmente la influencia de éstos en la eficiencia de 

encapsulación. En este sentido, en 2010, Hao y Li encontraron que cuando se usó una 

concentración de 2 x 10-4 M y relación molar 1:1, se obtenía una mayor eficiencia de 

encapsulación y tamaño de partículas alrededor de 150 nm; reportaron que cuando se usó 

DCP, la eficiencia de encapsulación disminuyó y no encontraron efecto alguno en la 

estabilidad del sistema [41]. Shaker, en 2015, comparó la encapsulación de un compuesto 

hidrofílico con diferentes tensoactivos y se obtuvo una mejor eficiencia de encapsulación 

cuando la relación molar tensoactivo/colesterol fue 1:1 [54]. Además, cuando el tensoactivo 

fue Span, un incremento en la cantidad incorporada de colesterol sobre la relación 

equimolar significó un incremento en la rigidez de la membrana. Membranas rígidas 

ensamblan en vesículas grandes por lo que se vio que un incremento en el tamaño de los 

niosomas, lo que significó un decremento en la eficiencia de encapsulación [54]. 

1.8.4 Tipos de niosomas 

De acuerdo al tamaño de los niosomas, éstos pueden ser clasificados en cuatro categorías 

(figura 9). Vesículas unilamelares pequeñas (SUV) (10-100 nm), vesículas grandes 

unilamerales (LUV) (100-3000 nm), unilamelares gigantes (UG) (>3000 nm) y vesículas multi-

lamelares (MLV) donde se presenta más de una bicapa [40].  
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Figura 9. Clasificación de las vesículas de acuerdo a su tamaño.  

1.8.5 Métodos de preparación de los niosomas 

Existen diversos métodos para la preparación de un sistema niosomal en los cuales se 

requiere aplicar alguna forma de energía y la mayoría de ellos consisten en la hidratación de 

una mezcla de tensoactivo/colesterol a la temperatura de transición de fases del 

tensoactivo; seguido por una opcional reducción de tamaño para obtener una dispersión 

coloidal. El más utilizado es el método de hidratación de la película delgada, no obstante, 

existen otras alternativas como el método de inyección del éter. A continuación se realiza 

una breve descripción de ambos métodos.  

1.8.5.1 Método de hidratación de película delgada (MHPD) 

En el método de la película delgada, el tensoactivo y los aditivos a utilizar son disueltos en un 

disolvente orgánico, generalmente una mezcla de metanol/cloroformo en un matraz de 

fondo redondo. El disolvente entonces es evaporado en un rotavapor con el objetivo de 

formar una película delgada. Agua o una disolución acuosa como buffer de fosfatos 

(conteniendo el compuesto) a un temperatura por encima de la Tc del tensoactivo es 

agregada al matraz, de tal forma que se hidrate la película delgada. MLVs son formadas 

durante la hidratación y se puede realizar una posterior reducción del tamaño mediante 

sonicado [39,40,48]. Éste método ha sido reportado por diversos autores, en donde la 
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preparación de niosomas se ha realizado utilizando diferentes tipos de tensoactivos (Span, 

Tween y Brij), colesterol (relación molar, 1:1) y en algunos caso dicetilfosfato [41,47,56]. Se 

ha reportado, el uso de 10 mL de una mezcla de cloroformo y metanol para la formación de 

la película delgada [41,56]. Luego de la hidratación de la película se observó la formación de 

los niosomas (SUV y MLV), la dispersión resultante fue filtrada [56], y en algunos casos se 

sonicó durante 60 minutos [41,56].  

1.8.5.2 Método de inyección de éter (MIE) 

En este método, el tensoactivo y los aditivos son disueltos en un disolvente orgánico como 

dietil éter e inyectado lentamente a través de una aguja en una solución acuosa (que 

contiene el fármaco) manteniendo una temperatura constante. El disolvente orgánico es 

evaporado usando un rotavapor. Durante la evaporación del éter, el tensoactivo es 

conducido a la formación de vesículas de capa simple. A partir de esta técnica se producen 

SUVs y LUVs y se ha visto que se tienen altos volúmenes de agua atrapada. Dependiendo de 

las condiciones, el diámetro de la vesícula final puede estar en un rango entre 50-1000 nm 

[39,40].  

1.9 Niosomas usados para fármacos para el tratamiento contra el cáncer  

Mohamed y col en 2012, nanoencapsularon silimarin mediante niosomas. Encontraron que 

los niosomas formados con Span60 y colesterol (1:1), mostraron una eficiencia de 

encapsulación de 70.61 ± 1.83 %. Encontraron que si se agregaba una molécula cargada al 

sistema la eficiencia de encapsulación disminuía. El análisis estadístico reveló que el 

incremento en la cantidad del colesterol en relación molar Span60/Colesterol (2:1) a una 

relación molar Span60/Colesterol (1:1) significó un incremento en la eficiencia de 

atrapamiento [58]. 

Yang y col. en 2013, prepararon y caracterizaron sistemas niosomales para la encapsulación 

del cis-platino. Usaron diversos tensoactivos, para evaluar la eficiencia de encapsulación y 

estabilidad con Span (40, y 60) y Tween (20, 40 y 80), y variando la relación molar del 

colesterol. Observaron que cuando utilizaban Span40, una relación Span40/Colesterol 1.5:1 
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y temperatura de formación entre 60-80 °C, se obtenía una mayor estabilidad y una 

eficiencia de encapsulación del 76.93 %. El tamaño promedio de partícula fue 7.33 μm con 

un potencial zeta de 0.8 ± 0.5 mV. Encontraron una liberación del 11.73 % en la primera 

hora, mientras que para el fármaco libre la difusión a través de bolsas de diálisis fue de 83.07 

% en 0.5 horas. Reportan que la liberación in vitro puede ser expresada por una distribución 

de Weibull. Realizaron pruebas in vivo en ratones, donde observaron que cuando se 

inyectaba localmente los niosomas-cisplatino se tenía una mayor inhibición del crecimiento 

tumoral y una mortalidad más baja comparado con el cisplatino libre [59]. 

Sharma y col. en 2015, prepararon y caracterizaron niosomas encapsulando dos compuestos 

antitumorales (doxorrubicina y curcumina). Usaron Tween 80 y colesterol en una relación 

molar 1:1. Lograron formar niosomas estables con un potencial zeta de -24 ± 2 mV; de 

acuerdo a sus micrografías de SEM, no se observó agregación de los sistemas. Encontraron 

que la población niosomal era polidispersa con dos tamaños de partícula, una mayor a 3 µm 

y otra de 250 ±20 nm. Encontraron eficiencias de encapsulación de 90 y 25 % para la 

curcumina y para la doxorrubicina respectivamente. Se obtuvo una liberación del 79 % para 

la doxorrubicina en dos días y del 70 % para la curcumina luego de una semana. Estudios de 

citotoxicidad en línea tumorales de Hela, muestra que el fármaco cargado en los niosomas 

presenta una mayor citotoxicidad en comparación con los fármacos libres, mientras que el 

blanco de niosoma no muestra citotoxicidad [47]. 

Shaker y col. En 2015, nanoencapsularon tamoxifen en niosomas, preparados a partir de 

diferentes tensoactivos y diferentes relaciones molares tensoactivo:colesterol. Observaron 

que cuando se usó Span60 con relación molar tensoactivo:colesterol (1:1), se obtenía un alta 

encapsulación (92 %), una liberación rápida en las primeras 4 horas (35 % liberado) y una 

posterior liberación lenta hasta por 7 días con una cinética gobernada por difusión (Higuchi), 

y tamaños de partícula alrededor de 212 nm. Se observó un mejoramiento en la captación 

celular y una mejor actividad citotóxica con líneas celulares de cáncer de mama MCF-7 

cuando se usaron los sistemas niosomales en comparación con el fármaco libre. 

Experimentos in vivo mostraron un mejoramiento en la reducción del tamaño del tumor 

[54]. 
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Hipótesis  

Debido a que la Casiopeína III-ia presenta una baja biodisponibilidad en modelos animales y 

se trata de un compuesto hidrosoluble, al nanoencapsular la Casiopeína III-ia en un sistema 

niosomal, se obtendrá una alta eficiencia de encapsulación y al evaluar su liberación in vitro 

se observará una liberación modificada.  

Objetivo General  

Nanoencapsular Casiopeína® III-ia mediante un sistema niosomal y evaluar su liberación in 

vitro.  

Objetivos específicos  

• Obtener niosomas mediante el método de hidratación de la película delgada y el 

método de inyección del éter.  

• Evaluar el tamaño de partícula mediante dispersión dinámica de luz, con la finalidad 

de elegir el método a utilizar para la nanoencapsulación.  

• Obtener el sistema niosomal cargado con Casiopeína III-ia y evaluar la eficiencia de 

encapsulación.  

• Caracterizar los niosomas cargados mediante dispersión dinámica de luz, 

microscopía, espectrofotometría UV-visible y espectroscopía de infrarrojo.  

• Evaluar interacción fármaco-niosoma mediante UV-visible.  

• Evaluar el perfil de liberación de la Casiopeína III-ia.  

• Evaluar la actividad biológica de la Casiopeína III-ia nanoencapsulada en cultivos de la 

línea tumoral HeLa.  
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II. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.1 MATERIALES  

Para la formación 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, ambos 

marca Sigma-Aldrich. La Casiopeina® III-ia fue sintetizada en el laboratorio 210, del 

departamento de química inorgánica y nuclear, de la facultad de química de la UNAM, que 

fue proporcionado por la M. en C. Ana Luisa Alonso. Como disolventes se utilizó metanol, 

diclorometano y éter etílico grado reactivo. 

2.2 Formación de los niosomas  

La preparación de los niosomas, se realizó por medio del método de formación de la película 

delgada y por el método de inyección del éter.  

2.2.1 Método de la película delgada  

Una mezcla de tensoactivo y colesterol con una relación molar 1:1 y una concentración total 

de 0.2 y 20 mM, se disolvió en 10 mL de una mezcla de metanol/diclorometano (1:4, v/v) y 

fue colocado en un matraz balón de 100 mL; posteriormente el disolvente orgánico fue 

removido bajo vacío en un rotavapor a 60 °C con el objetivo de formar una película delgada 

en el fondo del matraz y el diclorometano residual fue evaporado durante 8 horas a 

temperatura ambiente. La película seca fue hidratada con 10 mL de agua destilada y se 

sonicó durante una hora a 60 °C. Luego de la preparación, la dispersión fue filtrada en un 

papel filtro Wathman #2 con un tamaño de poro de 8 µm y fue reservada para medir tamaño 

de partícula por medio de dispersión dinámica de luz (LSD, por sus siglas en inglés). El 

diagrama general de la metodología anteriormente descrita se presenta en la figura 10.  
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Figura 10. Formación de niosomas mediante el método de hidratación de la película 

delgada. Modificado de [40]. 

2.2.2 Método de inyección del éter  

El método de inyección del éter fue llevado a cabo con modificaciones de acuerdo a como se 

describe a continuación. La cantidad correspondiente de Span 60 y colesterol con una 

relación molar 1:1 y una concentración total de 0.2 y 2 mM, fueron disueltos en 2.5 mL de 

éter etílico. Esta disolución fue agregada por goteo a 10 mL de agua destilada precalentada a 

60 °C. Este nuevo sistema se dejó en agitación durante 90 minutos a temperatura ambiente 

hasta la evaporación del éter. De la dispersión obtenida, 5 mL fueron reservados sin 

sonicación para su caracterización por tamaño de partícula y 5 mL fueron sonicados durante 

30 minutos; todas las formulaciones fueron reservadas para medir tamaño de partícula por 

medio de dispersión dinámica de luz (figura 11).  



31 
 

 

Figura 11. Formación de niosomas mediante el método modificado de inyección del éter. 

Modificado de [40].  

En el cuadro 4 se presenta un resumen de la concentración de tensoactivo/colesterol y el 

tiempo de sonicado para ambos métodos.  

Cuadro 4. Condiciones experimentales para la formación de los niosomas mediante dos 

métodos.  

Método de la película delgada Método de inyección de éter 

Concentración 

Span60/Colesterol 

(mM) 

Tiempo de 

sonicado 

(minutos) 

Concentración 

Span60/Colesterol 

(mM) 

Tiempo de 

sonicado 

(minutos) 

0.2 60 0.2 0 

0.2 30 

20 60 2 0 

2 30 
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2.3 Eficiencia de atrapamiento  

2.3.1 Variación en la concentración Span60/Colesterol  

Con la finalidad de observar la influencia de la concentración del Span60/Colesterol (S/C) en 

la eficiencia de encapsulación, se realizó un estudio tal como lo sugirieron Hao y Li en 2011. 

Se varió la concentración de S/C de 1 a 5 x 10-4 M, mientras que la concentración del soluto 

(Casiopeína III-ia) se mantuvo en 9 x 10-5 M (n = 3 repeticiones). Los niosomas fueron 

preparados de acuerdo al método de inyección del éter. Los sistemas obtenidos fueron 

centrifugados a 8500 rpm durante 25 minutos a 10 °C. El sobrenadante fue medido por 

espectroscopía UV-visible a 294 nm para calcular la eficiencia de encapsulación.  

2.3.1.1 Cuantificación del fármaco 

Para la cuantificación del fármaco se construyó una curva de calibración; para esto, se 

preparó una solución stock de 200 ppm y se prepararon estándares de 0, 2.5, 5, 10, 20, 30, 

40 y 50 ppm. La eficiencia de encapsulación se define como la cantidad en porcentaje de 

fármaco que es encapsulado en los niosomas. La cuantificación del fármaco se llevó a cabo 

mediante la siguiente fórmula:  

                              
                               

                        
                                                  

Para considerar si existía diferencia significativa entre los datos obtenidos, se realizó el 

análisis de ANOVA de un factor.  

2.3.2 Variación de la concentración del soluto 

Con el objetivo de evaluar la concentración del soluto en la eficiencia de encapsulación se 

varió la concentración de la Casiopeína III-ia fijando la cantidad del S/C en 4 x 10-4 M. La 

concentración del soluto se varió de 0.9 a 8 x 10-4 M. La cuantificación del fármaco se llevó a 

cabo de acuerdo al método descrito con anterioridad. Se realizó el ANOVA de un factor.  
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2.4 Morfología  

2.4.1 Microscopía Electrónica de Transmisión (TEM)  

Se determinó la morfología de los niosomas obtenidos mediante microscopia electrónica de 

transmisión por tinción negativa. Para esto, se tomó una gota de la suspensión de los 

niosomas con y sin compuesto que fue directamente colocada sobre una rejilla de niquel 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) [60]. El estudio se 

realizó en un microscopio electrónico marca JEOL modelo JEM-2010. 

2.4.2 Microscopía Electrónica de Barrido (MEB) 

Se realizó un análisis de los niosomas, luego de 10 días de realizada la formulación mediante 

un microscopio electrónico de barrido JEOL JSM-5900LV. Las muestras fueron recubiertas 

con una película de oro y corridas a 200 kV.  

2.5 Tamaño de partícula y potencial zeta 

El tamaño de la partícula y potencial zeta se obtuvo mediante un equipo de Dispersión 

Dinámica de Luz marca NICOMP 380 ZLS. Se tomaron 2 mL de la muestra y se colocaron en 

una celda de vidrio, se midió el tamaño de la partícula y para el potencial zeta se adaptaron 

unos electrodos. En ambos casos se calculó el promedio de las mediciones realizadas con n = 

3.  

2.6 Espectrofotometría de UV-visible  

2.6.1 Modificación de las transiciones d-d durante el sonicado para el método de la película 

delgada 

Se llevó a cabo la espectroscopia de UV-visible de la Casiopeína III-ia para conocer si se 

modificaban las transiciones d-d en el espectro de la Casiopeína III-ia durante el sonicado. 

Para esto, se preparó una solución de Casiopeína 1 mM, se realizó un barrido en un equipo 

de ultravioleta-visible marca Genesys 10S ThermoScientfic de 100 a 1100 nm. El barrido se 

llevó a cabo antes de sonicado, luego de 15, 30, 45 y 60 minutos de sonicado.  
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2.6.2 Interacción de la Casiopeína III-ia con la membrana niosiomal  

Con el objetivo de estudiar una posible interacción de la Casiopeína III-ia con la membrana 

niosomal, se realizó un barrido en la región ultravioleta con una concentración de 

tensoactivo/colesterol de 4 x 10-4 M y una concentración de Casiopeína de 0.9 x 10-4 M. 

Asimismo, con el objeto de observar si existía un cambio en la región visible en las 

transiciones d-d del cobre, se saturó el sistema con una concentración de 2 mM de 

Casiopeína III-ia y una concentración de 6 mM del tensoactivo/colesterol; debido a que el 

Span60 y el colesterol no son solubles en agua, el estudio se realizó en una mezcla 

diclorometano:metanol con una relación 1:1 v/v, con el objetivo de obtener un sistema 

totalmente soluble.  

2.7 Espectroscopía de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) 

La composición de las materias primas (Span® 60, Colesterol y Casiopeína III-ia) y de los 

niosomas con y sin fármaco, se realizó mediante FTIR en un equipo Nicolet Avatar 320 en 

modo transmitancia, en un intervalo espectral de 4000 a 400 cm-1. Para esto, se preparó una 

pastilla de bromuro de potasio con las materias primas, niosomas con y sin fármaco a 

analizar.  

2.8 Estudios de liberación in vitro  

Se evaluó el perfil de liberación de la Casiopeína III-ia mediante estudios de liberación in 

vitro utilizando celdas de difusión en forma horizontal (figura 12). Para esto, 4 mL de una 

dispersión de niosomas con soluto, una dispersión de niosomas sin soluto y una disolución 

de Casiopeína (todas con n = 3 repeticiones) fueron colocados en el compartimento 

donador. Se utilizó una membrana de celulosa regenerada de 12-14 kDa, marca Spectrum 

Labs, la cual fue lavada e hidratada durante 30 minutos con agua destilada. La membrana 

fue colocada entre los dos compartimentos (receptor y donador). Como medio de difusión 

se utilizó agua destilada y se mantuvo a 37 ± 0.5 °C con una agitación constante de 150 rpm. 

Se tomaron muestras a determinados intervalos de tiempo durante 69 horas, las muestras 

tomadas del compartimento receptor fueron reemplazadas con un volumen igual al 
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removido. La liberación fue determinada mediante espectrofotometría a 294 nm. Para la 

cuantificación del fármaco liberado, se realizó una curva de calibración de 0, 2.5, 5, 10, 20, 

30, 40 y 50 ppm.  

 

Figura 12. Celdas de difusión en forma horizontal  

2.8.1 Cinética de liberación  

El método de aproximación utilizado en este trabajo para investigar la cinética de liberación 

del fármaco a partir de los niosomas, fue mediante modelos independientes, por lo que los 

datos obtenidos a partir del análisis in vitro fueron ajustados a las siguientes ecuaciones 

cinéticas: orden cero, primer orden y modelo de Higuchi; a continuación se realiza una 

descripción de cada una.   

2.8.1.1 Cinética de orden cero 

En este modelo se plantea que se libera la misma cantidad de fármaco por unidad de 

tiempo, donde la liberación no depende de la concentración. En un sentido ideal, los 

sistemas de liberación prolongada deben seguir este mecanismo. Se representa por una 

ecuación lineal de la forma:   

                                                             L  L                                                                                                 
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Donde:  

Lt: Liberación del fármaco en el tiempo t. 

Lo: Cantidad inicial del fármaco presente en los niosomas.  

t: tiempo. 

Ko: constante cinética. 

2.8.1.2 Cinética de primer orden  

Las formas farmacéuticas que siguen este perfil de disolución suelen ser matrices porosas 

que contienen principios activos hidrosolubles, y puede ser utilizado cuando se presenta un 

mecanismo mixto o transporte anómalo. Se representa por la siguiente ecuación:  

                                                                  L
 
  - 

 
       L

 
                                                                

L0-Lt = e (k1 x t) 

Ln(Lo-Lt)=k1 x t 

Donde      k1: constante cinética de primer orden. 

2.8.1.3 Modelo de Higuchi 

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

nanoacarreador. 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:  

                                                                  L        
 
                                                                              

Donde     kH: constante de disolución de Higuchi.  

2.9 Evaluación de la actividad in vitro en una línea tumoral 

Se realizó una prueba de inhibición celular en líneas tumorales HeLa (cáncer cervico-uterino) 

de la Casiopeína III-ia libre, los niosomas sin Casiopeína y niosomas con Casiopeína. Los 
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estudios fueron realizados con la ayuda de la M. en C. Silvia Dávila Manzanilla. La evaluación 

de la inhibición se realizó de acuerdo a lo descrito por Dávila en 2010.  

Se sembraron 2 x 104 células HeLa (ATCC) por pozo en una microplaca de 96 pozos (Costar®) 

en presencia de medio D-MEM (Gibco) adicionado con 10 % de SFB (Gibco), 1 % antibiótico 

antimicótico (Gibco) y 1 % aminoácidos no esenciales (Gibco). La microplaca se incubó por 

24 horas a 37 °C y 5 % de CO2. Posteriormente, el medio de cultivo se aspiró y se agregó 100 

μL por pozo de la concentración a evaluar (Cuadro 5) utilizando medio de cultivo como 

vehículo.  

Cuadro 5. Concentraciones usadas para calcular la actividad in vitro. 

 Concentración 

solución Stock 

Concentraciones a evaluar (μM) 

Casiopeína III-ia 245 μM 36 54 72 90 

Niosomas 200 μM 40 80 160 200 

Niosomas con Casiopeína III-ia.* 400/180 μM 80/36 160/72 200/90 400/180 

*Las concentraciones usadas a evaluar fueron establecidas en función de la Casiopeína III-ia 

en el nanoacarreador.  

Se incubó una placa durante 24 horas y otra a 48 horas a las mismas condiciones de 

temperatura y atmósfera. Pasado el tiempo de incubación se aspiró nuevamente el medio 

de cultivo y se adicionaron 100 μL de ácido tricloroacético al 10 % (Baker) en cada pozo. Las 

placas se incubaron a 4 °C durante una hora para fijar las células. Los residuos de ácido 

tricloroacético fueron lavados tres veces con agua.  

La proliferación celular se determinó realizando una tinción con 50 μL de sulforhodamina B 

(Sigma-Aldrich) durante 30 minutos, después de los cuales se retiró el colorante y se lavó 

cuatro veces con 100 μL de ácido acético glacial, para eliminar el exceso del colorante  

Posteriormente se agregó  00 μL de tris base (Sigma-Aldrich) 200 mM, pH= 10.5. La cantidad 

de colorante incorporado se determinó mediante la absorbancia de cada pozo a 564 nm 
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(Microplate reader BIORAD 550). El porcentaje de crecimiento celular para cada 

concentración se calculó con la siguiente ecuación  

                                                               
 

 
                                                 

Donde T es la absorbancia de los pozos tratados y C es la absorbancia de los pozos no 

tratados.  

2.10 ANÁLISIS DE DATOS 

Para graficar los datos arrojados por los equipos de FTIR y espectrofotometría UV-visible se 

utilizó el software OriginPro 8.5.1. Las muestras de microscopía fueron tratadas con el 

software Digital Micrograph 3 y los datos de eficiencia de encapsulación fueron graficados 

en GraphPad Prism 5. Los datos de correlación y constantes cinéticas para los modelos de 

orden cero, primer orden e Higuchi, así como el cálculo de porcentaje de proliferación 

celular se obtuvieron a partir de Excel. 

Para el análisis de los datos obtenido mediante la variación de la concentración de 

Span60/Colesterol y de la Casiopeína III-ia, se usó un análisis de varianza ANOVA de un 

factor, de una vía con 95 % de confianza, con el software StatsGraphics Centurion. 

. 
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III RESULTADOS 

Para la formación de los niosomas, se compararon dos métodos, el método de formación de 

la película delgada y el método de inyección del éter, en ambos casos se varió la 

concentración de Span60/Colesterol (S/C), con el fin conocer la influencia de éste en el 

tamaño de partícula mismo que fue tomada como parámetro principal para seleccionar el 

método y la concentración a usar para la formulación de niosomas con Casiopeína III-ia.  

3.1 Método de hidratación de la película delgada  

3.1.1 Análisis previo: Efecto del sonicado sobre las transiciones d-d del metal 

Tal como se describió en la metodología; para la formación de los niosomas mediante el 

método de la película delgada, se llevó a cabo el sonicado de la muestra para reducir el 

tamaño de partícula obtenido. Previo a la formación de los niosomas, se estudió la 

estabilidad del compuesto de coordinación cuando es sometido al sonicado, para esto se 

realizó un estudio por espectofotometría UV-visible, siguiendo las transiciones d-d del metal 

en la región visible a 0, 15, 30, 45 y 60 minutos. Los espectros obtenidos son presentados en 

la figura 13, donde se observa que con el paso de los minutos la absorción del compuesto es 

mayor, probablemente dado que podría haber ocurrido una pequeña evaporación del 

disolvente (agua) durante el sonicado.  
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Figura 13. Espectros de absorción en la región visible para transiciones d-d para el cobre.  

En la figura 14, se presenta la gráfica del tiempo de sonicado contra absorbancia a 600 nm, 

donde la absorbancia aumenta conforme aumenta el tiempo de sonicado. Se plantea que 

dicho aumento, tal como se mencionó con anterioridad, está dado por un incremento en la 

concentración de la muestra conforme pasa el tiempo y por una disrupción de las posibles 

interacciones que se podrían dar para formar agregados de la Casiopeína III-ia, esto 

atribuyendo al hecho de que por medio de conductimetría se encontró que puede existir 

una posible concentración crítica de agregación a partir de 2.6 mM [61]. 
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Figura 14. Tiempo de sonicado contra absorbancia a 600 nm. 

Por otra parte, también se observa un pequeño desplazamiento hipsocrómico conforme el 

tiempo de sonicado aumenta, este desplazamiento es presentado en la gráfica de la figura 

15, tomando las longitudes de onda en la máxima absorbancia. 

 

Figura 15. Efecto hipsocrómico de la longitud de onda de máxima absorción para CasIII-ia.  

De acuerdo con lo expuesto con anterioridad, se plantea que no existe un cambio estructural 

en la Casiopeína III-ia por efecto del sonicado, los desplazamientos en la absorbancia e 

hipsocrómicos se podrían deber a la ruptura de interacciones intermoleculares débiles entre 

la Casiopeína III-ia. Por lo que la formación de niosomas por el método de la película delgada 

se llevó a cabo.  
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3.1.2 Tamaño de partícula 

En la figura 16, se presenta el tamaño de partícula (en diámetro) obtenido para el método de 

la película delgada variando la concentración de Span60/Colesterol con el objeto de conocer 

si existía un cambio en el tamaño de partícula cuando la concentración de S/C aumentaba. 

Hasta lo revisado en la literatura, las concentraciones usadas para la formación de niosomas 

va de 10-30 mM; sin embargo, en el presente trabajo se observó que cuando se utilizó una 

concentración de 20 mM se obtuvieron tres poblaciones una de ~3000 nm, la segunda de 

~600 nm y una tercera de ~100 nm. En este sentido, diversos autores reportan que para la 

obtención de una sola población, posterior a la formación de las vesículas y su posterior 

sonicación, la dispersión vesicular se filtra en diversos tamaños de filtro con el objeto de 

obtener vesículas unilamelares pequeñas. Por otra parte, cuando se utilizó 0.2 mM, se 

observó la formación de dos poblaciones una de ~600 nm y otra de ~200 nm. Hao y Li en 

2010, reportaron que a esta concentración se obtiene una mejor eficiencia de 

encapsulación.  

Formación de la película delgada
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Figura 16. Tamaño de partícula obtenido mediante dispersión dinámica de luz para 

concentración de C/S de 0.2 mM y 20 mM. 
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La diferencia en el número de poblaciones obtenidas entre las dos concentraciones podría 

deberse por una parte, al espesor de la película formada en el fondo del matraz. En el caso 

de los liposomas se ha visto que al aumentar la concentración de la disolución de 

recubrimiento, la estructura es formada por la extensión con bicapas invertidas adicionales. 

Como consecuencia se podría tener una película multilamelar gruesa, la cual al ser hidratada 

podría estarse formando vesículas multilamelares lo que explicaría la tercera población 

obtenida por arriba de los 3000 nm, mientras que cuando la concentración es menor esta 

tercera población no es observada. Ahora bien, se debe considerar que las mediciones de 

tamaño de partícula fueron realizadas luego de 60 minutos de sonicado, el cual es utilizado 

para la reducción del tamaño de vesículas, por lo que la formación de dos y tres poblaciones 

para una menor y una mayor concentración respectivamente, puede ser atribuida tanto al 

espesor de la película formada como al sonicado aplicado. Asimismo, cuando se utilizó 20 

mM, luego de la hidratación, se observó un precipitado blanco lo que sugiere que al haber 

más monómero tanto del tensoactivo como del Colesterol en el medio, es de esperarse 

formación tanto de vesículas como de precipitado dado la insolubilidad en agua del 

tensoactivo y las atracciones hidrofóbicas entre los monómeros. Para el caso de 0.2 mM 

durante la hidratación probablemente se formaron vesículas grandes unilamelares que se 

reporta van del orden de 100-1000 nm, y durante la sonicación se espera la reducción en el 

tamaño de la vesícula; sin embargo, se ha reportado que el sonicado puede producir alta 

polidispersidad, lo que se traduce a las dos poblaciones encontradas para esta 

concentración.  

3.1.3 Propuesta de formación de los niosomas 

En la figura 17 se presenta una propuesta de formación de los sistemas vesiculares por 

medio del método de la película delgada. Un primer paso en el método es la disolución del 

tensoactivo y el Colesterol en la mezcla metanol/diclorometano (figura 17a), donde los 

monómeros de Span60 y Colesterol se encuentran solvatados por el diclorometano para las 

colas hidrofóbas y el metanol para las cabezas hidrófilas, esto dada la miscibilidad de los 

disolventes, por lo que no se esperaría formación de micelas. Como segundo paso (figura 

17b), se da la evaporación de la mezcla de disolventes, durante el cual las cabezas hidrófilas 
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podrían orientarse hacia la superficie del matraz, dada la hidrofilicidad del vidrio de 

borosilicato; mientras que las colas hidrocarbonadas se orientan hacia el espacio aire/vacío 

con posibles interacciones hidrofóbas entre ellas. Dadas las condiciones de parámetro de 

empaquetamiento y si el tensoactivo puede adoptar una configuración de capa invertida, se 

espera que pueda ocurrir la formación de una bicapa en donde monómeros del tensoactivo 

se orientan de tal forma que las colas hidrofóbicas coincidan. Se plantea que la estructura 

total de la película es estable ya que en el caso de los liposomas, Cohen y Bagatolli 

mencionan que los lípidos en la superficie podrían tener sus cadenas hidrofóbas apuntando 

hacia el exterior mientras que las cabezas polares se encuentran interactuando ya sea con el 

sustrato polar o con grupos de cabeza opuesta de los lípidos [62]. De esta forma se plantea 

que para éste método las cadenas de tensoactivo ya se encuentren preorganizadas en las 

bicapas de la membrana seca. De igual forma, los monómeros del colesterol, podrían 

encontrarse formando puentes de hidrógeno con las cabezas polares del tensoactivo, 

acomodándose entre los monómeros del Span60.  

 

Figura 17. Probable formación de los niosomas por el método de hidratación de la película 

delgada, donde a) monómeros de Span60 y Colesterol en metanol/diclorometano b) Arreglo 

a)  b)  c)  d)  
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de los monómeros en la película delgada, c) hidratación de la película, d) Vesículas formadas 

luego de la hidratación.  

La hidratación de la película delgada (figura 17c) se da como un tercer paso, ya que para que 

ocurra la formación de los niosomas es necesario la presencia de un medio acuoso, sin 

embargo, se sabe que el autoensamblaje en bicapas tanto para fosfolípidos como para 

tensoactivos no iónicos raramente es espontáneo y usualmente se requiere algún tipo de 

energía como agitación física o calor [39,40], por lo que la hidratación debe ser a la 

temperatura de transición de fases del tensoactivo para favorecer la formación de una 

bicapa invertida. El Span60 tiene una Tc de 60 °C, misma que se ve afectada por la inclusión 

del Colesterol en la bipaca produciendo una reducción en la temperatura de Tc, no obstante, 

es común encontrar en la literatura que la hidratación de la película formada por la bicapa 

del Span60/Colesterol se lleve a cabo a 60 °C, dado que hasta lo revisado, no se encontró un 

estudio experimental sobre la reducción de la temperatura inducido por el Colesterol. 

Cuando el agua precalentada es agregada a la película de tensoactivo/colesterol se esperaría 

una hidratación de las cabezas hidrófilas y posteriormente una hinchamiento de la bicapa. 

Por su parte, las moléculas de agua que puedan penetrar el espacio interlaminar provocarían 

una alta tensión superficial. Lo anterior, aunado a posibles efectos estéricos entre las 

cabezas polares hidratadas podrían favorecer una curvatura (C) diferente a cero, lo que 

cinéticamente ayudaría a la formación de las vesículas, probablemente vesículas 

unilamelares grandes (100-3000 nm) (figura 17c) [37,63]. Con el objeto de formar vesículas 

unilamelares pequeñas (<100 nm), se realizó un sonicado, en el cual se provoca que LUVs, 

puedan romperse y se autoensamblen para formar vesículas más pequeñas, evitando la 

interacción del agua con el núcleo hidrocarbonado de la bicapa en los bordes [37,39,40].  

3.2 Método de inyección del éter  

3.2.1 Análisis previo: Volumen a utilizar del éter para la formación de niosomas 

Para la formación de los niosomas por el método de inyección del éter, se evaluó de manera 

visual la cantidad de disolvente a utilizar observando si durante la formación de las vesículas, 

se obtenía formación de agregados, alta, mediana o baja turbidez; esto indicaría si existía 
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una precipitación del tensoactivo, o probable formación de vesículas multilamelares o 

unilamelares grandes. En la figura 18 se presenta la posible formación de las vesículas 

variando la cantidad de éter desde 1 hasta 4 mL. De acuerdo con los resultados, cuando se 

utilizó una menor cantidad de éter (1 mL) se observaba precipitación del tensoactivo y 

colesterol, esto probablemente se debía a que dada la rápida evaporación del disolvente 

favorecía el agregado de los monómeros del tensoactivo, mientras que conforme se 

aumentó la cantidad de éter no se observó la formación de agregados pero si una mediana 

turbidez, lo que podría indicar que se tenía un sistema con posible formación de agregados 

en el orden de micrómetros. Cuando la cantidad usada fue de 2.5 y 3 mL se observó una baja 

turbidez, mientras que cuando se utilizó 4 mL se volvió a observar una mayor turbidez en el 

sistema.  

 

Figura 18. Evaluación de forma visual si existía una turbidez en el sistema dependiente del 

volumen del disolvente.  

De acuerdo con los resultados anteriores, se tomó 2.5 mL de disolvente para realizar la 

formación de los niosomas con el método de inyección del éter, ya que como se mencionó 

anteriormente, fue donde se observó una menor turbidez.  
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3.2.2 Tamaño de partícula  

Al igual que para el método de la película delgada, para la formación de las vesículas por 

medio del método de inyección del éter, se varió la concentración de Span60/Colesterol, 

usando 0.2 y 2 mM y ambas formulaciones se les evaluó con sonicado y sin sonicado. El 

tamaño de partícula obtenido (en diámetro) es presentado en la figura 19. 
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Figura 19. Tamaño de partícula obtenido mediante el método de inyección del éter para 0.2 

y 2 mM, donde s/s: sin sonicado y c/s: con sonicado.  

Se observó que cuando la concentración fue de 2 mM se obtenía para ambos casos (c/s y 

s/s) tres poblaciones de partícula; mientras que cuando se utilizó 0.2 mM se obtenía dos 

poblaciones, siendo de un menor tamaño (~25 nm y ~300 nm) cuando se aplicó sonicado. 

Por otra parte, al igual que en el método de formación de la película delgada, al aumentar la 

concentración, el número de poblaciones aumentó, y cuando se le aplicó sonicado la 

dispersión aumentó, probablemente porque el ultrasonido aplicado no es uniforme lo que se 

traduce en diferentes poblaciones en la dispersión. 
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3.2.3 Propuesta de formación de los niosomas Inyección del éter  

 

 

 

Figura 20. Propuesta de formación del sistema niosomal mediante el método de inyección 

del éter. Donde a) monómeros de Span60/Colesterol en éter, b) disolución acuosa de 

Casiopeína III-ia, c) inyección por goteo de la disolución de Span60/Colesterol y evaporación 

del disolvente, d) formación de una posible monocapa sobre la superficie acuosa, e) 

formación de SUVs y LUVs.  

En la figura 20 se presenta la posible formación de los niosomas mediante el método de 

inyección del éter, en el cual se realiza una disolución del tensoactivo y el colesterol en éter 

a) b) 
c) 

d) e) 
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etílico (figura 20a) y una disolución de la Casiopeína III-ia en un agua (figura 20b). Como 

siguiente paso (figura 20c), se realizó una inyección por goteo de la disolución de éter en el 

agua precalentada; se espera una rápida evaporación del disolvente orgánico dado su punto 

de ebullición (35 °C) y que la temperatura del agua se encontraba a 60 °C dada la 

temperatura de transición de fases del tensoactivo.  

Se ha visto que los monoestereatos de sorbitan pueden formar monocapas en donde las 

cadenas hidrocarbonadas son dirigidas hacia la fase oleosa mientras que las cabezas polares 

se dirigen a la fase acuosa [64]. Por lo que, durante la evaporación del disolvente (figura 20c) 

monomeros del Span60 y el Colesterol podrían migrar hacía la superficie del agua dada la 

hidrofobicidad que presentan, donde las cadenas hidrocarbonadas son orientadas hacia el 

espacio aire/vacio y las cabezas hidrófilas hacía la fase acuosa. Las propiedades de los 

derivados de ácidos grasos adsorbidos en la interfase agua/aire depende de la interacción 

lateral entre las cadenas alifáticas adyacentes, misma que se vería favorecida gracias a que 

el agua es un disolvente pobre para las cadenas hidrocarbonadas [65]. Se ha reportado que 

para el Span60 se pueden formar monocapas condensadas a temperatura ambiente, lo que 

resulta en una mayor estabilidad gracias a su larga cadena hidrocarbonada y que no 

presenta insaturaciones, por lo que las interacciones entre las cadenas vecinas son más 

grandes. Asimismo se reportó que cuando la temperatura incrementa, las monocapas de 

Span60 llegan a ser más expandidas, sin embargo, hasta los 42 °C aún permanece 

parcialmente como un tipo líquido-condensado [65] por lo que se esperaría que durante la 

evaporación del disolvente y la posible formación de una monocapa el Span60 se comience a 

formar una monocapa tipo expandida, y conforme la temperatura disminuye hasta la 

ambiental, se puede llegar a tener una monocapa de tipo condensada, por lo que la 

estabilidad aumentaría (figura 20d). Sin embargo, cuando la concentración del tensoactivo 

aumenta, la presión superficial del tensoactivo es suficiente para llegar a una alta tensión 

interfacial entre el agua y la porción hidrocarbonada, se puede dar la asociación de los 

monómeros anfifilos dentro de las vesículas a causa de su asociación. Se ha reportado que 

para el Span60 en una interfase agua/aceite la concentración micelar crítica es de 

aproximadamente 0.0070 mg/mL [65] (figura 20d). Simultáneamente las repulsiones 
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hidrofílicas y estéricas entre los grupos de la cabeza asegura que estos grupos se encuentren 

en contacto con el agua. Estas dos fuerzas opuestas, el valor HLB y el parámetro de 

empaquetamiento del Span60 dan lugar al ensamble supramolecular [38].  

3.3 Hidratación de la película delgada (HPD) vs inyección del éter (IE).  

Previo a la nanoencapsulación de la Casiopeína III-ia se comparó el tamaño de partícula 

obtenido por los dos métodos evaluados (cuadro 6) cuando la concentración 

tensoactivo/Colesterol fue de 2 x 10-4 M.  

Cuadro 6. Comparación del tamaño de partícula en número obtenido por dos métodos.  

 

 

 

 

 

De acuerdo con el cuadro seis, para ambos método con la misma concentración se 

obtuvieron dos poblaciones, una alrededor de 100 nm y la otra alrededor de 600 nm; sin 

embargo, cuando se observa el porcentaje en número del total de las partículas analizadas 

de la muestra, se tiene que la población de ~100 nm representa la mayor población (99.5 % 

para HPD y 99 % para IE). Si bien, se podría usar alguno de los dos métodos para la 

formación de los niosomas, el método de inyección del éter presenta varias ventajas 

respecto al método de hidratación de la película delgada, los cuales se enlistan a 

continuación:  

1.- La administración de fármacos para el tratamiento contra el cáncer, se da generalmente 

por vía intravenosa, por lo que los nanoacarreadores usados contra esta patología requieren 

un tamaño de partícula por debajo de 200 nm, dado que es más difícil que sean detectados 

por los fagocitos y dado el efecto EPR. En el caso del método de HPD se obtienen 

Método Φ± DE (nm) en 

diámetro 

Porcentaje en 

número 

Hidratación de la película delgada (HPD) 101 ± 22 

545 ± 110 

99.5 

0.5 

Inyección del éter (IE) 108 ± 30 

610 ± 170 

99 

1 
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principalmente vesículas unilamelares grandes que van del orden de 100-1000 nm, por lo 

que resulta necesario la reducción del tamaño de partícula, generalmente por medio de 

sonicado, no obstante éste representa un gasto energético alto. Aunado a esto, se ha 

reportado que cuando se aplica sonicado no se obtiene un tamaño uniforme de partícula, y 

su escalamiento industrial podría resultar complicado. Mientras que en el método de 

inyección del éter no es necesario aplicar sonicado para obtener la misma población. Es de 

importancia mencionar que previo al sonicado se observa una disolución turbia lo que indica 

un mayor tamaño de partícula.  

2.- Por otra parte, para la formación de la película delgada se requiere un matraz de fondo 

redondo, en el cual se asume que la superficie de éste se encuentra lisa por lo que la película 

formada será totalmente uniforme, pero probablemente el material utilizado podría haber 

presentado rugosidad lo que provocó que algunos sitios el espesor de la película fuera 

mayor, favoreciendo de esta forma la formación de vesículas multilamelares y posible 

polidispersidad.  

3.- En el método de formación de la película delgada, se utilizan grandes cantidades de 

disolvente (10 mL), principalmente diclorometano y metanol, quienes tienen un ICH de clase 

2, el cual, según la FDA, indica que se trata de disolventes que se debe limitar su uso en 

productos farmacéuticos por su inherente toxicidad. Mientras que el éter (usado para el 

método de inyección del éter), tiene un ICH de clase 3, que indica que se trata de un 

disolvente menos tóxico para la salud humana, pero se recomienda un uso máximo de 5,000 

ppm [66]. 

De acuerdo con lo expuesto con anterioridad, se decidió trabajar con el método de inyección 

del éter para la nanoencapsulación de la Casiopeína III-ia en los niosomas. 

3.4 Eficiencia de encapsulación (EE) 

Hao y Li en 2010, reportaron que la concentración del Span60/Colesterol (S/C) tiene una 

fuerte influencia en la eficiencia de encapsulación. Es por lo anterior, que se varió la 

concentración de S/C de 0.1 a 0.5 mM. 
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En el cuadro siete, se presenta la eficiencia de encapsulación obtenida para las 

concentraciones evaluadas. Se encontró que para todos los casos se obtuvieron EE por 

arriba del 70 %, exceptuando para 0.2 mM. Obteniendo un mayor valor cuando la 

concentración de S/C fue 0.1 mM.  

Cuadro 7. Eficiencia de encapsulación con variación en la concentración de S/C de 0.1 a 0.5 

mM. 

Concentración 

S/C (mM) 

Eficiencia de 

encapsulación (%) 

Error estándar 

(%) 

0.1 76.91 4.65 

0.2 58.09 9.52 

0.3 73.77 8.02 

0.4 75.75 3.42 

0.5 72.74 5.47 

 

Aunque para 0.1 mM se obtuvo la mayor eficiencia de encapsulación, al graficar los datos 

obtenidos (figura 21), se observó que los errores estándar eran muy parecidos, por lo que se 

procedió a realizar un ANOVA de un factor, el cual indicó que no existía diferencia 

significativa entre los valores, por lo que la concentración de S/C no tiene influencia en la 

eficiencia de encapsulación. Pese a esto, tal como se puede observar en la figura 21 y en el 

cuadro siete, a una concentración de 0.4 mM se observó el menor error estándar, por lo que 

fue la concentración de S/C usada para la nanoencapsulación de la Casiopeína III-ia.  
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Figura 21. Eficiencia de encapsulación con variación en la concentración de S/C de 0.1 a 0.5 

mM. 

Por otro lado, Hao y Li también mencionan que la concentración del fármaco (soluto) tiene 

influencia sobre la eficiencia de encapsulación, ellos observaron que a mayor concentración 

del compuesto la EE disminuye. En este trabajo, se varió la concentración de la Casiopeína 

III-ia desde 9 x 10-5 M hasta 7 x 10-4 M, con una concentración fija de S/C de 0.4 mM con el 

objeto de observar lo anteriormente descrito.  
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Figura 22. Eficiencia de encapsulación al variar la concentración de la Casiopeína III-ia. 

Como se observa en la figura 22, a medida que se incrementa la concentración del soluto, la 

eficiencia de encapsulación decrece, cuando la concentración es menor se tiene una 

encapsulación de hasta 70 %; mientras que cuando se tiene la mayor concentración se 

obtuvo una EE de hasta 39 %. Es por lo anterior, que se realizó un análisis ANOVA de un 

factor, donde se encontró que si existía diferencia significativa entre los datos, por lo que la 

concentración del compuesto si influye en la EE. 

Con la finalidad de investigar la influencia de la cantidad del compuesto, la capacidad de 

encapsulación del sistema niosomal ha sido examinada por la variación de la concentración 

de la Casiopeína III-ia mientras que la cantidad total de S/C se mantuvo en 4 x 10-4 M. Para 

esto, se realizó un análisis relacionando la concentración del soluto cargado con la 

concentración del Span60/Colesterol de acuerdo con la siguiente fórmula:  
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La relación anteriormente descrita (R), fue graficada contra la concentración de la 

Casiopeína III-ia.  

0 1 2 3 4 5 6 7

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

R

Concentraciَ n soluto (x10
-4
 mM)

 

Figura 23. Relación de la concentración del soluto cargado con la concentración del S/C 

contra la concentración del soluto. 

En la figura 23, se observa que a medida que la concentración del soluto incrementa la R 

incrementa, lo que podría indicar un aumento en el fármaco atrapado en los niosomas, no 

obstante, cuando se llega a una concentración de 4 x 10-4 M ya no se observa un incremento 

lineal, las desviaciones estándar entre 4, 5.1 y 7 mM, se observan sobrelapadas lo que indica 

que aunque se agregue más soluto, el fármaco cargado en los niosomas ya no incrementaría, 

por lo que la concentración donde se observa una carga máxima de compuesto es a 4 x 10-4 

M.  

Ahora bien, estos resultados toman en cuenta la cantidad del compuesto que fue cargado en 

una cantidad específica de Span60/Colesterol. Mientras que para los resultados de eficiencia 

de encapsulación, únicamente se considera la cantidad "cargada" del compuesto sobre la 

cantidad total añadida del compuesto. Si bien la gráfica de la figura 23 indica que la cantidad 

Concentración soluto 
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máxima de Casiopeína III-ia encapsulable en los niosomas (dada la concentración de éstos) 

es de 4 x 10-4 M, añadir una cantidad equimolar del compuesto, no resultaría en la más alta 

eficiencia de encapsulación, es decir, del total de compuesto añadido sólo el 60 % se 

encontraría encapsulado según resultados de eficiencia de encapsulación. Tomando en 

cuenta lo anterior, una concentración de 9 x 10-5 M resulta en una alta eficiencia de 

encapsulación, por lo que fue la concentración elegida para la formulación de los niosomas.  

Una vez establecido la concentración del S/C en 4 x 10-4 M y de la Casiopeína III-ia en 9 x 10-5 

M, se procedió a medir el tamaño de partícula, potencial zeta y observar la morfología de los 

sistemas niosomales.  

3.5 Microscopía electrónica de transmisión (TEM) 

La formación y morfología de los niosomas fue observada mediante microscopía, las 

micrografías obtenidas son presentadas en las figuras 24 y 25 sin y con Casiopeína III-ia 

respectivamente.  

 

Figura 24. Micrografías de los sistemas niosomales sin Casiopeína III-ia  
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Figura 25. Micrografías de los sistemas niosomales con Casiopeína III-ia.  

Ambos sistemas mostraron estructuras vesiculares esféricas unilamelares con un tamaño 

aproximado de 60 nm, cuando el sistema no tenía fármaco, mientras que cuando encapsuló 

la Casiopeína se obtuvieron tamaños de 40 nm aproximadamente. En todas las micrografías, 

se observa las orillas de los sistemas vesiculares más oscurecidos, probablemente por la 

presencia del acetato de uranilo embebido en la bicapa vesicular. Por otro lado, no se 

observó cristales o agregados de Casiopeína III-ia sobre la superficie de los niosomas, por lo 

que se piensa el compuesto se encuentra nanoencapsulado. 

3.6 Tamaño de partícula y potencial zeta  

El tamaño de partícula y potencial zeta fue estimado mediante un equipo de dispersión 

dinámica de luz, los resultados obtenidos son presentados en el cuadro ocho.  
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Cuadro 8. Tamaño de partícula y potencial zeta para los sistemas niosomales con y sin 

Casiopeína III-ia. Tamaños de partícula reportados en número.  

Tamaño de partícula en diámetro 

Φ±SD  nm   

Potencial zeta (mV)  

Con CasIII-ia Sin CasIII-ia Con CasIII-ia Sin CasIII-ia 

208 ± 2 27 ± 15 0 ± 0  0 ± 0  

Se evaluó el tamaño de partícula cuando la concentración del Span60/Colesterol fue 4 x 10-4 

M y la concentración de la Casiopeína III-ia fue 9 x 10-5 M. Se observó que cuando se realizó 

la formación de los niosomas sin Casiopeínas se obtuvo un tamaño promedio de 27 nm con 

una alta dispersión (n = 3), mientras que cuando se encapsuló la Casiopeína se obtuvo un 

tamaño promedio de 208 nm.  

Se midió potencial zeta (cuadro 8), donde se obtuvo un valor promedio de 0 mV para ambos 

casos. Se esperaba que la Casiopeína en disolución, al ser un compuesto iónico, 

proporcionara alguna carga al sistema; pese a esto, no se pudo observar dicho 

comportamiento dado que el potencial zeta indica cambios en el potencial de la superficie y 

en las fuerzas de repulsión entre los coloides. Se trata del punto en el cual la capa de 

contraión que rodea a una partícula cargada negativa o positivamente. Dicho lo anterior, si 

la Casiopeína III-ia se encontrara en la superficie del niosoma le otorgaría cierta carga al 

sistema, y los iones nitrato actuarían como contraión. Sin embargo, se propone una 

encapsulación de la Casiopeína dado el potencia zeta obtenido por el niosoma y lo 

observado en microscopía, por lo que no existiría una capa stern ni una capa difusa, 

mientras que la Casiopeína libre con su contraión nitrato se encuentra en equilibrio con la 

disolución del sistema. El potencial zeta obtenido indica que estos sistemas son sistemas 

inestables, propiciando una rápida coalescencia dado que no existen repulsiones 

electrostáticas y por lo tanto un corto tiempo de almacenamiento. Esta inestabilidad fue 

confirmada mediante microscopía electrónica de barrido, donde luego de 10 días se 

observaron los sistemas niosomales obtenidos (figura 26). 
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Figura 26. Micrografía del sistema niosomal luego de 10 días de realizada la formulación.  

En las micrografías anteriores, se observa estructuras amorfas en el orden de 1.72 μm, dada 

la coalescencia sufrida luego de 10 días de realizada la formulación, estos resultados 

coinciden con lo obtenido con el potencial zeta. Dada esta situación, resulta de importancia 

estabilizar los coloides; una alternativa, es agregar aditivos que puedan otorgarle carga a la 

membrana niosomal y de esta forma incrementar la estabilidad del sistema. En este sentido, 

se ha utilizado principalmente dicetilfosfato que le otorga una carga negativa a las vesículas 

generando repulsiones electrostáticas y otorgando estabilidad. Sin embargo, es de 

importancia considerar que la Casiopeína III-ia se trata de un compuesto de coordinación, 

con una posición axial vacante en el centro metálico. Es por lo anterior, que se realizó un 

estudio por medio de espectrofotometría UV-visible en el cual, la Casiopeína III-ia fue 

disuelta en una disolución de buffer de fosfatos y fue comparada con la banda de absorción 

obtenida en la región visible de las transiciones d-d de la Casiopeína III-ia en disolución 
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acuosa. En ambos casos, el compuesto tuvo una concentración de 2 mM; el espectro 

obtenido es presentado en la figura 27. 
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Figura 27. Espectros de absorción de la región visible de la Casiopeína III-ia en agua (2 mM) y 

en buffer de fosfatos (2 mM). 

De acuerdo con el espectro anterior se observa un pequeño incremento en la absorbancia 

cuando la Casiopeína se encuentra en buffer de fosfatos y un pequeño desplazamiento 

hipsocrómico en el espectro; dicho desplazamiento podría estar dado por la interacción del 

grupo fosfato con la Casiopeína III-ia en posición axial. Pese a esto, no se observa la aparición 

de una nueva banda ni un desplazamiento significativo, por lo que se piensa no existe un 

descoordinación de alguno de los ligantes.  

Dados los resultados anteriores, debe considerarse, que en el caso de los niosomas, el dicetil 

fosfato se encontrará probablemente formando interacciones por puentes de hidrogeno en 

la superficie de la membrana niosomal. Tomando en cuenta un estudio teórico realizado por 

Galindo y colaboradores, donde su objetivo era describir el sitio específico de 

reconocimiento entre el DNA y la Casiopeína III-ia, el estudio dio como resultado que la 

Casiopeína III-ia tienen una preferencia en posicionarse en el surco menor del DNA, con un 
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oxígeno del grupo fosfato coordinado axialmente al átomo de cobre de la Casiopeína y con 

una molécula de agua en la posición axial opuesta, obteniendo de este modo, un aducto 

final estable (figura 28) [67]. 

 

Figura 28. Interacción de la Casiopeína III-ia con el grupo fosfato en el surco menor del ADN 

[67]. 

Descrito lo anterior, se plantea que una inserción del dicetil fosfato en la membrana 

niosomal, favorecería la coordinación de la Casiopeína III-ia con el grupo fosfato en posición 

apical, siendo estabilizado por una molécula de agua cuando el sistema se encuentre en 

disolución, por lo que la liberación de la Casiopeína III-ia se vería afectada dada la estabilidad 

de la nueva molécula formada, disminuyendo de este modo la eficacia terapéutica del 

compuesto. 

3.7 Espectroscopía UV-visible  

3.7.1 Interacción Casiopeína III-ia-Span60-Colesterol 

3.7.1.1 Región visible  

Se evaluó la interacción de la Casiopeína III-ia con la mezcla de Span60 y Colesterol mediante 

espectroscopía UV-visible. Para evaluar algún cambio en las transiciones d-d del metal en la 
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región visible, una disolución de Casiopeína III-ia (2 mM), una mezcla de Span60/Colesterol 

(6mM) y una mezcla de Casiopeína III-ia (2mM)/Span60/Colesterol (6 mM) fueron usadas 

con el objeto de evaluar si el Span o el Colesterol no afectan las transiciones en esta región. 

Debido a que tanto el tensoactivo como el colesterol son insolubles en un medio acuoso, el 

estudio se realizó en una mezcla de metanol:diclorometano (1:1). Dichas concentraciones 

fueron escogidas dadas las transiciones d-d del metal que al ser señales débiles es necesario 

saturar el sistema, por lo que se utilizó 2 mM para la Casiopeína III-ia y tomando en cuenta 

las concentraciones usadas para la formación de los niosomas, se escaló la concentración del 

Span60/Colesterol a 6 mM. Los espectros obtenidos son presentados en la figura 29.  
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Figura 29. Espectro visible de la Casiopeína III-ia con concentración de 2 mM. Mezcla de 

Casiopeína III-ia, Span 60 y Colesterol (6 mM) y mezcla de Span 60 y Colesterol (6 mM), en 

una mezcla de diclorometano:metanol (1:1).  

Como se observó en el espectro anterior, el uso del Span60 y el Colesterol no produce un 

cambio en la longitud máxima de absorción de las transiciones d-d de la Casiopeína III-ia. La 
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pequeña diferencia en las absorbancias es debido a la rápida evaporación del disolvente 

orgánico. Por otra parte, dada la naturaleza orgánica del tensoactivo y del colesterol, no 

presentan absorciones en el espectro visible (línea azul).  

3.7.1.2 Región ultravioleta 

Se evaluó la posible interacción de la membrana niosomal con la Casiopeína III-ia en la 

región ultravioleta. Las concentraciones usadas para este análisis fueron las establecidas 

para la formación de los niosomas (4 x 10-4 M de Span60/Colesterol y 9 x 10-5 M para la 

Casiopeína) y para la disolución de la Casiopeína se usó una concentración de 1 x 10-5 M. A 

diferencia del espectro presentado en la región visible, los sistemas evaluados fueron los 

niosomas ya formados, y los niosomas en dispersión con el compuesto encapsulado. Se 

observan dos picos máximos de absorción para la Casiopeína III-ia en 208 y en 294 nm 

correspondientes a la bipiridina.  
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Figura 30. Espectro de absorción en la región ultravioleta para Casiopeína III-ia (1 x 10-5 M), 

niosoma (4 x 10-4 M) y niosoma (4 x 10-4 M) con Casiopeína III-ia (9 x 10-5 M).  

Tal como se observa en la figura anterior, los niosomas no presentaron absorción en la 

región y a la concentración evaluada, esto nos sugiere que al realizar los estudios de 
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eficiencia de encapsulación no se obtuvo un falso positivo. Por otro lado, al comparar los 

espectros de la Casiopeína libre y Casiopeína con niosoma, no se observa cambio alguno en 

los bandas máximas de absorción, lo que sugiere que no existe algún tipo de interacción de 

la Casiopeína con la membrana niosomal. En este sentido, para corroborar lo sugerido por el 

espectro obtenido en la región ultavioleta, se realizó un análisis cuantitativo de una posible 

interacción de la Casiopeína con la membrana niosomal, dicho análisis es descrito a 

continuación.  

3.7.2 Análisis cuantitativo de posibles interacciones débiles entre la membrana niosomal y la 

Casiopeína atrapada o en disolución 

Para los niosomas formados con algún Span, es posible obtener una membrana en bicapa 

donde las cabezas hidrofílicas, están conformadas por un sorbitol deshidratado. Por lo que el 

compuesto encapsulado, dependiendo de su estructura química, podría tener algún tipo de 

interacción con la membrana niosomal, principalmente interacciones débiles como puentes 

de hidrógeno formados con los grupos OH del sorbitan. Hao y Li en 2011 propusieron un 

esquema general para la interacción y no interacción del fármaco con los niosomas cuando 

el compuesto llega a un equilibrio en disolución o en dispersión; donde el fármaco puede 

estar embebido de tres maneras:  

 Fármaco atrapado sin interacción con la membrana niosomal.  

 Fármaco no atrapado localizado en el medio acuoso. 

 Fármaco con interacción con el niosoma fuera o dentro del niosoma 

El esquema general de lo anteriormente descrito es presentado en la figura 31. 
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Figura 31. Posibles interacciones de la Casiopeína III-ia con los niosomas. Modificado de [41]. 

La ecuación de equilibrio para niosomas con Span60, Colesterol y Casiopeína, puede ser 

descrita por:  

Span60 + Casiopeína  
K

Casiopeína-Span60 + Casiopeína@Span60
                   (3.2) 

Donde:  

 Casiopeína-Span60: Especie de moléculas de Casiopeína que interactúa con los 

niosomas.  

 Casiopeína@Span60: Especie de Casiopeína atrapado sin interacción con la 

membrana de los niosomas. 

 K= constante de equilibrio.  
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 Span60: Se representa como la concentración total, debido a que se propone que la 

interacción entre el Colesterol y el Span60 dentro de la bicapa se da entre la cabeza 

hidrofílica 3-beta-hidroxil del colesterol, la cual es capaz de posicionarse en las 

proximidades del grupo éster del monoestereato de sorbitan formando puentes de 

hidrógeno con el oxígeno del éster, mientras que el anillo hidrofóbico esteroide se 

orienta paralelamente a las cadenas alquílicas del tensoactivo [68,69]. Por lo que una 

interacción entre un fármaco hidrofílico y el colesterol se vería afectado por un 

impedimento estérico de las cabezas de sorbitan del tensoactivo.  

Las concentraciones iniciales son:  

Span60: [Span60]0;   Casiopeína: [Casiopeína]0;   [Casiopeína-Span60]: 0;    

[Casiopeína@Span60]: 0; [mol/L] 

Las concentraciones en el equilibrio: 

Span60: [Span60]e; Casiopeína: [Casiopeína]e;  Casiopeína-Span60:[Casiopeína-Span60]e;  

Casiopeína@Span60:[Casiopeína@Span60]e; [mol/L] 

De acuerdo con la ecuación de equilibrio, la constante de equilibrio está dada por:  

K = 

[Casiopeína-Span60]e
[Casiopeína@Span60]e

[Span60]e [Casiopeína]e
                                            (3.3)  

Entonces para el [span60] en el equilibrio:  

[Span60]e = [Span60]0 - [Casiopeína-Span60]e                                                                         (3.4) 

En la ecuación 3.4, para la concentración del Span60 en el equilibrio, se debe tomar en 

cuenta la concentración inicial del tensoactivo menos lo que interactúa con la Casiopeína 

[Casiopeína-Span60], pero no debe tomarse en cuenta el Span60 que no se encuentra 

interactuando con el compuesto (Span60@Casiopeína), ya que éste formaría parte del 

[Span60]0.  

Para la Casiopeína en el equilibrio:  

[Casiopeína]e = [Casiopeína]0 - [Casiopeína-Span60]e - [Casiopeína@Span60]e                         (3.5) 
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Para poder conocer la constante de equilibrio y el porcentaje de interacción del fármaco con 

los niosomas, Hao y Li, propusieron linealizar la ecuación de tal forma que las 

concentraciones conocidas por medio de espectrofometría de UV-visible (variando la 

concentración del Casiopeína III-ia) sean graficadas contra las concentraciones iniciales de la 

Casiopeína:  

Conociendo: [Casiopeína]0    [Casiopeína]e   y   [Span60]0 y dado que es de especial interés 

conocer [Casiopeína-Span60], la ecuación 3.5, puede ser reordenada de tal forma que:  

 

[Casiopeína@Span60] = [Casiopeína]0 - [Casiopeína-Span60]e - [Casiopeína]e                 (3.6) 

 

De este modo, la ecuación 3.4 y 3.6, pueden ser sustituidas en la 3.3, obteniendo la siguiente 

ecuación para la constante de equilibrio:  

  

K = 

[Casiopeína-Span60]e

[Span60]0

[Casiopeína]0  - [Casiopeína-Span60]e - [Casiopeína]e

[Casiopeína]e  
- [Casiopeína-Span60]e

              (3.7) 

Para lograr la linealización anteriormente mencionada, es necesario reordenar 

algebraicamente términos, donde la ecuación utilizada para obtener la constante de 

equilibrio es la siguiente:  

+ [Casiopeína-Span60]e
[Casiopeína-Span60]e

[Casiopeína]0  =
[Span60]0  [Casiopeína]eK 

       (3.8) 

Una vez obtenida la ecuación siete, se graficó [Casiopeína]e = concentración de Casiopeína 

no atrapada vs [Casiopeína]0 =Casiopeína inicial. 

 La gráfica obtenida es presentada en la figura 32. 
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Figura 32. Obtención de la constante de equilibrio de soluto en equilibrio vs soluto inicial.  

A partir de la gráfica anterior, se obtuvo la siguiente ecuación:  

y = 1.351 x [Casiopeína]e + 8 x 10-5                                                                                            (3.9) 

 

Donde:  

[Casiopeína-Span60]e = 8 x 10-5 M    y    

= 1.351   
[Casiopeína-Span60]e

[Span60]0  K 

  

 Y conociendo que, [Span60]0 = 4 x 10-4 M 

Es posible calcular la constante de equilibrio sustituyendo términos:  
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La constante de equilibrio fue igual a 0.27, un valor por debajo de 1 indica que el equilibrio 

es favorecido hacía los "reactivos", es decir hacía la concentración inicial de Span60 y 

Casiopeína por lo que se favorece la Casiopeína libre, mientras que la cantidad de fármaco 

con interacción con la membrana, sería pequeño. Para calcular la cantidad de fármaco 

interaccionando con la membrana se hizo una relación entre la concentración de Span60-

Casiopeína encontrada a partir del intercepto de la gráfica obtenida de la concentración de 

Casiopeína no atrapada y la concentración inicial del Span60. En la siguiente ecuación se 

observa lo descrito con anterioridad:  

                    

         
          ó                          

 (8 x 10-5 M/4 x 10-4 M) = 0.20 x 100 = 20 %   

Se encontró que el 20 % de la Casiopeína se encuentra formando algún tipo de interacción 

con la membrana niosomal. Se propone que la interacción esté dada principalmente entre 

los grupos OH de la cabeza de sorbitan del Span60 y los carbonos y nitrógeno de la piridina 

de la Casiopeína III-ia, por interacciones por puentes de hidrógeno (figura 33).  
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Figura 33. Interacción de la bipiridina de la Casiopeína por puentes de hidrógeno con el 

grupo O-H de la cabeza hidrofílica del Span60.  

Aludiendo a la figura anterior, la propuesta fue realizada de esa forma ya que en el estudio 

teórico realizado por Galindo, mediante el análisis de distribución de densidad electrónica de 
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la teoría cuántica de átomos en moléculas, se observó que la Casiopeína puede tener 

interacciones débiles entre el grupo azúcar y el ligante aromático de la Casiopeína. Estas 

interacciones están dadas, debido a que la coordinación de un grupo fosfato dentro de una 

posición axial de los átomos de cobre produce una transferencia de electrones del centro 

metálico que compensa la deficiencia de electrones de los ligantes, al mismo tiempo que la 

deoxirribosa dona densidad electrónica de forma axial con átomos de hidrógeno y oxígeno a 

la bipiridina. Se describen varias interacciones como son C-H--pi, O---pi (C) y O---pi(N) [67], 

tal como se observa en la figura 34.  

 

Figura 34. Interacciones de la Casiopeína III-ia: b) cobre con el grupo fosfato del nucleótido, 

c,d) Interacciones débiles de la bipiridina con el azúcar [67].  

Si bien, el entorno electrónico para el sistema ADN-Casiopeína y el sistema niosoma-

Casiopeína es diferente, dados los grupos fosfatos presentes en el primero, la cabeza de 

azúcar que contienen ambos puede otorgar una idea, de la posible interacción del 

compuesto con el niosoma. Una introducción de una molécula de agua en posición apical 

genera que el ión metálico pierda densidad electrónica que se puede redistribuir hacía los 

ligantes. El exceso de densidad electrónica podría generar las interacciones descritas en la 

figura 33 entre el sorbitol y la Casiopeína III-ia. Por otro lado, se podría plantear una 

interacción de los grupos OH del sorbitol con el cobre de forma axial, siendo estabilizados 
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por una molécula de agua en la posición apical opuesta, aunque, esta interacción podría 

encontrarse estéricamente impedida, dado el volumen de las cabezas hidrófilas cuando se 

encuentran formando la membrana niosomal.  

3.8 Espectroscopía de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR) 

Se realizó la espectroscopía de infrarrojo, para la Casiopeína III-ia, Span60, Colesterol, 

niosomas y niosomas con Casiopeínas, con el objeto de observar la encapsulación del 

compuesto. A continuación se presentan los espectros obtenidos de las materias primas y 

los sistemas niosomales.  

3.8.1 Casiopeína III-ia 
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Figura 35. Espectro de infrarrojo de la Casiopeína III-ia.  

En la figura 35 se presenta el espectro de infrarrojo para la Casiopeína III-ia, donde se 

observan las bandas características de la bipiridina y el acetilacetonato. En 3479 cm-1 

vibraciones correspondientes a C-N, en 1616 cm-1, las vibraciones correspondientes al enlace 

C=N, en 1525 cm-1 vibraciones C=C, 1490 cm-1 vibraciones del C=C, 831 cm-1 vibraciones 
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aromáticas de las piridinas y 780 cm-1 aromáticos monosustituidos. Mientras que la banda 

del grupo carbonilo del acetilacetonato se observa en 1587 cm-1. Por su parte, la banda de 

absorción del contraión nitrato está dada en 1387 cm-1.   

3.8.2 Span 60 
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Figura 36. Espectro de infrarrojo del monoestereato de sorbitan (Span60).  

En la figura 36 se observan las vibraciones de enlace de la molécula de monoestereato de 

sorbitan. En 3400 cm-1 se observa una banda características de alcoholes polivalentes, 

referente a los alcoholes del sorbitol deshidratado. 2915 cm-1 y en 2850 cm-1 vibraciones 

correspondientes a metilenos asimétricos y simétricos respectivamente. En 1735 cm-1 

estiramientos del carbonilo del grupo funcional de los ésteres y en 1465 cm-1 estiramientos 

de tijera de grupos metilenos. Mientras que en 1180 cm-1 y 1074 cm-1 son bandas 

características de sólidos con cadenas largas y grupos polares terminales, de estiramientos 

simétricos y asimétricos. Por último en 720 cm-1 aparece una pequeña señal la cual es 

observada cuando se tienen más de cuatro metilenos en una cadena alifática.  
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3.8.3 Colesterol  
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Figura 37. Espectro de infrarrojo del Colesterol.  

El espectro de infrarrojo correspondiente al Colesterol es presentado en la figura 37. En 

3394 cm-1 se observan vibraciones de alargamiento del enlace O-H. En 2940 cm-1 se 

observan vibraciones asimétricas del grupo metilo y en 2865 cm-1 vibraciones simétricas de 

metilenos. En 1463 cm-1 vibraciones de tijera de metilenos característicos en los 

ciclohexanos. En 1375 cm-1 se observa una banda que sugiere deformación simétrica de 

grupos gem dimetilos terminales. En 1058 cm-1 vibraciones característicos de estiramiento 

del enlace C-OH de alcohol primario y en 800 cm-1 torsión =C-H.  

3.8.4 Niosomas  

El espectro obtenido para los sistemas niosomales es presentado en la figura 38, donde se 

observaron principalmente bandas características del Span60. En 3446 cm-1 se obtuvieron 

vibraciones de estiramientos del enlace O-H, en 2917 cm-1 y en 2850 cm-1 se observan las 

vibraciones simétricas y asimétricas del estiramiento del grupo metileno. En 1735 cm-1 se 

observó los estiramientos del carbonilo del grupo funcional éster alifático correspondiente al 
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Span60. En 1462 cm-1 se observan vibraciones de tijera de metilenos de intensidad media, la 

banda en 1380 cm-1 de intensidad débil, perteneciente a vibraciones O-CO-CH2 y en 1052 cm-

1 vibraciones de estiramiento de enlace C-OH de alcohol primario que en el espectro del 

Span60 no es observado dada la banda ancha que aparece en 1074 cm-1 que es asignada a 

sólidos con cadenas largas y grupos polares terminales. 

.  
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Figura 38. Espectros de infrarrojo de los niosomas.  

La banda correspondiente al enlace O-H (3446 cm-1) presentó un adelgazamiento y un 

desplazamiento hacia mayores números de onda comparado con las bandas O-H del Span60 

(3400 cm-1) y del colesterol (3394 cm-1). Este fenómeno comúnmente se presenta cuando 

existe una disminución o una pérdida de formación de puentes de hidrógeno. Se piensa que 

la inserción de las cadenas de colesterol entre las cadenas del Span60 disminuye la 

interacción entre las cabezas hidrófilas del tensoactivo disminuyendo de este modo la 

formación de puentes de hidrógeno entre los monómeros del Span60. En un estudio teórico 

realizado por Aksornnarong y col. en 2016, se obtuvo que para bicapas puras de Span60 el 

número promedio de enlaces de hidrógeno entre Span60/Span60 fue de 2.6 ± 0.04, mientras 
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que cuando el colesterol fue agregado a la bicapa, el número de enlaces de hidrógenos entre 

el Span60/Span60 decrece a 0.67 ± 0.05 [69], lo que explicaría lo observado en el espectro 

de IR. No obstante, se plantea que cuando las cadenas de colesterol son insertadas entre las 

cadenas de Span60 se espera la formación de puentes de hidrógeno entre los grupos OH del 

tensoactivo y los oxígenos del grupo funcional éster del colesterol. Aksornnarong y col, 

mencionan que el decremento en la interacción Span60/Span60 es compensado por 0.84 ± 

0.04 enlaces de hidrógeno entre el Span60/Colesterol [69]. Considerando que el colesterol 

otorga rigidez a la membrana y aunque entre el Span60 y el colesterol se encuentre 

formación por puentes de hidrógeno, dado el efecto estérico de las cabezas hidrófilas, en el 

espectro de infrarrojo sólo se observó la disminución de los puentes de hidrógeno entre las 

cabezas del tensoactivo, razón del efecto batocrómico y del adelgazamiento de la banda del 

O-H.  

3.8.5 Niosomas con Casiopeínas  

En la figura 39 se presenta el espectro de niosomas con Casiopeínas III-ia donde se observa 

una banda característica de enlaces O-H en 3405 cm-1. En 2925 cm-1 una pequeña banda 

correspondiente a vibraciones asimétricas de metilenos. En 1731 cm-1 estiramiento de 

carbonilo del grupo funcional éster del Span60 o del acetilacetonato de la Casiopeína III-ia. 

En este espectro se observa la aparición de dos nuevas bandas, una en 1641 cm-1 y otra en 

1538 cm-1 las cuales pueden ser asignadas a sitios ácidos de Brönsted, generado a partir de 

la protonación de la bipiridina. Las banda en 1538 cm-1 pueden indicar piridinas con 

formación de enlaces de hidrógeno. La banda en 1380 cm-1 de intensidad débil, también 

aparece en el espectro del niosoma y del Span60 perteneciente a vibraciones O-CO-CH2-. En 

1180 cm-1 una banda de mayor intensidad, que es característico con cadenas largas y grupos 

polares terminales. En 1058 cm-1
 vibraciones característicos de estiramiento del enlace C-OH 

de alcohol primario.  

La banda de vibraciones O-H (3405 cm-1) se ensancha con respecto a la banda O-H del 

niosoma y se desplaza hacía menores números de onda, lo que puede indicar formación de 

puentes de hidrógeno del Span 60 con la bipiridina, esta formación de puentes de hidrógeno 
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puede ser confirmada con las dos bandas que aparecen en 1641 cm-1 y en 1538 cm-1. La 

presencia del colesterol, conduce a la reducción de interacciones Span60/Span60 y a un 

incremento en el espaciamiento molecular por lo que se favorece la solvatación de las 

cabezas hidrófilas y la formación de puentes de hidrógeno con la Casiopeína III-ia.  
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Figura 39. Espectro de infrarrojo de niosoma con Casiopeína III-ia.  

3.9 Estudio de liberación in vitro  

Se evaluó el perfil de liberación para la Casiopeína III-ia mediante celdas de difusión de 

forma horizontal. Se graficó el tiempo contra porcentaje de liberación, la gráfica obtenida es 

presentada en la figura 40.   
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Perfil de liberación
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Figura 40. Perfil de liberación para la Casiopeína III-ia nanoencapsulada a 90 μM. 

En la gráfica anterior se muestra el paso de la Casiopeína III-ia (línea roja) a través de la 

membrana de celulosa regenerada, donde se observó una difusión con una cinética de orden 

cero, lo que indica que el compuesto no saturó la membrana; asimismo, se observó una 

difusión del 70 % del compuesto libre a las nueve horas del estudio. Comparando estos 

resultados con la línea azul (niosoma con Casiopeína III-ia), se observa para el segundo caso 

una modificación del paso del compuesto por la membrana con una liberación rápida 

durante las 15 primeras horas y posteriormente una disminución en la velocidad de 

liberación, con un 67 % liberado hasta las 69 horas, lo que habla de una modificación en la 

liberación a través del nanoacarreador.  

3.9.1 Cinética de liberación  

Para evaluar el tipo de liberación, los datos obtenidos fueron ajustados a diferentes 

ecuaciones cinéticas. Las gráficas obtenidas son presentadas a continuación. 
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Figura 41. Ajuste de los datos del perfil de liberación a diferentes modelos cinéticos.  
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Los datos obtenidos fueron ajustados a una cinética de orden cero, primer orden y al modelo 

de Higuchi. En el cuadro 9 se presentan los coeficientes de correlación y las constantes de 

velocidad obtenidas con cada modelo.  

Cuadro 9. Coeficiente correlación y constantes cinéticas.  

Modelo R2 k 

Orden cero 0.9254 ko : 1.05 

Primer orden 0.9754 k1 :0.016 

Higuchi 0.9715 kH :10.07 

 

Según los resultados obtenidos, el perfil de liberación puede ser ajustado a una cinética de 

primer orden o al modelo de Higuchi, ya que los coeficientes de correlación son similares. En 

este estudio se consideró que el perfil de liberación siguió una cinética de primer orden.  

3.10 Evaluación de la actividad biológica  

En la figura 42 se presenta el porcentaje de inhibición para la línea tumoral HeLa con 

Casiopeína III-ia libre, los niosomas y la Casiopeína III-ia nanoencapsulada en el sistema 

niosomal. La actividad biológica fue evaluada a 24 y 48 horas. 
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Figura 42. Porcentaje de inhibición de la proliferación celular. Donde, las concentraciones de 

Casiopeína III-ia y del niosoma no son iguales, ya que está referida a la concentración de 

Casiopeína IIIia en el niosoma (Cuadro 10).  

Cuadro 10. Concentraciones evaluadas para la inhibición celular para la Casiopeína III-ia, 

niosomas y niosomas/casiopeíaIII-ia.  

  

 

 

 

Para todas las concentraciones evaluadas, la Casiopeína III-ia libre presentó un porcentaje de 

inhibición celular mayor al 50 %, cuando fue evaluado a 24 horas, mientras que a las 48 

horas, se presentó un porcentaje de inhibición por encima del 90 % para todos los casos. 

Cuando la Casiopeína III-ia fue nanoencapsulada, se observó una disminución en el 

porcentaje de inhibición superior al 50 %, en comparación con la Casiopeína libre, para todos 

los valores evaluados a los dos tiempos, exceptuando la menor concentración (36 μM) a 24 

horas, que presentó una inhibición de 38 %. De acuerdo con los estudios de liberación del 
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fármaco a las 24 horas se tenía un 40 % liberado mientras que a las 48 h se tenía un 56 % de 

liberación. Tomando en consideración estos estudios, con el 56 % del compuesto liberado 

luego de 48 horas, más del 70 % de la proliferación celular es inhibida. Por otro lado, para los 

niosomas se observó un incremento de la inhibición conforme se incrementó la 

concentración, sin embargo, dicha inhibición no superó el 40% de la inhibición de la 

proliferación.  
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IV DISCUSIÓN  

La formación de los niosomas se llevó a cabo por dos métodos, el método de la película 

delgada y el método de inyección del éter. Comúnmente la formación de los sistemas 

niosomales se realiza con una concentración de tensoactivo/aditivos de 10-30 mM. Sin 

embargo, se ha observado que en este rango, se obtienen principalmente vesículas grandes 

unilamelares (100-3000 nm) o multilamelares (> 3000 nm) [39]. Es por lo anterior que se ha 

propuesto que una reducción de la concentración del tensoactivo/aditivos resulta en una 

disminución en el tamaño de partícula. Sankhyan y col. encontraron que un decremento en 

la concentración del colesterol y del tensoactivo conduce a un decremento en el tamaño de 

partícula [51].En este sentido, Hao y Li han propuesto que para el Span60 y Colesterol en una 

relación molar (1:1) la concentración del tensoactivo/aditivo podría usarse en 0.2 mM, 

donde encontraron un tamaño de partícula por debajo de 200 nm, sin formación de 

precipitado y una mayor eficiencia de encapsulación. En este trabajo, se varió la 

concentración en 20 y 0.2 mM para el método de hidratación de la película delgada y 0.2 y 2 

mM para el método de inyección del éter, encontrando que para ambos métodos se 

obtuvieron tres poblaciones de tamaño de partícula y una mayor dispersión cuando la 

concentración fue mayor, mientras que cuando se utilizó 0.2 mM para ambos métodos se 

encontraron dos poblaciones. Una alrededor de 100 nm y la otra alrededor de 500 nm, los 

cuales presentados en número, la población de 100 nm, representa la mayor población con 

el 99 %, éste mismo comportamiento fue observado por Mohamed y col. en 2012, donde 

encontraron dos tamaños de partícula una de 319 ± 36.2 y otra de 2186 ± 319 nm [58]. Se 

han reportado tamaños de partículas por encima de los 500 nm, cuando Span60 y Colesterol 

son usados con una relación molar 1:1, con el método de la película delgada (sin sonicar la 

muestra) y en algunos casos una alta polidispersidad [51,70]. En el caso del método de 

inyección del éter, hasta lo investigado en la literatura, no se encontraron reportes para 

nanosistemas, sin embargo, lo obtenido en este trabajo muestra que éste segundo método 

puede llevar a un mejor escalamiento industrial por el proceso de obtención de los 

niosomas, con tamaños de partículas similares a los obtenidos por el método de hidratación 

de la película delgada. No obstante en ambos métodos se obtienen dos poblaciones, lo que 
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se traduce a una polidispersidad, muestras heterogéneas y un posible comportamiento 

anómalo en sistemas in vivo. Para fines de este trabajo, es de importancia considerar la 

segunda población, que si bien es minoría (en número), se debe tomar en cuenta, dado el 

objetivo de administración por vía intravenosa y de aprovechar el efecto de permeación y 

retención mejorada. Una alternativa propuesta para homogeneizar el tamaño de partícula, 

sería agregar una operación unitaria al método, que podría tratarse de extrusión. Si bien, en 

este trabajo no se presenta una reducción de la polidispersidad, se decidió trabajar con el 

método de inyección del éter para obtener la Casiopeína III-ia nanoencapsulada dadas las 

ventajas que presenta.  

Una vez que se decidió el método a utilizar, se evaluó la eficiencia de encapsulación para los 

sistemas obtenidos con diferentes concentraciones de Span60/Colesterol y de Casiopeína III-

ia, se encontró que la mayor encapsulación (EE) se observó cuando la concentración de 

Span60/Colesterol (S/C) fue de 4 x 10-4 M y de Casiopeína III-ia fue de 9 x 10-5 M, con una EE 

de 75.75 ± 3.42 %. Diversos autores han reportado eficiencias de encapsulación, para 

niosomas formados con Span60/Colesterol, entre 70 y el 90 %, siendo menor la EE cuando se 

trata de compuestos hidrofílicos, éstos resultados concuerdan con lo obtenido en este 

trabajo [47,56,59,70].  

Bajo las condiciones anteriormente descritas (inyección del éter, S/C en 4 x 10-4 M, 

Casiopeína III-ia en 9 x 10-5 M), se evaluó la morfología de los niosomas con y sin fármaco 

mediante TEM, donde se observaron sistemas esféricos con un tamaño aproximado de 60 

nm, para ambos sistemas, estos resultados no coindicen con lo obtenido mediante 

dispersión dinámica de luz (DLS), donde se observaron tamaños de partícula de 27 nm 

cuando no se tenía Casiopeína y de 208 nm, cuando la Casiopeína fue encapsulada. Para 

sistemas nanoacarreadores, se reporta que la incorporación del fármaco puede afectar el 

tamaño de la partícula incrementando su radio hidrodinámico, lo que explicaría el aumento 

en el tamaño obtenido del niosoma, sin embargo, también se sabe que el radio 

hidrodinámico de la Casiopeína III-ia es de aproximadamente 2 nm, por lo que no se 

esperaría un incremento en el tamaño de la partícula, aunque la diferencia del promedio de 
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tamaño obtenido entre DLS y microscopía, podría deberse a la deshidratación de los 

niosomas para realizar el análisis mediante TEM.  

Por otro lado, se encontró que se tenía un potencial zeta de 0 mV, éstos resultados 

coinciden con lo obtenido por Yan y col. en 2013, donde obtuvieron potenciales zeta de 0.8 ± 

0.5 mV [59]. Diversos autores, reportan la formación de niosomas sin agregarle alguna 

molécula cargada y obtienen potenciales zeta alrededor de -10 mV; sin embargo, si 

consideramos la estructura no iónica de los tensoactivos usados, estos valores de 

potenciales son difíciles de obtener, por lo que comúnmente se debe recurrir a añadir 

alguna molécula que pueda otorgar carga a la membrana niosomal. Se esperaba que la 

Casiopeína III-ia pudiera interactuar con la membrana del niosoma y de esta forma otorgar 

una pequeña carga al sistema. El potencial zeta obtenido, sugiere que la Casiopeína no se 

encuentra formando interacción con la membrana fuera del niosoma, que podría ser 

confirmada con las micrografías de TEM, donde no se observó cristales o agregados del 

compuesto en la superficie de la partícula. Ahora bien, con respecto al potencial zeta 

obtenido, el valor de 0 mV, indica que el sistema es inestable, lo que podría conducir a una 

rápida coalescencia de los niosomas. Esta inestabilidad fue confirmada por medio de MEB, 

donde se observaron los sistemas luego de 10 días de realizada la formulación, las 

micrografías mostraron estructuras amorfas en el orden 1.73 μm, lo que conduce a 

confirmar la coalescencia de los niosomas con respecto al tiempo. Con la finalidad de 

observar si al agregar dicetil fosfato, dado que es la molécula cargada más usada para la 

formación de los niosomas, la Casiopeína III-ia no sufría alguna modificación en su 

estructura, se evaluó la región visible mediante espectrofotometría, donde una disolución de 

Casiopeína III-ia en presencia de fosfatos fue comparada con una disolución de Casiopeína 

III-ia en agua. Según los resultados obtenidos, en disolución no existe un cambio significativo 

en la lambda máxima de absorción, sin embargo, en un estudio teórico realizado por Galindo 

y col., se encontró que los fosfatos pueden interaccionar con el cobre de la Casiopeína III-ia 

de forma apical, siendo este aducto estabilizado por una molécula de agua en la posición 

apical contraria [67] En este sentido, si en la formulación de los niosomas se agregan 

moléculas de dicetilfosfato, la Casiopeína podría formar compuestos estables con la 
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membrana niosomal y dado que la Casiopeína no sería liberada de forma efectiva y 

únicamente cuando el nanoacarreador sea degradado, podría significar un decremento en la 

actividad in vivo, de este modo, no se alcanzaría la concentración plasmática efectiva. Es por 

lo anterior, que no resultaría conveniente agregar alguna molécula con fosfatos a la 

membrana niosomal. Una forma de preservar los sistemas nanoacarreadores o los fármacos 

inestables en disolución, es mediante liofilización donde se realiza una sublimación a 

presiones bajas con el objeto de obtener un sólido. No obstante, existen reportes que 

mencionan que la liofilización puede resultar un proceso tardado y costoso, por lo que se ha 

propuesto la preservación de las muestras de nanoacarreadores mediante un secado por 

atomización, siendo éste un proceso más rápido y de fácil escalamiento [71,72], ahora bien, 

se debe considerar las condiciones a trabajar el secado, dado las características 

fisicoquímicas del compuesto, principalmente considerando su temperatura de 

descomposición.  

Por otro lado, se evaluó la región ultravioleta para observar algún cambio en las bandas de 

absorción de la Casiopeína III-ia correspondiente a la bipiridina, no se observó algún cambio 

en la banda máxima de absorción, por lo que no se esperaría algún tipo de interacción de la 

Casiopeína con el niosoma; no obstante, mediante un análisis cuantitativo se obtuvo que 

alrededor del 20 % del compuesto puede estar interaccionando con el niosoma, se plantea 

que esta interacción podría estar ocurriendo mediante puentes de hidrógeno entre los 

enlaces O-H de las cabezas hidrófilas del Span60 y los carbonos y nitrógenos de la bipiridina, 

dicha propuesta fue realizada tomando en cuenta los estudios teóricos de Galindo y col., 

donde se observó una interacción de la bipiridina con la azúcar de un nucleótido. El 

porcentaje de interacción obtenido mediante este estudio pueden ser reafirmadas mediante 

FITR, donde el espectro obtenido para la Casiopeína III-ia con el niosoma, se observan dos 

nuevas bandas atribuidas a sitios ácidos de Brönsted generado a partir de la protonación de 

la bipiridina, dichas bandas no fueron observadas en el espectro del niosoma.  

Al evaluar la liberación del compuesto mediante celdas de difusión, la Casiopeína III-ia 

nanoencapsulada tuvo un comportamiento bifásico, con una liberación rápida hasta las 

primeras 15 horas, seguido de una liberación más lenta hasta las 68 horas de evaluación, con 
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porcentaje liberado de aproximadamente el 65 %. Este comportamiento también fue 

observado por Mohamed y col., ellos mencionan que dicho comportamiento es 

característico de las vesículas [58]. Shaker y col., mencionan que una liberación bifásica 

puede ser debida a la combinación de una mecanismo de difusión de fármaco que se 

encuentra en el exterior de la capa de los niosomas, así como liberación de fármaco que se 

encuentra en la más externa superficie y la liberación lenta puede estar dada por posibles 

interacciones del fármaco con la membrana del niosoma [54]. En este sentido, los resultados 

obtenidos por medio de espectrofotometría y FTIR, muestran un porcentaje bajo de 

interacciones de la Casiopeína III-ia con la membrana del niosoma, lo que explica el 

comportamiento bifásico obtenido. Por otro lado, la liberación sólo fue evaluada hasta las 68 

horas, con un 65 % de liberación, diversos autores reportan liberación de fármacos 

hidrofílicos a partir de niosomas hasta por 6 días.  

El porcentaje de liberación obtenido a través del tiempo fue ajustado a diferentes modelos 

cinéticos, donde se obtuvo un mejor coeficiente de correlación para una cinética de primer 

orden y una cinética de Higuchi. La cinética de primer orden es aplicada a diferentes formas 

farmacéuticas donde la forma geométrica inicial y el volumen conserva la misma forma todo 

el tiempo, mientras que el modelo de Higuchi describe la liberación del compuesto en 

sistema de tipo matriz, y toma en cuenta diversas consideraciones, donde: la concentración 

inicial del fármaco en la matriz es mucho más alta que el fármaco en la disolución, la difusión 

del fármaco toma lugar en una sola dimensión, y es principalmente aplicable para describir 

disolución de fármacos a través de varios tipos de formas de dosificación farmacéuticas 

modificada, como en el caso de algunos sistemas transdermal y tabletas en matriz con 

fármaco solubles en agua [73,74]. Los sistemas niosomales, han sido ajustados a diversos 

modelos cinéticos, donde principalmente gobiernan cinéticas de primer orden [75] y el 

modelo de Higuchi [44,54]; también existen reportes para Korsmeyer [51] y el modelo de 

Weibull [56,59]; sin embargo, todo modelo tiene limitaciones y debe considerarse que para 

el caso de Korsmeyer, es un modelo principalmente aplicable a nanoacarreadores 

poliméricos, por su parte, el modelo de Weibull es aplicable para sistemas de tipo matriz. 
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Por otra parte, se debe tomar en cuenta que el mecanismo también es influenciado por las 

propiedades fisicoquímicas del compuesto.  

Zeng y col., proponen un modelo cinético, donde se considera el tipo de transporte 

(principalmente difusión) del fármaco a través del nanoacarreador (liberación rápida) y de 

interacciones fármaco-acarreador (liberación más lenta), que puede ser de importancia para 

el perfil de liberación del compuesto. Ellos mencionan que dicha interacción puede retardar 

la liberación a partir del nanoacarreador. En sus estudios, ajustaron diversos perfiles de 

liberación a sus ecuaciones (principalmente liposomas y nanopartículas sólidas lipídicas) y 

encontraron que los datos de los liposomas, se ajustan a este modelo. En este sentido, se 

propone que los resultados obtenidos en este trabajo podrían seguir dicho modelo, debido a 

que se observa una liberación rápida que puede seguir una cinética de primer orden y 

posteriormente una liberación más lenta que puede estar dada por la interacción por 

puentes de hidrógeno de la Casiopeína con el niosoma [76,77].  

La evaluación de la actividad biológica mostró que la Casiopeína nanoencapsulada fue activa 

en las concentraciones evaluadas, mostrando una mejor actividad a las 48 horas del estudio, 

donde según los estudios de liberación de fármaco, a este tiempo, los nanoacarreadores han 

liberado el 55 %. Estos resultados son análogos a lo obtenido por Shaker y col., donde 

evaluaron la viabilidad celular de Tamoxifen libre y encapsulado en los niosomas en una 

línea tumoral de cáncer de mama, mencionan que el tamoxifen libre y nanoencapsulado 

muestran igual actividad luego de 72 horas, probablemente no se observa una mejorada 

actividad, ya que sus estudios in vitro mostraron una liberación del 62 % a las 72 horas [54]. 

Por lo que, en este trabajo se piensa que una evaluación a mayor tiempo podría significar un 

mejoramiento de la actividad inhibitoria de la proliferación celular.  
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V CONCLUSIONES 

Se realizó la formación de los niosomas por el método de hidratación de la película delgada y 

el método de inyección del éter, donde se escogió el segundo método dadas las ventajas que 

presenta como ausencia de sonicado, lo que representa un menor gasto energético, se 

requiere menos volumen de disolvente y se utiliza éter que se trata de un disolvente menos 

tóxico para la salud humana. 

De acuerdo con los resultados de ANOVA, la variación de la concentración de 

Span60/Colesterol no tiene influencia en la eficiencia de encapsulación, a diferencia de la 

concentración de la Casiopeína III-ia  que sí influye en dicha eficiencia, obteniéndose una 

mayor encapsulación (75 %) cuando la concentración fue de 400 μM para el 

Span60/Colesterol y 90 μM para la Casiopeína III-ia.   

Se obtuvo un sistema niosomal cargado con Casiopeína III-ia, que fue observado mediante 

TEM con una población de partículas por debajo de 210 nm según estudios de DLS. 

Mediante potencial zeta y microscopía electrónica de barrido se observó que los niosomas 

fueron físicamente inestables. 

Se observó una liberación modificada bifásica, con una liberación rápida gobernada 

principalmente por difusión y una liberación lenta dadas las interacciones débiles entre la 

Casiopeína III-ia y la membrana niosomal, dichas interacciones fueron confirmadas por 

espectrofotometría UV-visible y FTIR.  

Estudios de actividad antiproliferativa en líneas tumorales de HeLa, mostraron más del 50 % 

de la inhibición de la proliferación celular cuando la Casiopeína III-ia fue nanoencapsulada a 

las 48 horas de evaluación, dicha actividad fue menor a la Casiopeína III-ia no encapsulada 

que puede ser asociada a la liberación modificada. 
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