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A pesar de los avances en el desarrollo de terapias con ácido ribonucleico (ARN), el principal 

problema sigue siendo la falta de capacidad traslacional, limitado por falta de formas 

farmacéuticas que permitan la liberación del material genético en el sitio blanco, por lo que 

hay un arduo trabajo de investigación y desarrollo de sistemas de liberación. 

El desarrollo de nanopartículas como sistemas de transporte y liberación, tiene potenciales 

aplicaciones debido a su estructura y propiedades; además de ser una opción de terapia que 

reduce el riesgo de reacciones inmunogénicas, menores efectos adversos, menos invasivos y 

más eficaces. El uso de sistemas nanoparticulados en el diseño de formas farmacéuticas ha 

permitido el transporte y entrega de ácidos nucleicos para el desarrollo de fármacos utilizados 

en terapia génica. 

En la presente investigación, se diseñó, desarrolló y evaluó un sistema nanoparticulado de 

siRNA en una formulación farmacéutica con el fin de obtener una opción viable de 

tratamiento de enfermedades crónico-degenerativas.  

Se preparó la formulación con sistemas auto-nanoemulsificantes de liberación de fármacos 

(SNEDDS), a partir de una formulación previamente establecida para transportar ARN. Se 

realizó un cribado de excipientes para la formulación de la forma farmacéutica mediante 

revisión bibliográfica, considerando principalmente que estos excipientes estuvieran 

reportados en formas farmacéuticas orales y que fueran capaces de brindar estabilidad a los 

SNEDDS. Las concentraciones se determinaron mediante un diseño factorial y pruebas de 

termoestabilidad. Finalmente, se seleccionó como forma farmacéutica una cápsula de 

gelatina blanda. Se realizaron pruebas de estabilidad y caracterización fisicoquímica y se 

evaluó la liberación de ARN mediante pruebas de disolución y electroforesis en gel. 

 

En este estudio se formuló una cápsula de gelatina blanda como forma farmacéutica de 

liberación oral, capaz de transportar ARN incorporado en un sistema nanoestructurado 

(SNEDDS) que permitió una liberación modificada del ARN. Se demostró que puede 

mantener la estabilidad de la molécula a través de cambios de pH intestinales. Si bien en este 

estudio no fue posible determinar la cinética de liberación del ARN, se demostró que la 

formulación brinda estabilidad a los SNEDDS durante el transporte en el tracto 

gastrointestinal.  
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 2.1 Avances en la terapia mediante silenciamiento génico y siRNA.  

 

La terapia génica es el tratamiento de una enfermedad mediante la modificación de la 

información genética en una célula para modificar o sustituir un gen defectuoso (Laffon-Lage 

et al., 2015). El uso de la terapia génica ha mejorado debido a la capacidad para generar 

corrección de mutaciones mediante el silenciamiento o expresión de genes específicos a nivel 

de ARN o algunas proteínas; entre otros mecanismos (Amreddy et al., 2018; Cullis & Hope, 

2017; Paunovska et al., 2022). 

Algunas de las enfermedades que ya se han reportado en estudios mediante mecanismos de 

silenciamiento como opciones de terapia son la hepatitis B, cáncer de próstata, hígado o 

mama, fibrosis, enfermedades gastrointestinales (Amreddy et al., 2018; Chow et al., 2020; 

Mitchell et al., 2021; Tian et al., 2021; van den Berg et al., 2020; Wen et al., 2019). 

 

El proceso de silenciamiento inicia mediante el ácido ribonucleico de interferencia (ARNi), 

que regula la expresión de genes mediante fragmentos cortos de ARN en las células (Cullis 

& Hope, 2017; Laffon-Lage et al., 2015). El ARNi, es un mecanismo natural que regula la 

expresión de genes mediante estructuras de ARN no codificante (ARNnc). Entre estas 

estructuras se encuentra el Ácido ribonucleico pequeño de interferencia (siRNA) y el micro-

ARN (miRNA) (Buduru et al., 2018). El siRNA es un fragmento de ARN de doble cadena 

que contiene una secuencia específica para la degradación de su ARNm homólogo. Está 

formado por 19 a 23 pares de nucleótidos (Mitchell et al., 2021; Paunovska et al., 2022). 

Degradan cadenas de ARNm con secuencias complementarias para después interferir en la 

expresión del gen para el que codifica (Tian et al., 2021). 

 

Los siRNA pueden insertarse por procesos químicos en la célula mediante sistemas de 

transporte (virales o no virales); o bien, formarse mediante la actividad de la proteína DICER, 

que actúa como helicasa para romper la cadena precursora de un ARN de doble cadena 

(ARNdc); formando un fragmento de 23 a 25 nucleótidos. Este fragmento se conoce como 

miRNA, y una vez que se ha formado se adhiere a la proteína argonauta (AGO2) para iniciar 

la formación del complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC).  La AGO2 degrada 
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la hebra pasajera del miRNA o siRNA, y el RISC queda activado por la hebra antisentido. 

Así, el ARNm se une a la secuencia complementaria del siRNA que está unido al RISC para 

ser inactivado por la AGO2 e inhibir el proceso de traslación (Iwakawa & Tomari, 2022; 

Tian et al., 2021). En la figura 1 se observa una representación gráfica del proceso de 

silenciamiento génico.  

  

Figura 1. RISC. Mecanismo de silenciamiento génico. 

 

El descubrimiento del siRNA permitió el desarrollo de nuevos enfoques para la inhibición de 

la expresión de diversos genes y con ello, desarrollar nuevas formas farmacéuticas para el 

tratamiento de enfermedades genéticas o poco comunes (Massy & Drueke, 2022). El uso de 

siRNA resulta ideal para el tratamiento de una infección viral, debido a que pueden 

desarrollarse en un periodo corto de tiempo para virus que han sido recién aislados, y así 

evitar mutaciones una vez que se alojan en los hospederos (J. Blake et al., 2012). 

 

El uso de siRNA y miRNA ha demostrado una eficaz inhibición de la replicación viral de 

diferentes subtipos del virus de inmunodeficiencia humana (VIH). El ARNi podría evitar la 

resistencia que presenta el genoma mutante del VIH a casi todos los agentes antivirales de 

los medicamentos (Kravatsky et al., 2016). Otra aplicación de tratamientos con ARNi son las 

infecciones virales de hepatitis. Se ha demostrado que el ARNi es capaz de reducir la carga 

viral mediante la degradación del ARN viral, evitando la expresión de las proteínas del virus. 

El ARNi puede estimular una fuerte respuesta inmune la cual puede ampliar la respuesta al 

tratamiento (Gane, 2017). 
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En algunos estudios se ha identificado que el uso de ARNi reduce la expresión de genes 

mutantes en enfermedades neurodegenerativas y trastornos de duplicación de poliglutamina. 

En ataxia espinocerebelosa tipo I (SCA I), los genes mutados de ataxina-1 promueven la 

disfunción cerebral y la muerte celular en algunas zonas del cerebelo y el tronco cerebral 

(Tian et al., 2021).  

 

Recientemente se han sintetizado las vacunas para el tratamiento de infecciones producidas 

por SARS-CoV-2, mediante la incorporación de ARNm en nanopartículas lipídicas. El 

desarrollo de estas vacunas de administración intramuscular permitió de manera exitosa el 

silenciamiento de la glicoproteína S del virus al incorporar ARNm modificado; con lo cual 

se logra el transporte de gran cantidad de antígeno en las células inmunitarias para producir 

anticuerpos contra el virus (Mazayen et al., 2022). 

2.2 Sistemas de liberación y entrega de ácidos nucleicos. 

 

Los virus han sido utilizados como vehículos de transporte de ARN, ya que tienen la 

capacidad de transportarse de una célula a otra para replicarse, teniendo algunos de ellos 

mecanismos específicos y selectivos para el reconocimiento celular y la inserción del 

material nuclear, algunas metodologías incluyen retrovirus, lentivirus y adenovirus 

(Amreddy et al., 2018; Chow et al., 2020; Cullis & Hope, 2017). Los lentivirus se han 

utilizado como vectores para tratamientos en enfermedades como Parkinson, Alzheimer y 

enfermedad de Huntington, ya que presentan una afinidad alta hacia las células del sistema 

nervioso (Lee et al., 2017). Por otra parte, los adenovirus se han estudiado en el tratamiento 

de enfermedades como la hemofilia B y fibrosis quística (Lee et al., 2017). 

Debido a la toxicidad que pueden llegar a presentar los virus como vectores, algunos estudios 

en enfermedades pulmonares han reportado sistemas híbridos en los que se combinan 

polímeros o péptidos mediados por virus, los cuales han mostrado una alta capacidad de 

expresión de ácido ribonucleico mensajero (ARNm) con una toxicidad poco significativa 

(Chow et al., 2020). 
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Un estudio realizado por Wang, D. y colaboradores confirmó que un sistema compuesto de 

nanopartículas de sílica mesoporosa y polietilenglicol para transportar siRNA-MDR1 con 

doxorrubicina es capaz de reducir significativamente la expresión del gen MDR1; con lo cual 

se indujo apoptosis celular y se redujo el tamaño del tumor (D. Wang et al., 2017).  

 

 2.3 Sistemas particulados de transporte. 

Las nanopartículas son un medio eficiente para el transporte y liberación de fármacos, ya que 

brindan estabilidad a las moléculas, mayor dispersabilidad en agua, mejoran la captación 

celular del fármaco y lo protegen de la degradación enzimática (Mitchell et al., 2021). 

 

Los sistemas nanoparticulados pueden ser utilizados como adyuvantes en los tratamientos 

contra el cáncer por su capacidad para mejorar la respuesta inmune ante células tumorales 

(Wen et al., 2019). Se usan también en la fabricación de vacunas como portadores de 

antígenos o adyuvantes para mejorar la respuesta inmune contra el cáncer (Wen et al., 2019). 

Algunos estudios también han recurrido al uso de micelas en la síntesis de nanopartículas, ya 

que permite una mayor permeabilidad en los tejidos (Mitchell et al., 2021). En la tabla 1 se 

muestran algunas estructuras nanoparticuladas que han sido implementadas para el transporte 

y liberación de ácidos nucleicos. 

 

Tabla 1. Nanoacarreadores de ARN. 

Nanopartícula Propiedades Aplicaciones Ref. 

Nanopartículas 

lipídicas (LNP) 

Mejoran la estabilidad de la 

molécula. Aumentan la 

capacidad de atravesar la 

membrana celular. Mejoran la 

farmacocinética. Los liposomas 

catiónicos pueden formar 

complejos con siRNA. 

Oncoterapia. 

Diseño de fármacos 

a partir de ácidos 

nucleicos. 

(Amreddy et al., 

2018; Cullis & 

Hope, 2017; Kim 

et al., 2019; Liu et 

al., 2020; M. M. 

Zhang et al., 2021; 

Zhongji Meng, 

2017) 

Nanotubos de 

carbono 

Conductividad eléctrica única, 

afinidad electrónica, alta 

resistencia y propiedades 

térmicas y ópticas específicas. 

Biocompatibilidad. 

Encapsulación y 

administración de 

fármacos e 

ingeniería de 

tejidos. 

(Joudeh & Linke, 

2022; Kofoed 

Andersen et al., 

2021; Li & Al-
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Acarreadores de 

siRNA. 
Jamal, 2021; 

Mazayen et al., 

2022) 

Dendrímeros 

Son multi ramificados y se 

pueden controlar en cuanto a 

forma y superficie química. 

Mejoran la biodisponibilidad y 

el transporte en la mucosa. 

Agentes 

teragnósticos, 

agentes de 

transfección. 

Transporte de 

ácidos nucleicos. 

Fabricación de 

vacunas. 

(Mazayen et al., 

2022; Mitchell et al., 

2021) 

Biopolímeros 

Emplean polímeros sintéticos o 

naturales. Tienen la capacidad 

de interactuar 

electrostáticamente para formar 

las nanopartículas. 

Capacidad de encapsular genes, 

partículas pequeñas y péptidos. 

Son biocompatibles y de fácil 

formulación. 

Nanotransportadore

s utilizados para 

entrega de siRNA.   

Forman complejos 

con siRNA y lo 

protegen debido a 

que pueden 

modificar sus 

propiedades. 

(Amreddy et al., 

2018; Mazayen et 

al., 2022; Mitchell et 

al., 2021; Morales-

Becerril et al., 2022) 

Nanopartículas 

de oro 

Tamaño <10 nm. Capacidad 

para penetrar la célula. Alta 

eficiencia en la captación 

celular, estables en circulación 

sanguínea. Tienen propiedades 

eléctricas, magnéticas y ópticas 

específicas. 

Son biodegradables y 

biocompatibles. 

Conjugadas con 

otros polímeros se 

emplean como 

sistemas de 

liberación de 

siRNA. 

(Amreddy et al., 

2018; Joudeh & 

Linke, 2022; 

Mitchell et al., 

2021; Morales-

Becerril et al., 

2022) 

Nanopartículas 

inorgánicas 

Compuestas de partículas 

metálicas. Propiedades 

magnéticas, electrónicas y 

ópticas. Mejoran la 

biocompatibilidad. 

Nanoacarreadores 

de siRNA. 

(Mitchell et al., 

2021; Morales-

Becerril et al., 2022) 

Micelas 

Son nanoacarreadores 

compuestos de una fase acuosa, 

fase lipídica y un surfactante que 

se caracterizan por tener 

tamaños muy pequeños. 

Mejoran la solubilidad de los 

fármacos y la permeabilidad de 

la membrana. 

Liberación de 

siRNA. 

(Ghezzi et al., 2021; 

Morales-Becerril et 

al., 2022) 

 

 

Además, se han desarrollado algunos fármacos en conjunto con estas tecnologías, los cuales 

se describen en la tabla 2: 
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Tabla 2. Fármacos aprobados por la FDA basados en nanoacarreadores 

Medicamento Activo Nanosistema Padecimiento Laboratorio 
Año de 

aprobación 

INFeD 

Hierro 

Dextrán 

Nanopartícul

as 

inorgánicas 

Anemia 

ferropénica 
Allergan 1992 

Oncaspar 

Pegaspargasa Nanopartícul

as 

poliméricas 

Leucemia 

linfoblástica 

aguda 

Enzon 

Pharmaceutic

als 

1994 

Doxil 

Doxorrubicin

a Nanopartícul

as lipídicas. 

Sarcoma de 

Kaposi, cáncer de 

ovario, mieloma 

múltiple 

Janssen 1995 

Copaxone 

Acetato de 

Glatiramer 

Nanopartícul

as 

poliméricas 

Esclerosis 

múltiple 
Teva 1996 

DepoCyt 
Citarabina 

Liposomas 
Meningitis 

Linfomatosa 
Sigma-Tau 1996 

Ontak 

Denileucina 

diftitox 

Nanopartícul

as basadas en 

proteínas 

Linfoma de 

células T 
Eisai Inc 1999 

Ferrlecit 

Gluconato 

férrico de 

sodio 

Nanopartícul

as 

inorgánicas 

Deficiencia de 

hierro en 

enfermedad renal 

crónica. 

Sanofi 1999 

Venofer 

Sacarosa de 

hierro 
Nanopartícul

as 

inorgánicas 

Deficiencia de 

hierro en 

enfermedad renal 

crónica. 

American 

Reagen 
2000 

Renagel 

Sevelamer Nanopartícul

as 

poliméricas 

Enfermedad renal 

crónica 
Sanofi 2000 

Rapamune 

Rapamicina 

Nanocristales Inmunosupresor 

Wyeth 

Pharmaceutic

als 

2000 

PegIntron 

Interferón 

alfa-2b 

Nanopartícul

as 

poliméricas 

Hepatitis C Merck 2001 

Eligard 

Leuprorelina Nanopartícul

as 

poliméricas 

Cáncer de 

próstata 
Tolmar 2002 

Pegasys 

Peginterfero

n alfa-2ª 

Nanopartícul

as 

poliméricas 

Hepatitis tipo B y 

C 
Genentech 2002 

Ritalin LA 
Metilfenidat

o 
Nanocristales TDAH Novartis 2002 

Somavert 

Pegvisomant Nanopartícul

as 

poliméricas 

Acromegalia Pfizer 2003 



Facultad de Química UAEMex                                                                   Edith Bello Robles 

 

10 
 

Estrasorb 
Estradiol 

Micelas Menopausia 
Spirit 

Pharma 
2003 

Vitoss 

Fosfato de 

calcio 

Nanopartícul

as de fosfato 

de calcio 

Sustituto de 

injerto óseo 
Stryker 2003 

Ostim 
P- fosfato 

tricálcico 
Nanocristales Sustituto óseo 

Heraeus 

Kulzer 
2004 

Abraxane Paclitaxel 

Nanopartícul

as 

poliméricas 

Cáncer de 

pulmón, cáncer 

metastásico de 

páncreas, cáncer 

metastásico de 

pecho. 

Celgene 2005 

Invega 

Sustenna 

Palmitato de 

paliperidona 

Nanopartícul

as 

poliméricas 

Esquizofrenia 
Janssen 

Pharms 
2009 

Nanotherm 
Óxido de 

Hierro 

Nanopartícul

as 

inorgánicas 

Glioblastoma MagForce 2010 

Marqibo Vincristina Liposomas 

Leucemia 

Linfoblástica 

aguda 

Onco TCS 2012 

Plegridy 
Interferón 

beta-1b 

Nanopartícul

as 

poliméricas 

Esclerosis 

múltiple 
Biogen 2014 

Adynovate 

Factor VIII 

Humano 

recombinant

e pegilado 

Nanopartícul

as 

poliméricas 

Hemofilia Takeda 2015 

Onivide Irinotecán 
Nanopartícul

as lipídicas 

Cáncer de 

páncreas 

Uvinova 

Pharma 
2015 

Onpattro Patisiran 
Nanopartícul

as lipídicas. 

Amiloidosis 

mediada por 

transtirretina. 

Alnylam 

Pharmaceutic

s 

2018 

BNT162b2 Anti-S 
Nanopartícul

as lipídicas 
Covid-19 Pfizer 2020 

Vacuna 

mRNA-1273 
mRNA-1273 

Nanopartícul

as lipídicas 
Covid-19 Moderna 2020 

Referencias:(Bobo et al., 2016; Mazayen et al., 2022; Mitchell et al., 2021; Rodríguez et al., 2022). 

  

2.4 Sistemas autonanoemulsificantes de liberación de fármacos (SNEDDS). 

Los SNEDDS son mezclas isotrópicas, termodinámicamente estables de sustancias lipídicas 

que contienen surfactantes y co-surfactantes con un tamaño de aproximadamente 100 a 200 

nm. Tienen la capacidad de autoemulsificarse (formar emulsiones por sí mismas) originando 

la formación de micelas con tamaños de partícula menores a 100 nm y se emplean en la 
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formulación de fármacos para mejorar su absorción y biodisponibilidad (Park et al., 2022; 

Singh, 2021; C.-Y. Wang et al., 2020). La formación de micelas protege a la molécula 

contenida en el interior del SNEDDS de procesos como hidrólisis u oxidación producidas en 

el tracto gastrointestinal (Nikam et al., 2024; Smith et al., 2018; C.-Y. Wang et al., 2020). 

Son una alternativa para la administración oral de nanopartículas empleadas en años recientes 

debido a la alta biodisponibilidad que presentan (Knaub et al., 2019; Plaza-Oliver et al., 2021; 

Singh, 2021; C.-Y. Wang et al., 2020). Mejoran la solubilidad de los fármacos en el medio 

gastrointestinal por su baja energía libre superficial. Protegen a las moléculas del fármaco 

durante el transporte reduciendo la actividad de eflujo. Presentan baja o nula toxicidad y 

promueven la absorción del fármaco a través de la célula y la linfa (Nikam et al., 2024; Smith 

et al., 2018). 

 

Figura 2. Formación de SNEDDS y proceso de absorción. 

 

Pueden dosificarse mediante cápsulas por sus propiedades coloidales (Smith et al., 2018). Se 

ha demostrado que las nanoemulsiones poseen características muy favorables para la 

administración de fármacos orales, ya que aumentan la encapsulación del fármaco, mejoran 

la farmacocinética de este y promueven una mayor absorción. Permiten utilizar dosis precisas 

más bajas del fármaco; lo cual, facilita la predicción de la liberación e incremento del efecto 
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terapéutico (Nikam et al., 2024). Además, favorece a un mayor cumplimiento del tratamiento 

por parte del paciente y al mismo tiempo se pueden reducir efectos adversos y los niveles de 

toxicidad del fármaco (Chrastina et al., 2022; Nikam et al., 2024). En la figura 2 se muestra 

una representación de la formación de SNEDDS. 

 

2.5 Formas farmacéuticas de transporte y liberación de ARN.  

El avance del desarrollo de fármacos con nuevas tecnologías ha permitido la aprobación de 

algunos medicamentos que incluyen algún tipo de ARN en su formulación (Amreddy et al., 

2018; Chow et al., 2020).  

Recientemente la FDA aprobó la primera terapia con siRNA llamada ONPATTRO que 

encapsula siRNA en sistemas nanoparticulados lipídicos y lo libera para la inhibición de la 

expresión de transtiretinas malignas o mutantes para tratar la amiloidosis (Adams et al., 2018; 

H. Zhang et al., 2020; M. M. Zhang et al., 2021). En 2019, se aprobó otro fármaco de Alnylam 

Pharmaceuticals, registrado como Givosiran. Este medicamento consiste en un complejo de 

aminolevulinato sintasa-siRNA, que se encarga de liberar el siRNA en los hepatocitos y se 

emplea en el tratamiento de porfiria hepática aguda en adultos y en niños mayores de 12 años 

(Scott, 2020; M. M. Zhang et al., 2021). 

En 2020 Alnylam Pharmaceuticals obtuvo la aprobación de la Unión Europea y de la FDA 

de otro fármaco a base de siRNA, denominado Lumasiran (Scott & Keam, 2021; M. M. 

Zhang et al., 2021). Se utiliza para el tratamiento de hiperoxaluria primaria tipo uno y se 

administra por vía subcutánea. Una vez liberado, el siRNA se dirige al ARNm del gen de 

hidroxiácido oxidasa 1 para agotar la glicolato oxidasa y con ello inhibir la síntesis de 

oxalato; que es un metabolito característico de la hiperoxaluria (Massy & Drueke, 2022; Scott 

& Keam, 2021). En diciembre de 2020 se aprobó el Inclisiran (Lamb, 2021), otro fármaco 

con siRNA que reduce los niveles de colesterol conjugado con carbohidratos de N-

acetilgalactosamina (GalNAc) y fue sintetizado por Novartis. El Inclisiran inhibe la proteína 

convertasa subtilisina/ kexina tipo 9 (PCSK9), esto produce que el receptor de colesterol de 

baja densidad (LDL-C) se reinserte con mayor frecuencia en la membrana plasmática para 

aumentar la unión de LDL-C y así, disminuyen los niveles en torrente sanguíneo (Lamb, 
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2021; M. M. Zhang et al., 2021). Se aprobó principalmente para el tratamiento de 

hipercolesterolemia primaria o dislipidemia mixta en adultos (Athanasios Valavanidis & 

Thomais Vlachogianni, 2016; Joudeh & Linke, 2022; Nikam et al., 2024). Finalmente, el 

Vutrisiran es un siRNA desarrollado por Alnylam Pharmaceuticals dirigido al tratamiento de 

amiloidosis tanto hereditaria como no hereditaria (Keam, 2022; Yadav et al., 2021; M. M. 

Zhang et al., 2021). Es el fármaco más recientemente aprobado, en 2022 en Estados Unidos 

(Keam, 2022). 

Otro tipo de terapias farmacéuticas que podemos encontrar bajo estos principios son las 

vacunas. El desarrollo más reciente ha sido el tratamiento contra el virus SARS-CoV-2. 

Mediante el registro de la estructura y secuencia del genoma del coronavirus, empresas como 

Pfizer o Moderna lograron desarrollar vacunas a base de nanopartículas. De manera general, 

su mecanismo de acción depende de la incorporación de ARNm modificado para codificar 

la proteína S del virus por medio de nanopartículas lipídicas (Mazayen et al., 2022); en la 

tabla 3 se muestran algunos fármacos en fase tres de investigación clínica. 

Tabla 3. Fármacos con ARNi fase III de investigación clínica. 

Fármaco Enfermedad 
Mecanismo de 

acción 
Laboratorio Ref. 

Tivanisiran 
Síndrome de 

ojo seco 

Silenciamiento del 

receptor TRPV1. 

Reduce el contenido 

celular de la proteína 

TRPV1. 

Sylentis S.A. 

(Moreno-

Montañés et al., 

2018; M. M. 

Zhang et al., 

2021) 

Fitusiran 
Hemofilia A o 

B 

Inhibe los niveles de 

factores de 

anticoagulación 

mediante la unión de 

ARNm a antitrombina. 

Una mayor producción 

de trombina genera un 

equilibrio mayor de la 

hemostasia. 

Alnylam 

Pharmaceuticals 

y Sanofi 

Genzyme  

 

(Pasi et al., 2021; 

M. M. Zhang et 

al., 2021) 

Nedosiran Hiperoxaluria 

Reduce la expresión de 

Lactato deshidrogenasa 

mediante una 

conjugación de GalNAc-

siRNA. 

Dicerna 

Pharmaceutical. 

(M. M. Zhang et 

al., 2021) 
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Teprasiran 
Lesión renal 

aguda 

Inhibe la muerte celular 

mediada por el gen p53, 

dando oportunidad a la 

reparación de las células 

lesionadas del túbulo 

renal. 

Quark 

Pharmaceuticals 

& Novartis.  

(Thielmann et al., 

2021; M. M. 

Zhang et al., 

2021) 

Cosdosiran 

Neuropatía 

óptica 

isquémica 

anterior no 

arterítica 

(NAION) y 

glaucoma. 

Inhibe la expresión de la 

caspasa 2 para proteger 

la pérdida de las células 

ganglionares de la retina. 

Quark 

Pharmaceuticals  

(Gangopadhyay 
& Gore, 2022; 
M. M. Zhang et 
al., 2021) 

 

En el tratamiento contra el virus de hepatitis también hay algunos fármacos en desarrollo a 

base de siRNA, como el ARB-1467 y AB-729 desarrollados por Arbutus, ARO-HBV de 

Arrowhead, ALN-HBV de Alnylam e IONIS-HBVRx de Ionis (Cullis & Hope, 2017; 

Soriano, n.d.). 

Algunos otros fármacos que se basan en sistemas nanoestructurados; aunque no precisamente 

en terapia con ARN, son el Doxil; que en 1995 la FDA aprobó y es uno de los medicamentos 

que incluyen un sistema nanoparticulado de liberación de doxorrubicina; una fórmula que 

emplea un sistema de liberación liposomal (Amreddy et al., 2018). El Imatinib mesilato es 

un fármaco sintetizado por Novartis (Massy & Drueke, 2022; Mazayen et al., 2022; Moreno-

Montañés et al., 2018; Pasi et al., 2021; M. M. Zhang et al., 2021), se aprobó para el 

tratamiento contra la leucemia mieloide crónica que expresan la proteína BCR-ALB del 

cromosoma Filadelfia (Mitchell et al., 2021; Waller, 2018). El desarrollo del Paclitaxel a base 

de dendrímeros, permite una mejor permeabilidad a través de las barreras celulares para la 

terapia de algunos tipos de cáncer (Athanasios Valavanidis & Thomais Vlachogianni, 2016). 

Se han utilizado nanopartículas de PLGA (ácido poliláctico glicólico) para el desarrollo de 

sistemas de transporte de medicamentos anticancerígenos, como la doxorrubicina, 5- 

fluorouracilo y nuevamente paclitaxel (Mazayen et al., 2022). 
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 2.6 Formas farmacéuticas orales. 

 

Las formas farmacéuticas de administración oral son las más utilizadas; entre otras razones, 

porque son una vía cómoda para el paciente, diversos principios activos pueden formularse 

bajo estas formas farmacéuticas y su fabricación implica costos reducidos. La mayor 

dificultad que enfrentan los fármacos orales respecto a su absorción y estabilidad es el 

entorno gastrointestinal (Debotton & Dahan, 2017; Rehman et al., 2020). 

 

Las nanoemulsiones son una opción para mejorar el transporte de los fármacos por el tracto 

gastrointestinal, ya que brindan mayor estabilidad ante la presencia de algunas enzimas o 

cambios de pH, mejoran la biodisponibilidad y absorción del fármaco y también pueden 

reducir su toxicidad (Rehman et al., 2020). En un estudio desarrollado por Yang y 

colaboradores, 2020, se demostró que la administración oral de nanopartículas de NP-PEG-

FA/17-AAG tuvo un efecto mayor en la reducción de los síntomas de inflamación causados 

por colitis, en comparación con un tratamiento administrado por vía sistémica y con sólo una 

décima parte de la dosis (Yang et al., 2020).  

 

Algunos de los fármacos orales que se han sometido a estudios de reformulación en 

nanoemulsiones son el paclitaxel que, como se mencionó anteriormente, se emplea en el 

tratamiento de cáncer y este tipo de formulación brinda mayor biodisponibilidad, mejor 

captación celular y potencia la actividad antitumoral. También se ha desarrollado el 

candesartán para el tratamiento de hipertensión, ciclovirobuxina D para el tratamiento de 

arritmias, etexilato de dabigatrán para accidente cerebrovascular y tromboembolismo; los 

cuales presentan un aumento de la biodisponibilidad bajo esta formulación. Otros fármacos 

que se han sometido a una reformulación basada en el desarrollo de nanoemulsiones son la 

aspirina, logrando mejorar su actividad antiinflamatoria y analgésica, la primaquina 

(tratamiento contra la malaria), para reducir la dosis, y la insulina, buscando un tratamiento 

menos invasivo y con el fin de mejorar su absorción y eficacia (Rehman et al., 2020). 
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2.6.1 Cápsulas de gelatina blanda. 

 

Son formas farmacéuticas sólidas de administración oral, intravaginal o rectal, capaces de 

contener formulaciones líquidas, sólidas y semisólidas. Se componen de una cubierta de 

gelatina o de materiales poliméricos con plastificantes y la parte interna de una mezcla del 

fármaco y excipientes (Debotton & Dahan, 2017; Gullapalli & Mazzitelli, 2017; Koehl et al., 

2021). Se utilizan principalmente para formulaciones líquidas o semisólidas, es necesario 

considerar para sus formulaciones la miscibilidad de los excipientes y evaluar la solubilidad 

de estos (Debotton & Dahan, 2017; Koehl et al., 2021). 

 

En la formulación de una cápsula, es necesario considerar la compatibilidad de los 

componentes de la cubierta con los excipientes de la formulación (Koehl et al., 2021). En la 

formulación de la pared de la cápsula se emplean plastificantes hidrofílicos ya que 

promueven la retención de humedad de la gelatina. Entre los plastificantes más utilizados se 

encuentran el glicerol, manitol, sorbitol, propilenglicol y polietilenglicoles de bajo peso 

molecular (Gullapalli & Mazzitelli, 2017).  

 

2.6.2 Excipientes poliméricos. 

 

El papel de los excipientes en las formas farmacéuticas es crucial, ya que se ha demostrado 

que no sólo funcionan como vectores de los principios activos, sino también intervienen en 

el proceso de liberación e incluso en la eficiencia terapéutica (Debotton & Dahan, 2017; 

Rabasco Álvarez & González Rodríguez, 2010). 

La selección de excipientes se mueve en función de las propiedades del principio activo y de 

las características de liberación deseadas. El uso de excipientes poliméricos permite 

modificar los parámetros farmacocinéticos de la molécula, ya que pueden aumentar la 

solubilidad, viscosidad, biodegradabilidad y mucoadhesión entre otras. Este tipo de 

excipientes funcionan como diluentes, disgregantes, aglutinantes y desintegrantes en una 

formulación de una forma farmacéutica oral. Pueden formar matrices poliméricas para lograr 

una liberación controlada de los fármacos (Debotton & Dahan, 2017). 
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Se ha demostrado que los polímeros hidrofílicos pueden utilizarse en la formulación de 

formas farmacéuticas de liberación controlada, pues las matrices que forman al hidratarse 

evitan la liberación inmediata del fármaco (Bermejo et al., 2020). 

 

a. Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC). 

 

La HPMC es un polímero de celulosa que se sintetiza a partir de celulosa alcalina al 

reaccionar con óxido de propileno y clorometano. Mantiene soluciones estables en un rango 

de pH de 3-11 y dependiente de la concentración, gelifica de 50 a 90 °C. En solución acuosa 

permite mantener estabilidad a largo plazo siendo resistentes a la acción de enzimas (Guarve 

& Kriplani, 2021). Es estable en soluciones en un rango de pH de 3 -11. Las soluciones de 

HPMC son resistentes a la degradación enzimática y a los cambios de temperatura, 

manteniendo una transformación gel/solución en función de la disminución o aumento de 

temperatura; sin embargo, no son resistentes a agentes microbianos (R. Rowe, 2006). 

Se utiliza como excipiente en formas farmacéuticas orales, oftálmicas y tópicas (R. Rowe, 

2006). Se integra en el proceso de fabricación de algunas cápsulas de gelatina dura porque 

actúa como un polímero formador de película gelificante (Gullapalli & Mazzitelli, 2017). 

Puede ejercer diferentes funciones en la formulación de tabletas y cápsulas; como 

aglutinante, bomba osmótica, matriz hidrofílica o desintegrante (Debotton & Dahan, 2017). 

La formación de matrices en comprimidos permite la formulación de formas farmacéuticas 

de liberación prolongada. Es un agente emulsionante, se utiliza en soluciones coloidales para 

evitar la formación de aglomerados (R. Rowe, 2006). 

Se han desarrollado cápsulas de HPMC que, en comparación con las cápsulas de gelatina 

dura, tienen una mejor capacidad para contener formulaciones con mayores contenidos de 

agua, ya que presentan una mayor resistencia al intercambio de agua con excipientes 

hidrofílicos en la formulación lo cual, a su vez permite la incorporación de formulaciones de 

carácter lipídico (Koehl et al., 2021). 
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b. Propilenglicol. 

 

Es un excipiente polimérico con propiedades antimicrobianas, es miscible en agua y buen 

estabilizador de vitaminas. Se utiliza en formas farmacéuticas orales como solvente o 

cosolvente, como conservante en formulaciones líquidas o semisólidas; y en formas 

farmacéuticas tópicas como humectante y solvente o cosolvente. Se ha utilizado en cápsulas 

masticables de gelatina blanda como vehículo hidrofílico en la formulación (ZHAO et al., 

2016). También se utiliza como desinfectante y plastificante y se considera un excipiente 

menos tóxico que otros glicoles. Se ha empleado tanto para formulaciones parenterales como 

no parenterales. Es buen disolvente para moléculas como alcaloides, vitaminas, barbitúricos 

y algunos anestésicos (R. Rowe, 2006). Es un buen vehículo de emulsiones. Se absorbe 

rápidamente en el tracto gastrointestinal y se metaboliza bien en el hígado (ZHAO et al., 

2016) (R. Rowe, 2006; Zhou et al., 2021). 

 

Presenta estabilidad a bajas temperaturas, mientras se encuentre en recipientes 

herméticamente cerrados. A altas temperaturas puede oxidarse dando lugar a la formación de 

diferentes productos (R. Rowe, 2006).  

 

c. Sorbitol. 

 

El sorbitol es un alcohol de azúcar de 6 carbonos utilizado ampliamente como excipiente 

farmacéutico. Es enmascarador de sabor, y en algunas formulaciones orales funciona como 

endulzante para sustituir otro tipo de azúcares. Se incluye en algunas formulaciones 

inyectables por vía intramuscular y en formulaciones tópicas funciona como humectante. Es 

estable a temperaturas bajas y altas; y resistente a muchos microorganismos. Se considera 

inerte respecto a otros excipientes y en solución se puede almacenar en recipientes de 

plástico, vidrio o aluminio. También es higroscópico, por lo que debe almacenarse en 

recipientes herméticos (Dash et al., 2019; R. Rowe, 2006). 

Se utiliza en tabletas como diluyente, como vehículo en formulaciones líquidas y 

suspensiones. Se utiliza en la preparación de jarabes para evitar la formación de cristales 
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alrededor de la tapa de los frascos. Actúa como estabilizador de algunos fármacos como 

vitaminas o antiácidos. Es un disolvente no iónico que se utiliza como excipiente en la pared 

de cápsulas de gelatina blanda; ya que promueve la formación de estructuras helicoidales en 

la gelatina y así, mejora la estabilidad en la estructura de la cápsula (Dash et al., 2019; 

Gullapalli & Mazzitelli, 2017; R. Rowe, 2006).  

2.7 Formas modificadas de liberación. 

 

La evolución de las formas farmacéuticas tiene como objetivo principal mejorar la acción 

terapéutica de los principios activos aumentando su potencia y especificidad para lograr 

mejores tratamientos a las enfermedades (Rabasco Álvarez & González Rodríguez, 2010). 

Tanto la elección de la forma farmacéutica como de los excipientes de la formulación pueden 

determinar el proceso de LADME de un fármaco; así, es posible generar diferentes opciones 

en el desarrollo de fármacos para obtener una liberación controlada (Debotton & Dahan, 

2017; Rabasco Álvarez & González Rodríguez, 2010; Roost et al., 2021). Entre las ventajas 

que ofrecen los sistemas de liberación controlada es que pueden formularse para liberar en 

una sección específica del intestino. Esto a su vez permite que estas formulaciones se utilicen 

ampliamente en el tratamiento de enfermedades crónicas en las que se requieren dosis 

frecuentes (Bermejo et al., 2020). 

En la formulación de formas farmacéuticas de liberación controlada se puede recurrir al uso 

de excipientes poliméricos, ya que la formación de matrices hace que el fármaco se difunda 

en ellas durante el transporte (Debotton & Dahan, 2017).  
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3. DISEÑO METODOLÓGICO 
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 3.1 Justificación. 

 

El principal objetivo del desarrollo de formas farmacéuticas es mejorar parámetros 

farmacocinéticos y reducir la toxicidad o los efectos secundarios que estos puedan originar. 

También es importante en la búsqueda de nuevas terapias para enfermedades en las que los 

tratamientos resultan invasivos o la eficacia no es suficiente para controlar o erradicar la 

enfermedad. 

 

El descubrimiento del ARN de interferencia permitió el diseño e implementación de terapias 

que puedan ser utilizadas para disminuir la sobreexpresión de diversos genes y con ello 

desarrollar nuevas formas farmacéuticas para el tratamiento de enfermedades genéticas o 

poco comunes. Sin embargo, las posibilidades que tienen los ácidos nucleicos de atravesar el 

sistema gastrointestinal sin perder su estabilidad son nulas debido al pH y la presencia de 

diversas enzimas y otros fluidos. 

 

Se ha demostrado que los sistemas de liberación a base de nanomateriales son capaces de 

brindar mayor estabilidad al fármaco, protegiéndolo de fluidos o enzimas durante el 

transporte de la molécula y brindar mayor biodisponibilidad. 

 

El problema predominante de una forma farmacéutica es su capacidad de transporte y 

liberación controlada de biomoléculas. Es por ello que actualmente se recurre al uso de 

nanoestructuras en el diseño de los fármacos, pues sus propiedades confieren estabilidad 

durante su transporte y liberación, y con esto aseguran la entrega de la molécula en su sitio 

diana. 

 

Para superar los problemas técnicos y biofarmacéuticos en la actividad de los fármacos a 

base de ácidos nucleicos, como su estabilidad y baja biodisponibilidad, se han explorado 

estrategias basadas en sistemas autonanoemulsificantes de liberación de fármacos 

(SNEDDS). Los SNEDDS son una nanoemulsión termodinámicamente estable de aceite en 

agua (menor a 100 nm), los cuales han mejorado la solubilidad, estabilidad, tiempo de 

residencia en fluidos gastrointestinales y permeabilidad pasiva de moléculas hidrofóbicas, 

péptidos y ADN/ARN. Sin embargo, se han desarrollado pocas formas farmacéuticas para la 
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liberación específica de ácidos nucleicos para su uso en terapia de primera línea, o adyuvante 

en patologías como el cáncer. Para aumentar la captación/ retención en regiones blanco, se 

requiere de sistemas inteligentes que tengan ligandos con alta afinidad y reconocimiento 

específico de moléculas sobreexpresadas en las células de cáncer. Los sistemas particulados 

representan estrategias útiles para estos fines, dado sus tamaños de partícula, permeabilidad 

y capacidad de funcionalización y modificaciones superficiales. 

 

El presente proyecto se basa en el diseño y preparación de una forma farmacéutica basada en 

un sistema nanoestructurado para el transporte y liberación de siRNA, con el fin de obtener 

una opción viable de tratamiento de enfermedades crónico-degenerativas, además de una 

opción tecnológica adecuada y funcional para el transporte de ácidos nucleicos.  
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 3.2 Pregunta de investigación. 

 

¿Una forma farmacéutica de liberación modificada será capaz de transportar y liberar siRNA 

contenido en un sistema autonanoemulsificante de liberación de fármacos, como alternativa 

en el diseño de fármacos de la terapia génica? 

 3.3 Hipótesis. 

La síntesis y preparación de una forma farmacéutica para el transporte y liberación de siRNA 

basada en un sistema autonanoemulsificante de liberación de fármacos es una alternativa útil 

y viable en el diseño de nuevos medicamentos para terapia génica. 

 

 3.4 Objetivos.  

 Objetivo general. 

 

Diseñar y caracterizar una forma farmacéutica para vía oral basada en un sistema 

autonanoemulsificante de liberación de fármacos nanoestructurado para el transporte y 

liberación de siRNA. 

Objetivos específicos. 

 
a. Diseñar una formulación oral que permita el transporte y liberación in situ del siRNA.  

b. Determinar las características fisicoquímicas de la forma farmacéutica con siRNA 

basada en una formulación nanoestructurada. 

c. Evaluar la estabilidad de la formulación mediante pruebas fisicoquímicas. 

d. Caracterizar el transporte y liberación de siRNA desde la formulación farmacéutica. 
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4. MATERIALES Y MÉTODO 
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Diseño y formulación de la forma farmacéutica. 

 

Se prepararon SNEDDS a partir de una formulación previamente establecida con ARN para 

determinar la eficiencia de carga (Morales-Becerril, 2022). Se realizó un cribado de 

excipientes para la formulación de la forma farmacéutica en el que se consideraron como 

factores principales: 

 

a) que estuvieran reportados en formas farmacéuticas orales,  

b) que fueran compatibles con más de una forma farmacéutica de administración oral, 

c) que pudieran brindar estabilidad a los SNEDDS y  

d) pudieran mantener la estabilidad de la molécula en diferentes valores de pH.  

 

Se realizó un diseño factorial para determinar las concentraciones de los excipientes y se 

sometieron 15 formulaciones al azar a evaluación visual para determinar la estabilidad 

coloidal. Se seleccionaron las formulaciones que fueron capaces de mantener soluciones 

homogéneas y se sometieron a estudios de termoestabilidad evaluando principalmente la 

estabilidad coloidal de la formulación. Se seleccionaron cápsulas de gelatina blanda como 

forma farmacéutica de esta formulación. La pared de las cápsulas está formada de gelatina, 

polietilenglicoles de bajo peso molecular y colorante. La composición final de la formulación 

se determinó mediante pruebas de estabilidad fisicoquímica después del llenado de cápsulas. 

Se realizó la caracterización fisicoquímica de las cápsulas mediante medición de tamaño de 

partícula, potencial Z, pH y conductividad. Se evaluó la liberación de ARN evaluando 

cambios de pH similares a los encontrados en fluidos gastrointestinales. En la figura 3 se 

observa un diagrama general del diseño metodológico. 
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Figura 3. Diagrama metodológico.  

 

4.1 Preparación de núcleos nanoparticulados. 

 

La preparación de los SNEDDS se basó en la formulación previamente establecida por 

Morales-Becerril A. (Morales-Becerril, 2022), utilizando como excipientes un cosolvente 

(fosfatidilcolina), un surfactante (Cremophor RH40) y un compuesto lipídico (Labrafil). La 

preparación se realizó en las proporciones descritas a continuación: 

 

Se mezcló una alícuota de 20 µL de quitosano al 0.25 % en ácido acético glacial al 1% con 

80 µL de Phospholipon al 0.25 % en alcohol etílico y se agitó por 5 minutos en mezclador 

vórtex. Se adicionaron 148 µL de Labrafil y se agitó en vórtex durante 5 minutos. 

Posteriormente se agregaron 152 µL de Cremophor RH40 y se mezcló en vórtex durante 5 

minutos. Finalmente, esta mezcla se agregó gota a gota en agua destilada mediante agitación 
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constante. La cantidad de agua destilada se determinó en función de las concentraciones de 

SNEDDS inicialmente seleccionadas para probar los excipientes (40, 80 y 200 µL/mL); las 

cuales fueron consideradas como variables independientes; el tamaño de partícula, la 

resistencia a la coalescencia de la formulación y la termoestabilidad como variables 

dependientes (la concentración de los componentes se estableció con base en experimentos 

previos del grupo de investigación) (Morales-Becerril, 2022). 

4.2 Obtención del complejo Nanopartícula-siRNA. 

 

Para la carga de SNEDDS con ARN se formó el poliplejo con quitosano al 0.25 % en ácido 

acético 0.1 % mezclando en proporción 1:1 con ARN suspendido en agua libre de ARNasa 

como se indica a continuación: 

 

 Se mezclaron 10 µL de quitosano con 10 µL de ARN a diferentes concentraciones (6.4, 10, 

15, 20 y 25 ng/ µL). Se agitó la mezcla durante 5 minutos en un vórtex y se colocó en un 

mezclador oscilante a 125 rpm durante 30 minutos. Al terminar, se centrifugó la muestra a 

1500 rpm y 4 °C durante 30 minutos. La muestra se dejó reposar durante 30 minutos a 

temperatura ambiente. Se continuó la preparación de los SNEDDS conforme a la preparación 

descrita en el punto 4.1 a partir de la adición de Labrafil. 

 

Para la determinación de la eficiencia de carga se extrajo el ARN de los SNEDDS con el 

método de TRIzol (Sambrook & Russell, 2001). Se realizó una curva de calibración con 

diluciones seriadas de ARN extraído de células T47D (línea celular de cáncer de mama) en 

agua libre de ARNasas en las siguientes concentraciones: 
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Figura 4. Preparación de curva de calibración de ARN para determinación de la eficiencia de 

carga. 

 

Se realizó la cuantificación por espectrofotometría de fluorescencia considerando una 

longitud de onda de excitación 495 nm y una longitud de onda de emisión 500 nm. 

4.3 Selección de excipientes de formulación para la forma farmacéutica.  

 

Se realizó un cribado de excipientes mediante revisión bibliográfica, seleccionando como 

base de la formulación algunos polímeros para brindar estabilidad coloidal a la suspensión 

de nanopartículas y considerando como características principales excipientes que se han 

utilizado en formas farmacéuticas orales, de liberación controlada. Con lo anteriormente 

descrito, los excipientes seleccionados fueron Hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), 

propilenglicol y sorbitol. 

  

Se determinaron las concentraciones de los excipientes con base en las cantidades reportadas 

en formulaciones aprobadas (PLM, 2023a, 2023b, 2023c). El ajuste de las concentraciones 

se puede ver en la tabla 4: 
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Tabla 4. Concentraciones iniciales de excipientes para la formulación. 

HPMC (mg/mL) SNEDDS (µL/mL) 

       a)      36 

       b)      3.6  

       c)      0.36 

 

40 

       a)      36 

       b)      3.6  

       c)      0.36 

 

80 

       a)      36 

       b)      3.6  

       c)      0.36 

 

200 

Propilenglicol (mg/mL) SNEDDS (µL/mL) 

       a)      72 

       b)      7.2  

       c)      0.72 

 

40 

       a)      72 

       b)      7.2  

       c)      0.72 

 

80 

       a)      72 

       b)      7.2  

       c)      0.72 

 

200 

Sorbitol (mg/mL) SNEDDS (µL/mL) 

       a)      186.5 

       b)      18.65  

       c)      1.865 

 

40 

       a)      186.5 

       b)      18.65  

       c)      1.865 

 

80 

       a)      186.5 

       b)      18.65  

       c)      1.865 

 

200 

 

La afinidad de los excipientes se evaluó mediante la estabilidad termodinámica de la 

suspensión mediante ciclos de calentamiento/enfriamiento y congelación/descongelación 

(Morales-Becerril, 2022). Se midió la resistencia a la coalescencia por espectrofotometría 

UV-Vis y se evaluó la apariencia de la suspensión contrastando contra la apariencia de 

blancos de SNEDDS. 
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 4.4 Optimización de la formulación. 

 

Se elaboró un diseño de mezclas D-optimal utilizando el software Design-Expert 11, para 

determinar las concentraciones óptimas de cada excipiente. Se tomaron como variables 

independientes los excipientes y sus concentraciones, y como variables dependientes el 

tamaño de partícula; y la capacidad de preservar el carácter disperso de la nanoformulación.  

 

Se seleccionaron algunas formulaciones al azar de cada diseño factorial y se prepararon con 

SNEDDS sin carga de ARN para evaluar la estabilidad fisicoquímica de los sistemas 

particulados con cada excipiente. En la tabla 5 se muestra la composición de las 

formulaciones.  

Tabla 5. Selección de formulaciones para evaluación de apariencia (72 h; t.a.) 

Formulación 
SNEDDS 

(µL/mL) 

HPMC 

(mg/mL) 

Propilenglicol 

(µL/mL) 

Sorbitol al 70% 

(µL/mL) 

Volumen de 

agua (mL) 

FH2 120 9.27 - - 880 

FH3 40 36 - - 960 

FH6 200 0.36 - - 800 

FH9 80 18.18  - 920 

FP2 40 - 72 - 888 

FP4 120 - 36.36 - 843.64 

FP6 120 - 18.54 - 861.46 

FP8 160 - 36.36 - 803.64 

FP10 200 - 72 - 728 

FP11 80 - 36.36 - 883.64 

FS1 120 - - 134.54 745.46 

FS6 40 - - 2.66 957.34 

FS7 200 - - 2.66 797.34 

FS8 120 - - 68.6 811.4 

FS9 160 - - 134.54 705.46 

FH: Formulaciones con HPMC, FP: formulaciones con propilenglicol, FS: formulaciones con 

sorbitol. 

Nota: Las preparaciones descritas en esta tabla se llevaron a un volumen final de 1 mL para 

cada formulación. 
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Para la preparación de las formulaciones con HPMC se calentó agua destilada a 80 °C 

aproximadamente y se disolvió el HPMC correspondiente a cada muestra en el 50 % del agua 

destilada establecida para cada formulación (Guarve & Kriplani, 2021). De manera 

independiente se sintetizaron los SNEDDS conforme a la preparación descrita en el numeral 

6.1 con el otro 50 % de agua destinado a la formulación y finalmente se adicionó al HPMC 

disuelto. Se mezcló con agitación lenta durante 2 minutos. 

 

Las formulaciones con sorbitol se realizaron con el excipiente al 70 %, por lo que para las 

preparaciones se hizo un ajuste en la cantidad final a incorporar en la formulación (Ver tabla 

5). Para las formulaciones con propilenglicol y sorbitol, se prepararon los SNEDDS de 

acuerdo con las proporciones indicadas en la tabla 5, en el total de agua destilada descrito 

para cada formulación y posterior a 5 minutos de agitación se adicionaron los excipientes. 

La agitación se continuó durante 2 minutos más. 

 

Las muestras se mantuvieron en incubación durante 72 horas a temperatura ambiente (t.a.) y 

se evaluó la apariencia para seleccionar las formulaciones que se sometieron a ciclos de 

termoestabilidad.  

 

Las formulaciones que se mostraron estables se prepararon nuevamente por duplicado a un 

volumen total de 1 mL. Los ciclos de temperatura fueron: a) 24 h a 45 °C/ 24 h a 4 °C, y b) 

24 h a -20 °C/ 24 h a 25 °C, cada ciclo durante 6 días. Se preparó una muestra de SNEDDS 

como blanco de acuerdo con la concentración de la formulación respectiva a comparar; un 

blanco para cada ciclo de temperatura. Se evaluó la apariencia de las muestras cada 24 h, se 

tomaron muestras de 10 µL de cada una para hacer diluciones 1:10 y evaluar las muestras 

por espectrofotometría de luz UV-Vis. Se seleccionó una longitud de onda de 400 nm para 

evaluar estabilidad coloidal, debido a que todos los componentes del sistema se encuentran 

en un rango de 100 a 300 nm, incluyendo los excipientes a probar. Se determinó la capacidad 

para mantener la estabilidad coloidal mediante el cálculo de la desviación estándar. 
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 4.5 Formulación de la forma farmacéutica.  

 

Derivado del estudio de termoestabilidad, se determinaron las proporciones de los 

excipientes de la formulación, utilizando como excipientes sorbitol (52.8 % en la 

formulación) y propilenglicol (7.2 %). Las concentraciones para la formulación final se 

ajustaron conforme a las pruebas de estabilidad física de la cápsula. Para ello se preparó la 

formulación como se indica en el punto 4.1 hasta la adición del Cremophor (formación del 

poliplejo) en proporción a un volumen final de 200 µL. La mezcla se agregó gota a gota a 

200 µL de buffer de fosfatos 20 mM pH 7.4 (se utilizó el buffer como fase acuosa para 

mantener el pH de la formulación en un rango de 7). Se agregaron 528 µL de sorbitol 

mediante agitación constante durante 1 minuto y se adicionaron 7.2 µL de propilenglicol. Se 

mantuvo la agitación durante 1 minuto más y con esta formulación se realizó el llenado de 

las cápsulas por inyección y una vez selladas se evaluó la estabilidad física de estas. Las 

cápsulas se mantuvieron en incubación a temperatura ambiente en periodos de 24 horas y 30 

días, y se evaluó el aspecto de la cápsula. Se midió la conductividad, pH y absorbancia y se 

utilizó una cápsula placebo vacía y una cápsula rellena sólo con agua. De cada cápsula se 

tomaron pequeños cortes de la pared y se analizó la textura de las cápsulas en un microscopio 

estereoscópico. 

4.5.1 Caracterización Fisicoquímica. 

 

Una vez definida la formulación con los excipientes, se realizó el llenado de cápsulas de 

gelatina blanda (placebo de gelatina y polietilenglicol) para evaluar la cápsula y realizar la 

caracterización. Después de la evaluación de la estabilidad de las cápsulas, se inyectaron 

otras más con la formulación preparada con siRNA para la evaluación de la liberación. 

 

Se realizó la medición de pH, conductividad eléctrica y medición de la absorbancia por 

espectrofotometría de luz UV-Vis a una longitud de onda de 400 nm para evaluar la 

estabilidad coloidal comparando los datos obtenidos con los resultados de absorbancia de las 

pruebas preliminares de formulación. Se realizó la evaluación del tamaño hidrodinámico de 

la forma farmacéutica, en comparación con el sistema nanoparticulado NP´s-siRNA-
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SNEDDS por DLS (dispersión de luz dinámica). La evaluación de la estabilidad de la 

molécula se realizó por medio de la determinación de potencial Z. 

4.5.2 Evaluación de transporte y liberación. 

 

Se preparó la formulación final incorporando ARN extraído de células T47d, unido al 

fluorocromo DAPI (4′,6-diamidino-2-fenilindol) en los SNEDDS, a partir de un estándar de 

ARN con una concentración de 1260.217 ng/µL. Considerando una proporción para la 

preparación de 300 µL del lipoplejo, se tomaron 1.8 µL del estándar y se mezclaron con 5.7 

µL de Buffer de ensayo DAPI y 7.5 µL de quitosano al 0.25 % en ácido acético al 1 %. La 

preparación se continuó como se indica en el numeral 4.1. 

 

El Buffer de ensayo DAPI se preparó a partir de un Buffer de NaCl 10 mM: EDTA 10 mM: 

Tris 10 mM, pH 7.0. Se diluyó Reactivo DAPI 1 mg/mL en el Buffer antes mencionado para 

obtener una concentración final de 0.1 mg/mL de DAPI (Thermo Scientific, 2023). El buffer 

de ensayo se conservó en refrigeración (4 °C) protegido de la luz. 

 

Se evaluó la liberación de ARN con una prueba de disolución de las cápsulas de acuerdo con 

los métodos MGA 0291 Disolución y MGA 0521 Liberación controlada de la Farmacopea 

de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM) (Secretaría de Salud, 2021). Se utilizó como 

medio de disolución ácido clorhídrico 0.1 N, pH 1.2 y solución amortiguadora de fosfato 

tribásico de sodio 0.2 M; pH 7.4, que fueron filtrados inmediatamente al vacío mediante un 

filtro de 45 µm y desgasificados mediante calentamiento a 45 °C por sonicación (Secretaría 

de Salud, 2018). La prueba se ejecutó en un disolutor Erweka 600. Cada vaso fue llenado con 

550 mL de medio de ácido clorhídrico 0.1 M previamente llevado a 37 °C y desgasificado 

por sonicación. Se colocó en cada canastilla una cápsula (n=5); la prueba se realizó a una 

temperatura de 37 °C y velocidad de 100 rpm. Se tomó la primera muestra mediante una 

alícuota de 2 mL de medio después de 1.5 h, a partir de este punto se tomaron muestras cada 

0.5 h hasta un tiempo total de la prueba equivalente a 3 h (total de muestras: 4). Se continuó 

en medio ácido 0.5 h más y se tomó una segunda muestra. En seguida se adicionaron 200 mL 

de Buffer de fosfatos 0.2 M a pH 7.4, y 50 mL de NaOH 1 M para ajustar el pH a 6.8 

aproximadamente y se continuó la prueba durante una hora más.  
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Las muestras se analizaron por espectrofotometría de fluorescencia a una longitud de 

excitación de 341 nm y longitud de emisión de 452 nm. Se tomaron 100 µL para realizar 

diluciones 1:2 y se compararon con una curva de ARN preparada con agua libre de ARNasa 

y utilizando DAPI 1 mg/mL. La curva se preparó por diluciones seriadas a partir de un 

estándar de ARN con una concentración de 1260.217 ng/µL. Se tomaron 1.2 µL y se 

diluyeron en 100 µL de agua libre de ARNasa. Se adicionaron 1398.8 µL de Buffer de ensayo 

DAPI para llegar a un volumen total de 1500 µL y obtener una concentración de 1 ng/µL. La 

solución se agitó durante 2 minutos en un mezclador vórtex. A partir de este punto se 

prepararon los siguientes puntos de la curva como se muestra en la figura 5. Se tomaron 100 

µL de cada punto y se diluyeron en proporción 1:1 con agua libre de ARNasa.  

 

 

Figura 5. Preparación de la curva de calibración de ARN para análisis de liberación. 

 

 

Se realizó un ensayo de electroforesis en gel de agarosa al 1 %, para lo cual se emplearon 6 

cápsulas que fueron procesadas en un perfil de disolución con las características de la 

metodología antes descrita. Se utilizaron las muestras tomadas de los tiempos 2 (2 h) y 4 (3 

h) para confirmar la presencia de ARN. Para ello se tomaron 500 µL de cada muestra y se 

añadieron 1000 µL de agua destilada a cada una. Se midió el pH de las muestras y se ajustó 

a pH 10. Las muestras se concentraron por evaporación y se reconstituyeron a 50 µL con 

agua destilada. Se tomaron 15 µL de muestra mezclados con 15 µL de Buffer de corrida (6X 

TriTrack DNA Loading Dye; Thermo Scientific, preparado a 1X con agua libre de ARNasa) 

y se colocaron 20 µL de cada muestra en los pozos de corrida. Como controles se utilizó 
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siRNA Cy3 (C= 60 ng/µL), ARN extraído de células T47d, incorporado en la formulación 

farmacéutica extraído por centrifugación (3000 rpm, 30 min, 4 °C). Se utilizó TAE 1x como 

Buffer de corrida, las muestras se colocaron en el gel como se muestra en la figura 6: 

 

 

Figura 6. Esquema de electroforesis.  

Las muestras se colocaron en las siguientes posiciones: 1: siRNA Cy3, 2: ARN FF, 3: C1M2, 

4:C2M2, 5: C3M2, 6:C4M2, 7: C5M2, 8:C6M2, 9:C1M4, 10:C2M4, 11:C3M4, 12:C4M4, 13: 

C5M4, 14:C6M4 

4.6 Análisis estadístico.  

 

Los resultados se reportaron como media ± desviación estándar (DE). Las diferencias 

significativas entre grupos se determinaron y evaluaron mediante pruebas de ANOVA y 

análisis de medias. Se utilizó el Software OriginLab para el análisis matemático de los datos. 

  

Condiciones de corrida: 

Voltaje:120 Volts 

Energía de corriente: 80 mAh 

Tiempo: 15 minutos 
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5. RESULTADOS Y 

DISCUSIÓN 
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 5.1 Preparación de núcleos particulados. 

 

Las formas farmacéuticas orales ofrecen múltiples ventajas en la administración de 

medicamentos, principalmente porque son más cómodas para el paciente y esto permite 

completar los tratamientos terapéuticos con mayor eficiencia. Sin embargo, la formulación 

de formas farmacéuticas de administración oral se vuelve complicada para fármacos poco 

solubles en agua. Para ello se ha recurrido a diferentes tipos de formulación entre las cuales 

destacan las que están basadas en lípidos principalmente por mejorar la biodisponibilidad 

(Koehl et al., 2021). 

 

Los sistemas nanométricos son sistemas que brindan propiedades específicas en la 

formulación de formas farmacéuticas para su administración, ya que se internalizan 

fácilmente en las células y facilitan el transporte de los fármacos (Rathod et al., 2022). A 

diferencia de otros sistemas nanoparticulados como los liposomas, los SNEDDS confieren 

una estabilidad mayor a moléculas que son poco solubles o presentan baja permeabilidad, lo 

cual permite una mayor biodisponibilidad del fármaco (Nikam et al., 2024).   

 

En el experimento que se realizó para la optimización de la formulación se observaron 

soluciones homogéneas de SNEDDS. La característica principal del aspecto visual en las 

soluciones fue que las más concentradas se observaron más blanquecinas que las menos 

concentradas. Esto puede deberse a la naturaleza lipídica de las nanopartículas y a la 

concentración del poliplejo en cada concentración.  

5.2 Obtención del complejo Nanopartícula-siRNA. 

 

En el desarrollo del proyecto se utilizó ARN para evitar problemas de manipulación respecto 

a un estándar de siRNA y por reducción de costos en insumos. Para la determinación de la 

eficiencia de carga se tomaron los puntos 2, 4, 5 y un punto cero (sólo agua libre de ARNasas) 

de las preparaciones por diluciones seriadas para realizar la curva de calibración. Para 

optimizar la cuantificación de la carga máxima, se tomó la parte oleosa de la separación de 

fases en la extracción con TRIzol para hacer una segunda separación y así tratar de recuperar 
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todo el ARN posible. Se cuantificó el ARN de las muestras preparadas con las 

concentraciones probadas, tanto en la fase acuosa como de la fase oleosa. La curva de 

calibración y los resultados de cuantificación se muestran en la figura 7 y la tabla 6.  
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Figura 7. Curva de calibración de ARN. Determinación por espectrofotometría de fluorescencia. 

 

Así, las concentraciones de carga de las muestras se calcularon a partir de la siguiente 

ecuación: 

 

𝑥 =
𝑦 − 284510.9

80538.5
 

 

Se obtuvieron los siguientes resultados, con lo cual se determinó que la eficiencia de carga 

es de 1.14 ng/µL considerando el promedio de las cargas obtenidas para cada muestra. 
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 5.3 Selección de excipientes de formulación para la forma farmacéutica. 

 

En la formulación de formas farmacéuticas orales, una de las características a considerar es 

mejorar la solubilidad del fármaco, pues uno de los principales problemas que presentan 

algunos fármacos es la baja solubilidad en fluidos gastrointestinales (Debotton & Dahan, 

2017). Los surfactantes no iónicos se caracterizan por ser menos tóxicos, ayudan a mantener 

el pH fisiológico y son menos agresivos en las superficies celulares. Son capaces de llegar a 

la membrana plasmática. Se utilizan ampliamente como aditivos en formulaciones 

farmacéuticas, mejoran la solubilidad de los fármacos y; por lo tanto, también la absorción. 

Promueven una mayor toxicidad en células cancerosas cuando son expuestas a fármacos 

citotóxicos (Rathod et al., 2022).  

 

En las figuras 8, 9 y 10 se muestran los resultados del diseño factorial de las formulaciones 

para cada excipiente. 

Tabla 6. Cuantificación de ARN en SNEDDS para la determinación de eficiencia de 

carga 

 Fase acuosa Fase oleosa Carga total 

Muestra** Fl* ARN 

(ng/µL) 

Fl* ARN 

(ng/µL) 

ARN 

(ng/µL) 

SNEDDS 6.4 315170 0.3807 313544 0.3605 0.7412 

SNEDDS 10 393926 1.3585 318036 0.4163 1.7751 

SNEDDS 15 327576 0.5347 332231 0.5925 1.1272 

SNEDDS 20 316867 0.4017 314779 0.3758 0.7775 

SNEDDS 25 343183 0.7285 329849 0.5629 1.2914 

Promedio 1.1424 

SD 0.4233 

Fl*: Intensidad de fluorescencia  

**Unidad de carga de las muestras: ng/µL 
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Figura 8. Diseño optimizado de formulaciones de HPMC.  

 

 
Figura 9. Diseño optimizado de formulaciones de propilenglicol.  
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Figura 10. Diseño optimizado de formulaciones de sorbitol. 

 

5.4 Optimización de la formulación. 

 

Una suspensión se mantiene estable cuando las fuerzas repulsivas entre moléculas impiden 

la formación de aglomerados. Esto se explica por efecto del movimiento browniano; las 

partículas de un sistema coloidal están expuestas a fuerzas de atracción y repulsión, en el que 

debe existir un equilibrio entre dichas fuerzas. Si las fuerzas de repulsión predominan las 

partículas permanecen separadas; en tanto que, si dominan las fuerzas de atracción, las 

partículas empiezan a aglomerarse (Champagne et al., 2018; Matusiak & Grządka, 2017). La 

teoría de Derjaguin-Landau Verwey-Overbeek (DVLO); que predice el comportamiento de 

suspensiones coloidales, explica este equilibrio mediante fuerzas de Vander Wals (atracción) 

y fuerzas electrostáticas de doble capa (repulsión). Así, una suspensión se mantiene estable 

cuando estas fuerzas se mantienen en equilibrio (Champagne et al., 2018; Matusiak & 

Grządka, 2017). El criterio de evaluación para estas muestras fue la capacidad de mantener 

una solución homogénea (una sola fase) y que no se presentara precipitación o formación de 

aglomerados. 
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Se utilizaron preparaciones blanco sólo con SNEDDS para realizar una comparación de la 

estabilidad de las muestras con las formulaciones que contenían los diferentes excipientes. 

En las preparaciones blanco, para los ciclos de -20 a 25 °C, se observa un cambio en la 

apariencia de las muestras de translúcidas a blanquecinas.  

 

En la separación de fases de un sistema coloidal interfieren diferentes factores como la 

cinética del sistema estabilidad termodinámica, interacciones electrostáticas y estéricas.  La 

literatura reporta que la estabilidad de un coloide puede aumentar con la adición de 

macromoléculas como tensoactivos o polímeros, ya que estos ayudan a mejorar las 

propiedades en la interfase del sistema (Matusiak & Grządka, 2017). 

 

Para las muestras de HPMC, sólo la formulación 6 se mantuvo en una sola fase. Respecto a 

las muestras de propilenglicol, sólo la formulación 10 mantuvo estabilidad al presentar una 

sola fase y homogeneidad de la suspensión. Las 6 muestras de sorbitol presentaron 

estabilidad coloidal al mantener una sola fase. Los resultados se muestran en la Tabla 7. Para 

todos los excipientes, las formulaciones que presentaron estabilidad coloidal no presentaron 

partículas en suspensión, turbidez en la formulación, ni separación de fases. 

 

Para realizar los estudios de termoestabilidad se tomaron las preparaciones estables de cada 

excipiente conforme a las formulaciones mencionadas anteriormente. Se realizaron 

mediciones de absorbancia al término de cada ciclo (cada 24 h), la apariencia de las muestras 

y los resultados de absorbancia se describen en la tabla 8. 

 

Tabla 7. Apariencia de formulaciones en incubación preliminar (72h, t.a.). 

 

Estabilidad de formulaciones de 

HPMC a 72h t.a. 

 

En las formulaciones 3 y 10 se 

formaron geles, imposibles de 

manipular. La formulación 2 presentó 

separación de fases. La formulación 6 

presentó una apariencia homogénea, 

libre de aglomeraciones o precipitados 

y consistencia líquida. 
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Estabilidad de formulaciones de 

propilenglicol a 72h t.a. 

 

Las formulaciones 2, 4, 6, 8 y 11 

presentaron formación de precipitados. 

 

La formulación 10 se mantuvo 

homogénea, con apariencia 

ligeramente opalescente. 

 

 

 

 

 

 

 

Estabilidad de formulaciones de 

sorbitol a 72h t.a. 

 

Todas las formulaciones se muestran 

homogéneas con una apariencia 

translúcida. 
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La espectrofotometría UV-Vis es muy útil para predecir el comportamiento de un sistema 

coloidal, pues la interacción del haz de luz con la materia puede presentar efectos de 

absorción, reflexión o refracción de la luz. Mediante la medición de la absorbancia se puede 

analizar la estabilidad de las suspensiones a través del tiempo. Si la absorbancia disminuye, 

podemos asumir que el sistema pierde estabilidad, pues las partículas sólidas empezarán a 

flocularse y precipitar (Matusiak & Grządka, 2017). 

 

En la tabla 8 se observan los resultados promedio de las absorbancias medidas de cada ciclo 

para las diferentes formulaciones. La desviación estándar para todos los ciclos es menor a 1, 

por lo que podemos inferir que las muestras mantienen el sistema coloidal a lo largo del 

tiempo resistiendo al cambio de temperatura. De manera general se observa que el promedio 

de las absorbancias de los ciclos de congelación/descongelación es mayor a la de los ciclos 

de calentamiento/enfriamiento. 

 

Tabla 8. Resultados de termoestabilidad de formulaciones. 

Form* 

µL/mL Ciclos 45 a 4°C Ciclos -20 a 25°C 

X1 X2 X3 X4 ABS D.V. Ap* ABS D.V. Ap* 

1 200 - - - 0.024 0.0163 1 0.56 0.254 2 

2 200 0.36 - - 0.085 0.027 1 1.02 0.48 3 

3 200 - 72 - 0.021 0.015 3 0.019 0.016 3 

4 120 - - 134.54 0.021 0.0219 3 0.25 0.105 2 

5 40 - - 2.66 0.013 0.0159 3 0.11 0.054 3 

6 200 - - 2.66 0.026 0.0188 3 0.501 0.226 2 

7 120 - - 68.6 0.021 0.0221 3 0.229 0.191 2 

8 160 - - 134.54 0.022 0.0186 3 0.302 0.133 2 

 
Form*: Formulación 

Ap*: Apariencia 

Resultados de la evaluación de termoestabilidad: X1=SNEDDS, X2= HPMC, X3=Propilenglicol, 

X4=Sorbitol. 1=Solución homogénea blanquecina, 2=Solución blanca homogénea, 3=Solución 

translúcida, ligeramente blanca. 

 

La tendencia de estabilidad de las muestras por excipiente se observa en las figuras 11-16. 

Como lo indican los gráficos en la figura 11, el HPMC muestra una tendencia muy similar a 

la estabilidad presentada por los SNEDDS blanco. La formulación de propilenglicol mostró 

la misma tendencia en ambos ciclos que los SNEDDS en el ciclo de calentamiento. Las 
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formulaciones preparadas con sorbitol mostraron tendencias similares a las preparaciones de 

los SNEDDS sin excipiente. 
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   Figura 11. Termoestabilidad de muestras de HPMC sometidas a ciclos de temperatura  

(4 a 45 °C; 20 a 25 °C). 
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     Figura 12. Termoestabilidad de muestras de propilenglicol sometidas a ciclos de temperatura  

(4 a 45 °C; 20 a 25 °C). 
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Figura 13. Termoestabilidad de muestras de sorbitol sometidas a ciclos de temperatura  

(4 a 45 °C; 20 a 25 °C). 
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Figura 14. Termoestabilidad de muestras de sorbitol sometidas a ciclos de temperatura  

(4 a 45 °C; 20 a 25 °C). 
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Figura 15. Termoestabilidad de muestras de sorbitol sometidas a ciclos de temperatura  

(4 a 45 °C; 20 a 25 °C). 
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Figura 16. Termoestabilidad de muestras de sorbitol sometidas a ciclos de temperatura  

(4 a 45 °C; 20 a 25 °C). 
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La tendencia de estabilidad de las muestras por excipiente se observa en las figuras 11-16. 

Como lo indican los gráficos en la figura 11, el HPMC muestra una tendencia muy similar a 

la estabilidad presentada por los SNEDDS blanco. La formulación de propilenglicol mostró 

la misma tendencia en ambos ciclos que los SNEDDS en el ciclo de calentamiento. Las 

formulaciones preparadas con sorbitol mostraron tendencias similares a las preparaciones de 

los SNEDDS sin excipiente. 

 

De manera general puede apreciarse en todas las formulaciones que la estabilidad coloidal 

sigue la misma tendencia que las preparaciones de SNEDDS sin excipiente. Se consideraron 

estables todas las formulaciones tomando en cuenta que se mantuvo la apariencia en las 

formulaciones a pesar de los cambios de temperatura, mantuvieron una sola fase sin 

formación de aglomerados y que estadísticamente no hay diferencias significativas en las 

mediciones de las absorbancias, considerando estas mediciones como una determinación de 

la resistencia a la coalescencia. 

 

Tabla 9. Evaluación de tamaño de partícula y Potencial Z (variables dependientes). 

Forma Excipiente 

Tamaño de 

partícula 

(nm) 

Vol* 

(%) 
PDI 

Potencial 

Z (mV) 

Viscosidad 

(cp) 

F6 HPMC 44.1 100 0.880 +30.5 0.988 

F10 Propilenglicol 
326 1.1 

0.329 +56.6 0.986 
43.1 98.9 

F9 Sorbitol 44.5 100 0.214 +31.0 0.988 

Vol*: Volumen, porcentaje de la muestra referente al tamaño de gota. 

 

 

Respecto a los valores reportados de viscosidad, podemos apreciar que no hay variación entre 

formulaciones. Esto tiene relación con el tamaño de gota de las formulaciones, ya que la 

adición de un tensoactivo reduce la tensión interfacial evitando que las moléculas en 

suspensión se fusionen. A menor tamaño de gota, mayor área superficial y; por tanto, la 

viscosidad aumentará (Ramírez-Nieto et al., 2019). El potencial Z para todas las 

formulaciones presenta valores positivos por encima de los 30 mV, estos valores nos 

muestran una estabilidad de las suspensiones ya que, a mayor carga en el plano de 
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deslizamiento, mayor repulsión entre las partículas y por consiguiente, hay mayor resistencia 

a la formación de aglomerados (Champagne et al., 2018; Matusiak & Grządka, 2017). 
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Figura 17. Distribución de tamaño de partícula. F6 HPMC. 
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Figura 18. Distribución de tamaño de partícula. F10 Propilenglicol. 
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Figura 19. Distribución de tamaño de partícula. F9 Sorbitol. 

 



Facultad de Química UAEMex                                                                   Edith Bello Robles 

 

51 
 

 5.5 Formulación de la forma farmacéutica. 

 

La formulación final se determinó a partir de las concentraciones óptimas obtenidas de las 

pruebas de termoestabilidad. Se evaluó la estabilidad de la cápsula a 7 días del llenado con 

la formulación, para la cual, se mantuvo un pH cercano a 7 en la formulación mediante la 

inspección visual de las cápsulas y el análisis de la estructura de la gelatina en las paredes. 

A pesar de que la formulación de SNEDDS mostró una gran estabilidad en HPMC, se 

descartó este excipiente de la formulación final debido a que las cápsulas no reaccionaron de 

manera favorable a este polímero. La estabilidad física de las cápsulas de gelatina blanda 

depende en gran medida de la humedad, tanto externa como interna de la cápsula. Se ha 

comprobado que la gelatina sufre degradación hidrolítica en medio acuoso y que el tiempo 

de degradación depende principalmente del pH y la temperatura (Gullapalli & Mazzitelli, 

2017). Algunos estudios han demostrado que en un rango de pH de 4-7 la cápsula mantiene 

mayor estabilidad respecto a este tipo de degradación (Courts, 1954; Ling, 1978).    

 

En la figura 20 se pueden apreciar las estructuras de la pared de las cápsulas que se 

sometieron a evaluación de estabilidad física. En la figura 20a se muestra la estructura de una 

cápsula placebo; en la cual se observa un estriado característico de la estructura helicoidal de 

la gelatina; en la figura 20b se muestra la estructura de una cápsula llena sólo con agua, donde 

se puede observar la formación de burbujas en la pared. Cuando la gelatina se expone a 

condiciones de humedad y temperatura altas, puede reaccionar con algunos de los excipientes 

de la formulación como polímeros (aniónicos y catiónicos) azúcares o iones y formar 

reticulación. Finalmente, la figura 20c muestra la estructura de la cápsula que contenía la 

formulación, en ella podemos apreciar un estriado similar al de la cápsula placebo. El uso de 

sorbitol como componente principal permite mantener la estabilidad de la forma 

farmacéutica, ya que es un polisacárido que ha sido utilizado como excipiente en la síntesis 

de la pared de cápsulas de gelatina blanda debido a que mantiene las estructuras de gelatina 

(Gullapalli & Mazzitelli, 2017). 
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Figura 20. Microscopía estereoscópica de la cápsula sometida a la formulación final: a) Cápsula 

placebo, b) Cápsula blanco y c) Cápsula formulación. 

 5.5.1 Caracterización fisicoquímica. 

 

Al ser un surfactante no iónico, el sorbitol brinda mayor estabilidad a los SNEDDS durante 

el transporte del principio activo, ya que tiende a resistir mejor los cambios de pH y así 

permite liberar a nivel de intestino, promueve una mayor difusión en las capas mucosas del 

intestino y mejora la absorción de los fármacos mediante mecanismos de difusión pasiva 

(Rathod et al., 2022; Smith et al., 2018). En la tabla 10 se observa que el tamaño de partícula 

obtenido por dispersión de luz dinámica es de 67.6 nm. Esto es favorable para la emulsión; 

ya que, a menor tamaño el área de superficie específica de los lípidos aumenta y esto 

promueve la acción de lipasas pancreáticas (Smith et al., 2018). 

 

Para la fase acuosa en la que se formularon los SNEDDS, se utilizó buffer de fosfatos en 

lugar de agua destilada; esto con el objetivo de mantener un pH cercano a 7 en la formulación. 

El porcentaje de agua se redujo a una proporción 1:1 agua: poliplejo para evitar daños en la 
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pared de la cápsula, ya que el agua puede migrar hacia las paredes y producir daños en la 

estructura (Koehl et al., 2021). 

 

 Tabla 10. Parámetros fisicoquímicos de la formulación. 

Composición (%): 

Tamaño de 

partícula 

(nm) 

PDI Potencial Z (mV) Vol Viscosidad 

SNEDDS:          20 

Agua:                 20 

Propilenglicol:   7.2 

Sorbitol:           52.8 

67.6 0.120 +0.6 100 0.983 

 

De manera independiente, los excipientes probados mostraron una buena estabilidad 

coloidal. De acuerdo con los datos presentados en la tabla 9, los valores de potencial Z de 

todas las formulaciones fueron superiores a ± 30 mV; sin embargo, la formulación final tuvo 

un valor de potencial Z de 0.6 mV. Se sabe que la adición de macromoléculas interviene en 

el desplazamiento del campo eléctrico, lo cual produce que el valor del potencial Z sea menor 

(Matusiak & Grządka, 2017). A pesar de que los tensoactivos no iónicos presentan valores 

de potencial negativos cercanos a cero, es probable que la concentración de sorbitol en la 

formulación modifique el valor del potencial; pues a mayor concentración de tensoactivo, el 

potencial Z tendrá una carga positiva baja (Vergara et al., 2022). También podemos observar 

que el valor del índice de polidispersidad (PDI) de la formulación final se redujo respecto a 

los valores de PDI de las formulaciones con los excipientes de manera individual. Esto es 

indicativo de que, en la formulación las partículas se encuentran monodispersas, por lo que 

la estabilidad coloidal se mantiene (Raval et al., 2019). Respecto al tamaño de partícula, la 

formulación final es ligeramente mayor a los tamaños de partícula presentados por las 

formulaciones con los excipientes individuales. No obstante, es menor a 200 nm; el tamaño 

ideal para mantener las características de la nanoemulsión que le permitan tener una mejor 

absorción (C.-Y. Wang et al., 2020). 
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Figura 21. Distribución de tamaño de partícula. FF Sorbitol/Propilenglicol. 

 

 

Se realizó la medición de algunos parámetros a diferentes tiempos de incubación para evaluar 

la estabilidad de las cápsulas (ver tabla 11): 

 

Tabla 11. Mediciones de parámetros fisicoquímicos de la forma farmacéutica. 

Muestra ABS pH 
Conductividad 

(mV) 

Cápsula libre 0.087 6.36 16 

Cápsula Blanco 0.022 7.68 -31 

Formulación t 0 0.021 7.25 -29 

Formulación t 24 h 0.116 7.66 -30 

Formulación t 30 d 0.220 6.93 3 

 

Promedio 0.09 7.38 -21.75 

Desviación Estándar 0.09 0.36 16.52 
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La conductividad eléctrica se evaluó mediante la medición de la diferencia de potencial. En 

la tabla 11 podemos observar que los valores son negativos, esto es indicativo de que la 

formulación es estable debido a que la repulsión de cargas es mayor considerando que los 

valores de diferencia de potencial son cercanos a ±30 mV. Adicional a ello, a una mayor 

concentración de agua aumenta la conductividad eléctrica debido a que hay una mayor 

movilidad de iones, por lo que los cambios en la conductividad después de un periodo de 

tiempo pueden generarse por la concentración de agua que hay en la formulación (Ramírez-

Nieto et al., 2019). 

 

Durante la evaluación de la estabilidad de la cápsula se observó que el pH se mantuvo estable. 

Esto es relevante por varias razones: el potencial de hidrógeno (pH) influye en la carga 

superficial de las partículas; si el pH aumenta, las fuerzas electrostáticas disminuyen y esto 

favorece la formación de aglomerados (Champagne et al., 2018). Mantener un pH cercano a 

7 brinda estabilidad al siRNA (Izquierdo-Rojo, 2014). 

 

Con los valores obtenidos anteriormente y la evaluación física de las paredes de la cápsula, 

podemos predecir que la forma farmacéutica es estable al menos 30 días. Es necesario realizar 

pruebas posteriores a este estudio a partir de una evaluación de estabilidad acelerada. 
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5.5.2 Evaluación de transporte y liberación. 
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Figura 22. Curva de calibración. Perfil de disolución. 

 

 

Debido a que en el ensayo de disolución no fue posible una cuantificación significativa 

debido a que la muestra representativa del medio contenía una cantidad nanométrica de ARN, 

se realizó un ensayo de electroforesis para asegurar la presencia de ARN en la muestra, 

confirmar la liberación y que no hubiese degradación.  Sin embargo, se tomaron las 

mediciones de intensidad de fluorescencia para realizar el análisis estadístico de varianza 

(Ver figura 24) y las diferencias entre grupos son significativas; por lo que la prueba de 

disolución sugiere que la liberación de siRNA se obtiene mayoritariamente en condiciones 

similares a las del intestino. La tendencia de liberación se puede observar en la figura 23. 
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Figura 23. Perfil de disolución de cápsulas cargadas con ARN. 

 

 

 

Figura 24. Análisis ANOVA del perfil de disolución 
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Para confirmar los resultados de liberación, se realizó un análisis de electroforesis en gel de 

agarosa, con el fin de visualizar la separación del ARN liberado de las cápsulas. En la figura 

25 se observan los resultados del ensayo de electroforesis, en donde se observa que las 

muestras no tuvieron desplazamiento en el gel (pozos 3-14). En el pozo 1 se encuentra el 

control positivo de siRNA Cy3, un estándar fluorescente, el cual presenta desplazamiento; 

en el siguiente pozo se encuentra la formulación farmacéutica cargada con ARN de células 

T47D sin ningún tratamiento, como control para confirmar la presencia de ARN en la 

molécula. En los pozos 3 a 8 se encuentran muestras de las 6 cápsulas que se sometieron a 

pruebas de disolución tomadas en tiempo de 2h (pH 1.0). En los pozos 9 a 14 se encuentran 

muestras tomadas de la prueba de disolución en el tiempo 3.0 h. A pesar de que ninguna de 

las muestras tuvo migración de moléculas, se puede observar que las muestras tomadas en el 

punto de disolución t=1.5 h no presentan ninguna banda, mientras que las muestras tomadas 

al tiempo t=3.0 h muestran coloración en los pozos; lo cual puede ser indicativo de que la 

formulación no ha liberado el ARN en medio ácido. Las muestras de disolución t=3.0 se 

observan más intensas que la banda de la muestra control de la forma farmacéutica. Esto 

puede deberse a que la muestra control contiene el ARN al interior de las micelas de los 

SNEDDS formando un complejo con quitosano. El quitosano es un polisacárido de 

naturaleza catiónica que puede modificar sus propiedades químicas debido a sus grupos 

amina e hidroxilo. Algunas características que se pueden modificar del quitosano para 

mejorar la liberación de ARN para un silenciamiento génico óptimo son su peso molecular, 

el grado de desacetilación, método de formulación, adición de potenciadores de eficiencia y 

ligandos dirigidos, entre otros (Ragelle et al., 2013). En esta formulación se utilizó el 

quitosano de bajo peso molecular para formar un complejo con ARN ya que el quitosano 

posee en su estructura aminas primarias que se protonan fácilmente a un pH ligeramente 

ácido, lo cual genera cargas positivas que permiten la interacción con los ácidos nucleicos 

mediante fuerzas electrostáticas (Ragelle et al., 2013; Santos-Carballal et al., 2018). Las 

muestras que presentan mayor intensidad en las bandas se tomaron después de 3 horas de la 

prueba de disolución; en donde el medio simuló el pH a nivel de intestino (6.8). Adicional a 

ello se sometieron a un ajuste de pH para basificar las muestras con el objetivo de debilitar 

los enlaces de ARN formados con quitosano, por lo que es posible que esto permitiera una 

mayor manifestación del ARN en las muestras donde se esperaba mayor liberación, en 
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comparación con la muestra de la formulación donde la banda de ARN no es tan intensa. Las 

muestras se tomaron después de 3 horas de la prueba de disolución. 

 

 
Figura 25. Ensayo de electroforesis.  

Muestras de liberación; posición de pozos (izquierda a derecha: siRNA Cy3, ARN FF, 

C1M2, C2M2, C3M2, C4M2, C5M2, C6M2, C1M4, C2M4, C3M4, C4M4, C5M4, C6M4). 

 
El quitosano es un polímero biodegradable en fluidos gastrointestinales, por lo que puede 

contribuir a la limitación de la liberación del siRNA a nivel de estómago (Debotton & Dahan, 

2017); no obstante, en el estudio se demostró que en condiciones de pH mayor a 7, donde el 

quitosano pierde estabilidad, se puede romper el complejo formado con ARN y permitir la 

liberación de éste. 

 

La estabilidad de un fármaco de administración oral puede verse afectada al atravesar por los 

diferentes valores de pH del tracto gastrointestinal. El pH de la saliva oscila entre 6.5 y 7.5; 

el pH gástrico se encuentra entre 1 y 2.5 y en duodeno puede ser entre 6.1 y 6.6. Los 

polímeros sensibles al pH se hinchan a determinado pH crítico en que los ácidos o bases 

débiles se ionizan. Este hinchamiento permite formar una barrera que controla la liberación 

del fármaco en el sitio deseado. Normalmente estos polímeros se componen de ácidos 

carboxílicos no ionizados insolubles a pH bajo (Debotton & Dahan, 2017). 

 

Si bien no pudo determinarse la cinética de liberación a partir de los datos obtenidos en el 

perfil de disolución, el uso de excipientes poliméricos promueve la formación de matrices 

hidrofílicas en las que el fármaco se inserta y; al mismo tiempo, la erosión de la matriz 

permite la liberación del fármaco. Se espera que, si los pesos moleculares de los polímeros 
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utilizados son distintos, podrían obtenerse niveles de hinchamiento y erosión equivalentes; 

lo cual sugiere una liberación de orden cero (Bermejo et al., 2020). 
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6. CONCLUSIONES 
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Se formuló una cápsula de gelatina blanda como forma farmacéutica de liberación oral, la 

cual es capaz de transportar ARN incorporado en un sistema nanoestructurado (SNEDDS) 

que permitió una liberación modificada que puede mantener la estabilidad de la molécula a 

través de cambios de pH intestinales. 

 

Se realizó la caracterización de la forma farmacéutica mediante análisis fisicoquímicos que 

permitieron comprobar la estabilidad coloidal de la formulación y la compatibilidad de los 

excipientes con las paredes de la cápsula. Se probó que la formulación es capaz de mantener 

un sistema nanoestructurado estable que, a su vez, puede mantener estable el siRNA durante 

su transporte y liberación, en condiciones similares a nivel del intestino. A partir de la 

evaluación de la estabilidad de la nanoemulsión en combinación con la proporción 

seleccionada de sorbitol/propilenglicol se logró determinar las características fisicoquímicas 

de la formulación. Se determinó que la cápsula es fisicoquímicamente estable, manteniendo 

activo el siRNA; aunque es necesario realizar pruebas de estabilidad acelerada en estudios 

posteriores para evaluar la forma farmacéutica una vez dirigida a una enfermedad específica.  

 

Si bien en este estudio no fue posible determinar la cinética de liberación del ARN, se pudo 

demostrar que la formulación brinda estabilidad a los SNEDDS durante el transporte en el 

tracto gastrointestinal. El siRNA es liberado a pH similar al del intestino sin degradarse. 

Aunque estos estudios se limitan a confirmar que la liberación se realice al 100%, se pudo 

demostrar que el siRNA no pierde actividad después de la liberación.  
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7. PERSPECTIVAS 
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El desarrollo de fármacos implica múltiples estudios de caracterización y pruebas de 

estabilidad. En este estudio se enfatizó en pruebas de caracterización fisicoquímica que 

pudieran asegurar la estabilidad coloidal de los SNEDDS para garantizar una liberación in 

situ del principio activo. Se realizó una prueba de identificación por espectrofotometría de 

luz UV-VIS; sin embargo, las moléculas de los excipientes se encuentran en la misma región 

del espectro que el ARN, por lo que podría ser de utilidad realizar pruebas de identificación 

por Espectrofotometría infrarroja para detectar enlaces específicos. O bien, realizar estudios 

de HPLC no sólo como pruebas de identidad, sino también como análisis de cuantificación.  

 

Debido a que las cantidades liberadas en la prueba de disolución no se pudieron cuantificar, 

sería preciso realizar estudios posteriores para establecer un método de liberación a nano 

escala que permitiera la cuantificación del siRNA liberado y de esta manera establecer una 

cinética de liberación más específica para posteriormente establecer una dosis terapéutica. 

Esto se puede lograr en conjunto con la determinación de eficiencia de carga; basados en la 

determinación realizada en este estudio y considerando el peso molecular del siRNA MDR1, 

podríamos estimar una capacidad de carga específica referente al peso molecular de un ácido 

nucleico y con ello determinar la dosis terapéutica. Esto es de gran utilidad para brindarle 

especificidad al fármaco, cuya intención es utilizarse como agente concomitante a fármacos 

quimioterapéuticos. 

 

Una de las intenciones principales en el desarrollo de fármacos es brindar terapias más nobles 

para los pacientes y con mayor eficiencia. La inclusión de nanoacarreadores ha permitido 

mejorar la biodisponibilidad de los principios activos reduciendo la toxicidad. El uso de 

terapia génica mediante fármacos de administración oral es una alternativa que puede 

evolucionar el tratamiento de pacientes con enfermedades crónicas como el cáncer de colon, 

ya que mediante el uso de siRNA se puede lograr una terapia capaz de potenciar el efecto de 

quimioterapéuticos. 

 

La Gp-P pertenece a la superfamilia de casetes de unión a ATP (ABC); actúa como barrera 

fisiológica en la célula, expulsa toxinas de las células y otras sustancias como los fármacos. 

Por esta razón es capaz de desarrollar resistencia a fármacos quimioterapéuticos (Rathod et 
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al., 2022; D. Wang et al., 2017). La Gp-P se encuentra en células epiteliales de intestino 

delgado y colon, entre otros tejidos. La sobreexpresión de Gp-P se ha relacionado con la 

ineficacia de tratamientos contra el cáncer. Con el desarrollo de esta forma farmacéutica se 

pretende formular un fármaco capaz de transportar siRNA codificante para el gen MDR1; el 

cual es responsable de la expresión de la Gp-P y se relaciona con la resistencia a agentes 

quimioterapéuticos (Viñolas et al., 2011), con el fin de desarrollar una alternativa en la terapia 

contra el cáncer de colon. La naturaleza no iónica de los excipientes de la formulación 

permite al principio activo llegar más rápido a la membrana celular y ayudan a que células 

cancerosas sean más sensibles a los fármacos quimioterapéuticos (Rathod et al., 2022). 

  

Para evaluar el efecto terapéutico puede emplearse un estudio de viabilidad celular y un 

análisis de microscopía confocal y Western blot para observar la acumulación de siRNA en 

la célula. 
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