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RESUMEN

Este trabajo de investigacion se centra en el desarrollo de microparticulas lipidicas
innovadoras basadas en manteca de cacao y cera de abeja, reforzadas estratégicamente
con pectina y quitosano, disefladas para la liberacion controlada de farmacos
hidrofobicos. Para lo cual see evaluaron diversas concentraciones de cada biopolimero
(0.125%, 0.25% y 0.5%) en la fase acuosa. La metodologia empleada se basoé en el
método de emulsion-evaporacion, seguido de liofilizacion para obtener las
microparticulas solidas. Se realiz6 una caracterizacion exhaustiva mediante microscopia
optica y SEM, revelando tamaiios de particula entre 1.2-4 um en controles y hasta 79 um
en formulaciones reforzadas. Las micrografias SEM evidenciaron que el quitosano tiende
a generar estructuras poliméricas mas densas e interconectadas, mientras que la pectina
muestra una distribucion mas uniforme dentro de la matriz. Se analizaron la estabilidad
en solucion de fosfato salino (PBS) y la liberacion in vitro de ibuprofeno, como farmaco
modelo. Los resultados indicaron que las formulaciones con quitosano y cera de abeja
exhibieron un perfil de liberacion mas prolongado. En contraste, la pectina tendi6 a
generar perfiles de liberacion mas rapidos. El andlisis estadistico (ANOVA y prueba de
Tukey) revel6 que muchas de las diferencias no fueron estadisticamente significativas.
Sin embargo, la formulacion compuesta por cera de abeja y quitosano (0.125-0.25%)
demostrd la mejor combinacion entre estabilidad estructural y perfil de liberacion
sostenida, sugiriendo su potencial como sistema de administracion oral para farmacos

lipofilicos.

Palabras clave: microparticulas lipidicas, liberacion controlada, quitosano, pectina,

solucion de fosfato salino (PBS).



ABSTRACT

This study developed innovative lipid-based microparticles using cocoa butter and
beeswax, reinforced with pectin and chitosan, for controlled drug delivery of
hydrophobic therapeutics. Biopolymer concentrations (0.125%, 0.25%, 0.5%) were
systematically evaluated to enhance particle properties. The microparticles were
synthesized via emulsion-evaporation followed by lyophilization, then characterized
using optical microscopy and SEM. Control particles measured 1.2—4 um, while
biopolymer-reinforced formulations reached 79 pm. SEM revealed chitosan induced
dense, interconnected polymeric networks, whereas pectin created homogeneous
dispersions within the lipid matrix. Stability studies in PBS and in vitro release assays
(using ibuprofen as model drug) demonstrated chitosan-beeswax formulations exhibited
prolonged release profiles. (Statistical analysis (ANOVA-Tukey) indicated non-
significant differences among biopolymer concentrations (p>0.1), suggesting robustness
across tested ranges. The optimal formulation (0.25% chitosan with beeswax) achieved
sustained release (>80% over 24h) while maintaining structural integrity, highlighting its
potential for oral delivery of lipophilic drugs. These findings provide a foundation for

tailoring biodegradable microparticles to modulate drug release kinetics.

Keywords: lipid microparticles, controlled drug delivery, chitosan, pectin, phosphate-

buffered saline (PBS).
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1. INTRODUCCION

En la busqueda constante por mejorar la administraciéon de medicamentos, la
ciencia farmacéutica ha evolucionado hacia los sistemas de liberacion controlada,
tecnologias capaces de modificar la velocidad, el tiempo y el lugar de accion del farmaco
en el organismo, transformando el enfoque tradicional de la dosificacion [11]. Estos
sistemas no solo aumentan la eficacia terapéutica, sino que también disminuyen los
efectos secundarios y mejoran la comodidad del paciente, una necesidad creciente en el

tratamiento de enfermedades cronicas y complejas [12].

Entre estos sistemas, las microparticulas destacan por su capacidad para
encapsular principios activos, protegerlos de condiciones adversas y liberarlos de manera
sostenida. Su versatilidad es clave, puesto que su tamafio, forma y composicion pueden
ajustarse segun las caracteristicas del farmaco y las necesidades terapéuticas individuales
[26]. Una de las decisiones mas importantes en su disefio es la eleccion de los materiales
de fabricacion, y aqui es donde los lipidos naturales, como la manteca de cacao y la cera
de abeja, han demostrado un gran potencial debido a su biocompatibilidad y capacidad
para formar barreras fisicas, mejorando la estabilidad del farmaco y regulando su

liberacidon con precision [4] [16].

Sin embargo, incluso los mejores sistemas lipidicos pueden beneficiarse del
refuerzo de una matriz polimérica, debido a que el uso de una permite menor superficie
de contacto permitiendo asi un proceso de liberacion mas lento y prolongado. Es aqui
donde el quitosano y la pectina entran en juego. Estos biopolimeros naturales no solo son

renovables y de bajo costo, sino que también poseen propiedades funcionales
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excepcionales. El quitosano, derivado de la quitina presente en los exoesqueletos de
crustaceos, destaca por su biodegradabilidad, bioadhesividad y capacidad para formar
peliculas y estructuras tridimensionales que facilitan la liberacion controlada del farmaco
[8][3]. Su carga positiva en medios acidos le permite interactuar con las mucosas y
mejorar la absorcion del farmaco, haciéndolo particularmente util en aplicaciones

farmacéuticas [16] [21].

Por otro lado, la pectina, un polisacarido presente en las paredes celulares de
frutas y vegetales, ha sido ampliamente utilizada en la industria alimentaria, pero también
ha demostrado un gran potencial como material de encapsulacién. Su capacidad para
formar geles en presencia de iones multivalentes y su sensibilidad a las condiciones
gastrointestinales la convierten en una herramienta ideal para liberar farmacos en
segmentos especificos del tracto digestivo [6]. Ademas, la pectina actlia como una red
estabilizante dentro de las microparticulas, mejorando su integridad estructural y

controlando la difusion del compuesto encapsulado [18] [4].

A pesar de sus numerosas ventajas, la combinacion de estos polimeros no esta
exenta de limitaciones. Estudios recientes han demostrado que tanto el quitosano como la
pectina son altamente sensibles a las condiciones fisioldgicas, especialmente al pH y la
composicion del medio. Esta sensibilidad puede alterar su comportamiento de
hinchamiento y, en consecuencia, generar liberaciones poco predecibles o incluso
aceleradas [19] [20]. Esta inestabilidad compromete la eficiencia del sistema y limita su

aplicabilidad en escenarios clinicos donde se requiere una liberacion prolongada y
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consistente. Ademas, la variabilidad en sus propiedades mecanicas y fisicoquimicas hace

necesario un ajuste cuidadoso de las concentraciones y condiciones de formulacion [17].

La motivacion de este proyecto radica en la creacion de una formulacion que
combine lo mejor de ambos mundos: la capacidad protectora y estructural de la manteca
de cacao y la cera de abeja, con la funcionalidad del quitosano y la pectina. Se espera
desarrollar un sistema de microparticulas lipidicas que permita encapsular farmacos
liposolubles de manera eficiente y liberar su contenido de forma controlada. Esta
propuesta busca superar las limitaciones actuales de estabilidad y liberacion
inconsistente, y abrir nuevas posibilidades para aplicaciones farmacéuticas sostenibles,

seguras y adaptables a distintos principios activos.

Para lograrlo, este proyecto explorarda como la concentraciéon de quitosano y
pectina influye en la morfologia y el tamafio de las microparticulas, dos factores clave en
la cinética de liberacion y en la eficiencia de encapsulacion [14]. Posteriormente, se
evaluara la estabilidad de las formulaciones seleccionadas en condiciones fisiologicas
simuladas, analizando su capacidad de resistir el hinchamiento y mantener la integridad
de la estructura polimérica en soluciones acuosas. Finalmente, se estudiard su perfil de
liberacion, con el fin de identificar combinaciones de materiales que permitan un sistema

robusto, funcional y clinicamente viable.

Asi, esta investigacion busca ofrecer una alternativa basada en materiales
naturales, no toxicos y accesibles, que mejore la liberacion de medicamentos y contribuya
al avance de la tecnologia farmacéutica nacional e internacional, con impacto potencial

también en sectores como la cosmética, la alimentacion funcional y la biomedicina.
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2. MATERIALES Y METODOLOGIA

Los materiales usados como bases lipidicas en la formulacion de microparticulas
fueron cera de abeja y manteca de cacao obtenidos de mercados locales. Los reforzantes
empleados fueron pectina citrica brasilena (con grado de metoxilacion de
aproximadamente 69%) y quitosano (obtenido de cascara de camarones con grado de
desacetilacion > 75%) de sigma-aldrich (nro. De catdlogo: c3646). Como farmaco modelo se

us6 ibuprofeno al 98% obtenido de sigma-aldrich (nro. De catalogo: i4883).

2.1 Fabricacion de microparticulas.

En la fase de investigacion, se examinaron diversas concentraciones de agentes
reforzantes para identificar la mas adecuada para la futura encapsulacién de ibuprofeno.
En este procedimiento, se aplico el método de emulsidon-evaporacion utilizando
concentraciones de pectina y quitosano de 0.125%, 0.25% y 0.5% p/v las cuales fueron
afiadidas en una fase acuosa con TWEEN 80, mientras la fase organica consistido en
acetato de etilo y la base lipidica, como se menciona en el estudio de Wang et al.,
empleando acetato de etilo como disolvente orgénico (CITA). Se modifico el surfactante
a Tween80. Este método se divide en dos etapas: inicialmente, se calentd la fase orgédnica
a 65°C (que contiene 0.5 g de base lipidica y 10 ml de acetato de etilo) para combinarla
con 50 ml de la fase acuosa (que contiene Tween80 al 0.5% y el biopolimero de refuerzo)
que habia sido calentada previamente a 80°C, durante 1 minuto utilizando un
homogeneizador a 1200 rpm. Tras esta homogeneizacion, se anadido 25 ml de agua

destilada a 4°C y se homogeneiz6 por otros 10 segundos. Luego, la mezcla se mantuvo en
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agitacion a 400 rpm durante 24 horas para permitir la evaporacion del disolvente
organico a temperatura ambiente. Para el refuerzo de las microparticulas, previamente se
disolvié el material de refuerzo (pectina o quitosano), en la fase acuosa, a las
concentraciones previamente mencionadas. Como controles, se prepararon
microparticulas sin agentes reforzantes siguiendo el mismo protocolo, lo que permitio
compararlas con las microparticulas que contenian pectina y quitosano. Finalmente, las

muestras fueron congeladas y liofilizadas, y se mantuvieron a -4°C hasta su uso.

2.2 Morfologia y tamaiio de particula

Para verificar la formacion de las microparticulas, luego de la formacion de la
emulsion, se analizaron alicuotas utilizando un microscopio LEICA DM 500, en
aumentos de 10x y 40x. Finalmente, se seleccionaron las imagenes apropiadas para su
analisis con el software ImagelJ, obteniendo mediciones del didmetro y area de las
particulas. En el microscopio electronico de barrido JEOL JSM-IT300 se analizé la
topografia de las microparticulas con diferentes concentraciones. Las microparticulas
fueron liofilizadas previamente y congeladas a -20°C. Las muestras fueron espolvoreadas
y fijadas en la cinta adhesiva de carbon en el disco porta muestras y, se tomaron registros

en resoluciones de 500x, 1000x y 3000x con un voltaje de 20 kV y presion de 30 Pa.

2.3 Estabilidad

Para la fase de estabilidad, se us6 una solucién de bufer fosfato salino (PBS, por

sus siglas en inglés) a pH 7.4 para emular ambiente fisioldgico imitando electrolitos y pH
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para lograr conocer la degradacion de las microparticulas a través del tiempo. Las
microparticulas se suspendieron en PBS a 3mg/mL: esto se realizo por triplicado en los
controles y en las concentraciones de 0.125% y 0.25% de Pectina y Quitosano tanto para
cera de abeja como para manteca de cacao obteniendo un total de 30 muestras en la fase
de estabilidad. Luego se incubaron a 37°C y se tomaron alicuotas a las 24h, 48h, 72h y

168h, para su posterior analisis de tamafio, como se detallo en la seccion 2.2.

2.4 Encapsulacion y liberacion de ibuprofeno

El ibuprofeno se encapsuld utilizando la técnica de emulsion-evaporacion
agregando el ibuprofeno a la fase lipidica en una concentracion de 50 mg por cada 10 ml
de acetato de etilo, manteniendo la fase acuosa con las concentraciones de reforzante

seleccionadas con el surfactante TWEEN 80.

Para el proceso de liberacion controlada, se suspendieron las microparticulas en
PBS, a una concentraciéon de 3mg/mL en 5 mL, y se incubaron a 37°C. Se tomaron
alicuotas de 200 pL, y se realizaron mediciones de concentracion utilizando
espectroscopia UV-Vis, con la ayuda de un espectrofotometro Geneys 50 en una onda de
222nm. Estas alicuotas se tomaron en intervalos de 1,3,5,24 y 48 horas a las cuales se
logro obtener la concentracion utilizando una curva de calibracién que tenia un rango de
10 pg/mL hasta 40 pg/mL de ibuprofeno en PBS. Finalmente, se obtuvo la curva de

concentracion del ibuprofeno a través del tiempo.
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2.5 Analisis estadistico

Con ayuda del software Minitab, se realizo un analisis de varianza, ANOVA, para
determinar efectos significativos, y una prueba de comparacion de pares por Tukey, con
un grado de confianza del 95% (p<0.05). Los valores son representados como el

promedio de al menos tres mediciones + desviacion estandar.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Con el objetivo de mitigar los problemas de efectos secundarios, como la
sobredosis, ocasionados por la liberacion acelerada de farmacos, se han investigado
diversos sistemas de liberacion controlada y encapsulacion. Por ejemplo, en el
Laboratorio de Biomateriales de la Universidad San Francisco de Quito se han realizado
estudios sobre el sistema de liberacion en microparticulas de cera de abeja y el efecto de
surfactantes naturales en la elaboracion de microparticulas, demostrando que existen
areas de mejora en los protocolos existentes [27][28]. No obstante, hasta el momento, no
se ha logrado obtener el nivel de liberacion controlada deseado. Es por esta razon que se
busca obtener una formulacion reforzada con polisacaridos capaz de mejorar los
problemas existentes. Se emple6 ibuprofeno como un farmaco modelo al tener una
solubilidad baja en un sistema acuoso asemejandose asi a diferentes farmacos

hidrofobicos.

3.1 Tamaiio y morfologia de las microparticulas

Esta fase tuvo como objetivo identificar las concentraciones adecuadas de
quitosano y pectina que permitieran formar microparticulas lipidicas homogéneas, sin
aglomeraciones significativas y con caracteristicas morfoldgicas adecuadas para la
encapsulacion de compuestos lipofilicos como el ibuprofeno. La técnica utilizada fue la
de emulsion-evaporacion de solvente, método que ha sido ampliamente utilizado por su
eficiencia en la formacion de microparticulas esféricas, con un control aceptable del

tamafo y con buena compatibilidad con diferentes materiales tanto hidrofilicos como
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hidrofobicos [16] [14]. Se ensayaron concentraciones de 0.125%, 0.25%, 0.5% de
quitosano o pectina en combinacion con dos bases lipidicas: manteca de cacao y cera de
abeja. Las micrografias opticas de las formulaciones control (sin reforzante), mostradas
en la figura 1, permitieron observar particulas esféricas, en rangos de 1.2-4 um de
diametro, con una concentracion mayoritaria en el intervalo de 1.2-1.9um como se
observa en la figura 2. Estos tamafios son apropiados para obtener perfiles de liberacion

acelerada, como se ha demostrado en sistemas con caracteristicas similares [3].

Figura 1. Micrografias opticas de microparticulas 40x (a) control de cera de abeja y

(b) control de manteca de cacao.
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Figura 2. Histogramas del diametro de microparticulas control de (a) cera de abeja y

(b) manteca de cacao.

Al conocer la morfologia de las particulas se seleccionaron las concentraciones de los
reforzantes que infieren o asemejan una mejor interaccion con la base lipidica, esto se
logré no solo mediante el tamafio de la particula, ya que se aprecia que, al anadir el
reforzante el didmetro aumento, sino también la cantidad de aglomeracion por lo que,
analizando los resultados (Anexo A en el que se presentan todas la concentraciones
inicialmente consideradas) se seleccionaron las concentraciones de 0.125% y 0.25%,
tanto de quitosano como de pectina, como las propicias para proseguir con el proyecto.
En las figuras 3 y figura 4 se aprecia la morfologia en microscopia Optica de las
microparticulas reforzadas con pectina y quitosano, respectivamente, en las cuales se
observa mayor cantidad en las de manteca de cacao a comparacion de las de cera de

abeja.
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Figura 3. Micrografias opticas de microparticulas 40x (a) Cera de abeja con pectina al
0.25% y (b) Manteca de cacao con pectina al 0.25%. (c) Cera de abeja con pectina al

0.125%y (d) Manteca de cacao con pectina al 0.125%.

Figura 4. Micrografias opticas de microparticulas 40x (a) Cera de abeja con quitosano
al 0.25%y (b) Manteca de cacao con quitosano al 0.25%. (c) Cera de abeja con

quitosano al 0.125%y (d) Manteca de cacao con quitosano al 0.125%.
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A continuacion, se realiza el andlisis en Image J para conocer los diametros
predominantes en las concentraciones y se observa un aumento considerable en los
didmetros (Anexo B), obteniendo valores que rondan entre los 30 pm y los 79 um,

después se procede a observar en microscopia electronica de barrido la formacion de

las microparticulas.

Figura 5. Micrografias electronicas de barrido de microparticulas a 20kV y x1000
(a) Cera de abeja con pectina al 0.25% y (b) Manteca de cacao con pectina al 0.25%.
(c) Cera de abeja con pectina al 0.125% y (d) Manteca de cacao con pectina al

0.125%. Barra de calibracion: 10um
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Figura 6. Micrografias electronicas de barrido de microparticulas a 20kV y x1000 (a)
Cera de abeja con quitosano al 0.25% y (b) Manteca de cacao con quitosano al 0.25%.
(c) Cera de abeja con quitosano al 0.125% y (d) Manteca de cacao con quitosano al

0.125%. Barra de calibracion: 10um

Se muestra con claridad las diferencias estructurales generadas por cada polimero
en donde las formulaciones con pectina mostraron particulas con contornos suaves,
embebidas en una matriz continua, lo que indica una distribucion uniforme del
reforzante. Por su parte, el quitosano genero una estructura entrelazada mas rigida,
formando un entramado polimérico que encapsula las particulas, probablemente
facilitando una interaccion electrostatica mas fuerte [6] [7]. Esta diferenciacion
morfologica es fundamental, ya que los estudios previos han reportado que la
estructura superficial de las microparticulas tiene un impacto directo en la velocidad de

disolucion y en la proteccion del principio activo frente a medios hostiles [25]. En



23

particular, investigaciones como las de Glinter et al. y Jiang et al. Han mostrado
mediante SEM que las matrices formadas por pectina adoptan estructuras
caracteristicas de hidrogeles, con redes reticulares que permiten la retencion de y la
difusion gradual, lo cual coincide con las observaciones obtenidas en este estudio
[15][19]Las estructuras observadas para el quitosano también han sido descritas en la
literatura como redes poliméricas densas que favorecen una liberacion mas sostenida
debido a su menor porosidad y mayor resistencia a la degradacion [8][7]. Asi, las
concentraciones de 0.125% y 0.25% fueron seleccionadas para la fase de estabilidad
por presentar una morfologia favorable, minima aglomeracion y tamafos compatibles

con una liberacion sostenida.

3.2 Estabilidad de las microparticulas en condiciones fisiologicas

La segunda fase consistio6 en estudiar la estabilidad estructural de las
microparticulas formuladas, evaluando su comportamiento en un medio fisiologico
simulado (PBS, pH 7.4). Este tipo de estudio permite predecir la integridad de los
sistemas de liberacion en contacto prolongado con los fluidos corporales. La eleccion de
PBS como medio se fundamenta en su capacidad de simular las condiciones osmoticas y
de pH del cuerpo humano, ademds de su uso generalizado en pruebas de liberacion y

estabilidad en formulaciones farmacéuticas [11] [17].

Durante los siete dias de observacion (alicuotas a 24 h, 48 h, 72 h y 168 h), se
observd que las microparticulas con cera de abeja conservaron una mayor integridad
estructural que las formuladas con manteca de cacao. Las figuras 7 y 8 muestran una

tendencia creciente en el diametro de las microparticulas con cera de abeja, lo que sugiere
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hinchamiento progresivo y retencion de la estructura, tal como se ha descrito en estudios
de hinchamiento de matrices poliméricas como indicador indirecto de estabilidad fisica
[14], mientras que las de manteca de cacao evidencian una reduccion en el numero y

tamafo de particulas hacia las 72 h. Sin embargo, no hubo diferencias significativas entre

las diferentes formulaciones

50

Diametro [mm]

Tiempo [d]

—0— AB CON —@—ABpecl125 ABpec25 —@—ABquil25 —@—ABqui25

Figura 7. Grafica de diametro vs tiempo de concentraciones de reforzante con cera de
abeja. Se utiliza AB como referencia para cera de abeja, pec125 y pec25 para las
concentraciones de 0.125% y 0.25% de pectina respectivamente, mientras que quil25 y
qui25 para las concentraciones de 0.125% Yy 0.25% de quitosano respectivamente.
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Figura 8. Grafica de diametro vs tiempo de concentraciones de reforzante con manteca
de cacao. Se utiliza CA como referencia para manteca de cacao, pec125 y pec25 para las
concentraciones de 0.125% y 0.25% de pectina respectivamente, mientras que quil25 y

qui25 para las concentraciones de 0.125% y 0.25% de quitosano respectivamente.

Al observar las figuras se puede apreciar que se uso el didmetro de las
microparticulas esto se debe a que permite apreciar de mejor manera la evolucion de las
mismas, sin embargo hay que tener en cuenta el hecho de que la manteca de cacao al
tener un menor punto de fusion se disuelven mas rapido logrando asi que al tercer dia
haya menor cantidad de particulas mientras que la cera de abeja presenta una resiliencia
mayor al paso del tiempo observando mayor cantidad de microparticulas al séptimo dia

en comparacion con las de manteca de cacao.

Este fendémeno puede explicarse por las diferencias en los puntos de fusion y la

composicion quimica de ambas bases lipidicas. La cera de abeja, con un punto de fusion
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mas alto y una mayor resistencia a la hidrolisis, confiere una matriz mas estable, como lo
reportaron también Peito et al.[24] en sistemas similares aplicados en cosmética. En
contraste, la manteca de cacao tiende a fundirse mas facilmente a temperaturas
fisiologicas, comprometiendo la integridad del sistema. Aunque observando las barras de
error se puede apreciar que no existe diferencias significativas entre los grupos ya que las
barras se superponen, las tendencias observadas indican que el tipo de lipido y la
concentracion de reforzante influyen en el comportamiento a largo plazo del sistema.
Estas observaciones coinciden con los hallazgos de Gunter et al. [14], quienes
demostraron que la composicion del polimero y la matriz lipidica afectan directamente el

hinchamiento y la estabilidad del sistema.

3.3 Encapsulacion y liberacion de ibuprofeno.

Una vez acabada la fase de estabilidad en la cual debido a los resultados no se
pudo delimitar aun mas las concentraciones se procede a la fase de liberacion en la cual
se usa el mismo método de emulsidon-evaporacion, pero como ya se conoce las
concentraciones a usar se procede a utilizar nuestro fairmaco modelo para realizar las

liberaciones del mismo al afiadir el farmaco en la fase lipidica y proceder a liofilizar.

En esta ultima etapa, se evalu6 la liberacion del farmaco modelo(ibuprofeno)
desde las microparticulas seleccionadas, utilizando PBS a 37°C como medio de
disolucion. Previamente a los ensayos de liberacion, se realizd una caracterizacion
morfologica mediante microscopia electroénica de barrido (SEM) de las microparticulas
cargadas, lo cual permitidé observar la integridad estructural tras la encapsulacion. Las

micrografias SEM mostraron que las particulas mantenian una morfologia similar a la
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observada antes de la carga, conservando su forma esférica y superficie continua, aunque
con una ligera disminucion de la textura superficial, posiblemente por la interaccion del
ibuprofeno con la matriz polimérica. En particular, las formulaciones con quitosano
presentaron superficies mas rugosas y compactas, compatibles con una red mas densa de
encapsulacion, mientras que las de pectina conservaron un aspecto mas liso y poroso.
Estas observaciones sugieren que la encapsulacion no comprometié la integridad
morfologica del sistema, y que las diferencias en la estructura superficial pueden influir
directamente en cinética de la liberacion del farmaco. La técnica de espectrofotometria
Uv-Vis permitié obtener una curva de concentracion en funcion del tiempo para las

formulaciones con quitosano y pectina, tanto en cera de abeja como en manteca de cacao.

Figura 9. Micrografias electronicas de barrido de microparticulas con
ibuprofeno a 20kV y x500 de (a) Cera de abeja con quitosano al 0.25% y (b) Manteca de
cacao con quitosano al 0.25%. (c) Cera de abeja con quitosano al 0.125% y (d) Manteca

de cacao con quitosano al 0.125%. Barra de calibracion: 10um
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Figura 10. Micrografias electronicas de barrido de microparticulas con
ibuprofeno a 20kV y x1000 (a) Cera de abeja con pectina al 0.25% y (b) Manteca de
cacao con pectina al 0.25%. (c) Cera de abeja con pectina al 0.125% y (d) Manteca de

cacao con pectina al 0.125%. Barra de calibracion: 10um

Las figuras 11 y 12 muestran que las formulaciones con cera de abeja presentan
un perfil de liberacién mas sostenido que las formuladas con manteca de cacao,
confirmando su mayor estabilidad estructural. Se observo una liberacion gradual
durante las primeras 24 h, con una acumulacion mas rapida en formulaciones con
pectina, en comparacion con las formulaciones con quitosano. Esta diferencia puede
atribuirse a la menor densidad de red de la pectina y su mayor solubilidad en PBS, lo

que facilita la difusion del farmaco [10] [9].
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Figura 11. Concentracion de ibuprofeno durante 48h de microparticulas de cera de
abeja. Se utiliza ab como referencia para cera de abeja, p125 y p25 para las
concentraciones de 0.125% y 0.25% de pectina respectivamente, mientras que q125 y

q25 para las concentraciones de 0.125% y 0.25% de quitosano respectivamente.

Por otro lado, el quitosano, con su capacidad para formar complejos idnicos mas
densos y una mayor afinidad por compuestos hidrofobicos, parece ralentizar la liberacion
del ibuprofeno, creando un efecto barrera mas marcado [6] [8]. Este comportamiento es
para terapias que requieren una liberacion sostenida, como tratamientos antiinflamatorios
de largo plazo. Los resultados obtenidos confirman que la combinacion de cera de abeja
con quitosano al 0.125% y 0.25% proporciona el sistema mas estable y con liberacion
mas prolongada, cumpliendo con los objetivos planteados. Este sistema demuestra ser
una alternativa natural, biodegradable y efectiva para la administracion oral de farmacos

lipofilicos.
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Figura 12. Concentracion de ibuprofeno durante 48h de microparticulas de manteca
de cacao. Se utiliza ca como referencia para manteca de cacao, p125 y p25 para las
concentraciones de 0.125% y 0.25% de pectina respectivamente, mientras que q125 y

q25 para las concentraciones de 0.125% y 0.25% de quitosano respectivamente.

Aunque visualmente se aprecian diferencias entre materiales y reforzantes, los
analisis estadisticos revelan una realidad mas matizada. El modelo lineal general aplicado
mostro que el material (pectina o quitosano) fue el factor mas influyente en la liberacion
de ibuprofeno, con valores en analisis Anova (Anexo C) de p<0.001 tanto para las
formulaciones con manteca de cacao como para las de cera de abeja (p=0.000 en ambos
casos). Sin embargo, al analizar los efectos de concentracion de biopolimeros y el tiempo,
los valores p no fueron siempre significativos. Ademas, los resultados del test de Turkey

mostraron que aunque hay diferencias entre grupos como PEC 0.125 y Qui 0.125
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(p<0.05), otros pares como PEC 0.25 y PEC 0.125 no presentan diferencias significativas
entre si, a pesar de mostrar trayectorias visualmente distintas en las curvas de liberacion.
Por tanto, las diferencias apreciadas en las figuras 11 y 12 deben interpretarse con
cautela, entendiendo que, aunque algunas tendencias apuntan a una liberaciébn mas
sostenida con quitosano, esta no siempre es estadisticamente diferente a la pectina en
ciertos momentos de la prueba. En conjunto, se puede afirmar que aunque el tipo de
material influye significativamente al igual que la base lipidica, debido al punto de
fusion, en el comportamiento de liberacion, las diferencias asociadas a la concentracion y
su interaccion con el tiempo requieren estudios adicionales para establecer conclusiones

definitivas.
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4. CONCLUSIONES

El desarrollo de microparticulas lipidicas reforzadas con biopolimeros naturales
como la pectina y el quitosano permitid explorar distintas combinaciones para la
liberacion controlada de ibuprofeno. Sin embargo, los resultados estadisticos obtenidos
matizan algunas de las observaciones iniciales y permiten concluir que, aunque el tipo de
biopolimero tuvo un efecto estadisticamente significativo en la liberacion del farmaco, las
diferencias entre concentraciones de reforzantes no fueron consistentes a lo largo del
tiempo. Las formulaciones con cera de abeja mostraron una tendencia a mayor
estabilidad y menor tasa de liberacion que las de manteca de cacao, aunque algunas
diferencias entre material y concentracion fue significativa, pero se requiere mayor
profundidad experimental para confirmar estas tendencias y su efecto farmacocinético. El
método de emulsion-evaporacion se consolido como técnica efectiva para la fabricacion
de microparticulas estables, aunque la evaluacion cuantitativa posterior debe considerar
tanto parametros visuales como estadisticos. Si bien se identificaron formulaciones con
buen desempeiio preliminar, los resultados sugieren la necesidad de ensayos adicionales
para optimizar y validar estas formulaciones bajo condiciones fisiolégicas mas exigentes

y con criterios biofarmacéuticos mas rigurosos.
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6. ANEXOS

ANEXO A: RESULTADOS EXPLORACION: TAMANOS DIAMETRO EN
CADA CONCENTRACION DE REFORZANTE

Numero Particulas

Diametro [um]

Figura 1A4. Histograma del diametro de microparticula de cera de abeja con quitosano

al 0.5% p/v.

Numero Particulas

Diametro [um]

Figura 2A. Histograma del didmetro de microparticula de cera de abeja con pectina al

0.5% p/v.
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Figura 34. Histograma del diametro de microparticula de cera de abeja con quitosano

al 0.25% p/v.
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Figura 4A4. Histograma del diametro de microparticula de cera de abeja con pectina

al 0.25% p/v.
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Cera de Abeja con Quitosano 0.125%
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Figura 5A. Histograma del diametro de microparticula de cera de abeja con quitosano

al 0.125% p/v.
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Figura 6A. Histograma del diametro de microparticula de cera de abeja con pectina

al 0.125% p/v.
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Figura 7A. Histograma del diametro de microparticula de manteca de cacao con

quitosano al 0.125% p/v.
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Figura 84. Histograma del diametro de microparticula de manteca de cacao

con pectina al 0.125% p/v.
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Figura 94. Histograma del diametro de microparticula de manteca de cacao con
quitosano al 0.25% p/v.
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Figura 10A. Histograma del diametro de microparticula de manteca de cacao con

pectina al 0.25% p/v.
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Figura 11A. Histograma del diametro de microparticula de manteca de cacao con

quitosano al 0.5% p/v.
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Figura 12A. Histograma del diametro de microparticula de manteca de cacao con
pectina al 0.5% p/v.
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ANEXO B: MICROGRAFIAS OPTICAS 40X DE CONCENTRACION 0.5% P/V
DE REFORZANTE

Figura 1B. Micrografia optica de microparticulas 40x Manteca de cacao con

quitosano al 0.5% p/v.

Figura 2B. Micrografia optica de microparticulas 40x Manteca de cacao con pectina

al 0.5% p/v.
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Figura 3B. Micrografia optica de microparticulas 40x cera de abeja con quitosano al

0.5% p/v.

ayd

»

Figura 4B. Micrografia optica de microparticulas 40x cera de abeja con pectina al

0.5% p/v.



ANEXO C: TABLAS ANOVA Y TUKEY

Encapsulante N Media Agrupacion
Cacao 90 213,702 A
C Abeja 90 170,122 B

Tabla 1C. Comparaciones por parejas de Tukey: Encapsulante.

Término Coef EE del coef. ValorT Valorp FIV
Constante 213,70 2,92 73,11 0,000
Material

PEC 19,12 2,92 6,54 0,000 1,00
Concentracion

0,000 -0,54 4,13 -0,13 0,897 1,33
0,125 -6,87 4,13 -1,66 0,101 1,33
Tiempo

1 -4,50 5,85 -0,77 0,444 1,60
3 -23,35 5,85 -3,99 0,000 1,60
5 -9,10 5,85 -1,56 0,124 1,60
24 9,22 5,85 1,58 0,119 1,60
Material*Concentracion

PEC 0,000 -19,12 4,13 -4,63 0,000 1,33
PEC 0,125 15,85 4,13 3,83 0,000 1,33
Material*Tiempo

PEC 1 -8,34 5.85 -1,43 0,158 1,60
PEC 3 -3,35 5.85 -0,57 0,569 1,60
PEC 5 2,84 5.85 0,49 0,628 1,60
PEC 24 -1,71 5.85 -0,29 0,771 1,60
Concentracion*Tiempo

0,000 1 10,49 8,27 1,27 0,209 2,13
0,000 3 -21,90 8,27 -2,65 0,010 2,13
0,000 5 -0,03 8,27 -0,00 0,997 2,13
0,000 24 6,12 8,27 0,74 0462 2,13
0,125 1 -11,53 8,27 -1,40 0,168 2,13
0,125 3 13,84 8,27 1,67 0,099 2,13
0,1255 2,57 8,27 0,31 0,757 2,13
0,125 24 0,56 8,27 0,07 0,947 2,13

Tabla 2C. Coeficientes ANOVA para manteca de cacao del Modelo lineal general:

Liberacion vs. Material;, Concentracion; Tiempo.
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Material N Media Agrupacion
PEC 45 232,823 A
QUI 45 194,582 B

Tabla 3C. Comparaciones por parejas de Tukey para manteca de cacao: Material.

Tiempo N Media Agrupacion

48 18 241,434 A

24 18 222,923 A B

1 18 209,204 B C

5 18 204,602 B C
18 190,348 C

Tabla 4C. Comparaciones por parejas de Tukey para manteca de cacao. Tiempo

Material*Concentracion N Media Agrupacion

PEC 0,250 15 243,507 A

PEC 0,125 15 241,796 A B

QUI 0,000 15 213,164 B C
PEC 0,000 15 213,164 B C
QU1 0,250 15 198,721 c D
QUI 0,125 15 171,861 D

Tabla 5C. Comparaciones por parejas de Tukey para manteca de

cacao:Material*Concentracion



Término Coef EE del coef. ValorT Valorp FIV

Constante 170,12 2,90 58,61 0,000
Material

PEC 30,10 2,90 10,37 0,000 1,00
Concentracion

0,000 -22,61 4,11 -5,51 0,000 1,33
0,125 25,44 4,11 6,20 0,000 1,33
Tiempo

1 18,27 5,81 3,15 0,002 1,60
3 -6,84 5,81 -1,18 0,243 1,60
5 -13,90 5,81 -2,39 0,019 1,60
24 1,69 5,81 0,29 0,771 1,60
Material*Concentracion

PEC 0,000 -30,10 4,11 -7,33 0,000 1,33
PEC 0,125 18,93 4,11 4,61 0,000 1,33
Material*Tiempo

PEC 1 4,98 5,81 0,86 0,394 1,60
PEC 3 13,24 5,81 2,28 0,026 1,60
PEC5 -0,79 5,81 -0,14 0,892 1,60
PEC 24 -3,41 5,81 -0,59 0,558 1,60
Concentracion*Tiempo

0,000 1 -10,80 8,21 -1,32 0,193 2,13
0,000 3 -11,56 8,21 -1,41 0,164 2,13
0,000 5 -2,41 8,21 -0,29 0,770 2,13
0,000 24 18,58 8,21 2,26 0,027 2,13
0,125 1 24,23 8,21 2,95 0,004 2,13
0,125 3 -2,90 8,21 -0,35 0,725 2,13
0,1255 1,64 8,21 0,20 0,843 2,13
0,125 24 -12,20 8,21 -1,49 0,142 2,13

Tabla 6C. Coeficientes ANOVA para cera de abeja del Modelo lineal general:

Liberacion vs. Material; Concentracion, Tiempo.

Material N Media Agrupacion
PEC 45 200,219 A
QuI 45 140,025 B
Tabla 7C. Comparaciones por parejas de Tukey para cera de abeja: Material.

Concentracion N Media Agrupacion




0,125
0,250
0,000

30 195,560 A
30 167,299
30 147,507
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Tabla 8C. Comparaciones por parejas de Tukey para cera de abeja: Concentracion.

Tiempo N Media Agrupacion
1 18 188,391 A

24 18 171,816 A B

48 18 170,896 A B

3 18 163,284 A B

5 18 156,223 B

Tabla 9C. Comparaciones por parejas de Tukey para cera de abeja: Tiempo

Material*Concentracion

N Media Agrupacion

PEC 0,125
PEC 0,250
QUI 0,000
PEC 0,000
QuUI 0,125
QUI 0,250

15 244,582 A
15 208,567
15 147,507
15 147,507
15 146,537
15 126,030

0O 0O 00

Tabla 10C. Comparaciones por parejas de Tukey para cera de abeja:

Material*Concentracion.



ANEXO D: PREPARACION PBS

Component Amount Concentration
Sodium chloride (mw: 58.44 g/mol) 8g 0.137 M
Potassium Chloride (mw: 74.55 g/mol) 02g 0.0027 M

Sodium Phosphate
Dibasic (mw: 141.96 g/mol)

144g 0.01M

Potassium Phosphate
Monobasic (mw: 136.09 g/mol)

0.245¢g 0.0018 M

Tabla 1D. Cantidades para la elaboracion de buffer fosfato salino (PBS).
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ANEXO E: CURVA DE CALIBRACION PARA LIBERACION IBUPROFENO.
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Figura 1E. Curva de calibracion de ibuprofeno ug/mL vs Absorbancia.



