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El presente trabajo de investigación versa sobre la caracterización in vitro, ex vivo e in 

vivo de dos sistemas nanoestructurados de liberación sostenida (PF-F1NPs y PF-

F2NPs) conteniendo pranoprofeno (PF) como principio activo. Estas formulaciones 

fueron optimizadas en estudios previos desarrollados por Abrego y colaboradores (a) 

como una estrategia innovadora para el tratamiento del dolor y los procesos 

inflamatorios asociados a patologías oculares. Inicialmente se prepararon y 

caracterizaron morfológica y fisicoquímicamente las formulaciones PF-NPs bajo las 

condiciones descritas por Abrego y colaboradores. Los resultados obtenidos revelaron 

que las formulaciones PF-NPs presentaban características apropiadas para su 

administración ocular. Se llevó a cabo entonces un ensayo in vitro de citotoxicidad 

para las formulaciones PF-NPs, las mismas formulaciones pero sin fármaco (NPs 

blancas) y para una solución de PF en tampón fosfato (PBS) usando la línea celular   

Y-79 de retinoblastoma humano. Este análisis evidenció que cuando las células fueron 

tratadas con concentraciones de 150 µg/mL para la formulación PF-F1NPs y de 200 

µg/mL para PF-F2NPs, la viabilidad celular resultó cercana al 20% en comparación 

con el grupo control transcurridas 48 h de ensayo. Por otra parte, la exposición de las 

células Y-79 a una concentración superior a 750 µg/mL de las NPs blancas y de la 

solución de PF en PBS, mostró una viabilidad celular inferior al 50% respecto al grupo 

control. Los resultados obtenidos podrían atribuirse a que el fármaco en solución es 

susceptible de degradarse originando metabolitos menos tóxicos para las células, 

mientras que el fármaco encapsulado en las NPs se encuentra protegido de la 

degradación y se libera continuamente en su forma estable para interactuar con las 

células causando mayor toxicidad. Adicionalmente, concentraciones altas de las 

formulaciones PF-NPs y de las NPs blancas limitan el suministro de oxígeno y 

nutrientes a las células, lo que interfiere en el metabolismo y la proliferación de las 

mismas. 

Asimismo, en esta investigación se dedicaron esfuerzos significativos a validar una 

metódica bioanalítica para la cuantificación del PF por cromatografía líquida de alta 

eficacia (HPLC) en muestras que hubieran estado en contacto directo con tejidos 

oculares. Los resultados demostraron que el método escogido es lineal, exacto y 

preciso para el intervalo de concentraciones ensayadas (6.25 – 100 µg/mL), además 

de establecerse como selectivo y robusto. Se llevaron a cabo estudios ex vivo en 

córnea y esclera de cerdo para evaluar el perfil de permeación del PF a partir de una 

solución a saturación del fármaco. El análisis reveló que la cantidad de PF permeada a 

través de la esclerótica es superior a la observada para la córnea, quedando una 

mayor cantidad del PF retenido en esta última. Estos resultados podrían deberse a las 

diferencias anatómicas existentes entre las dos membranas oculares. La idoneidad del 
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método extractivo escogido fue evaluada a través de la recuperación y cuantificación 

del PF retenido en las membranas biológicas tras los ensayos ex vivo de permeación. 

Los datos obtenidos revelaron que el método validado es adecuado para tal fin. 

Además, se desarrolló un ensayo ex vivo en córnea de conejo con el propósito de 

evaluar el perfil de permeación del PF desde las formulaciones PF-NPs en 

comparación con la formulación comercial de PF (Oftalar®) y con una solución de PF 

en PBS (1.0 mg/mL).  El estudio demostró que tanto la cantidad permeada como la 

cantidad retenida de PF a partir de las formulaciones PF-NPs es superior respecto a la 

presentada por el Oftalar® y la solución de PF en PBS. Estos resultados se encuentran 

en concordancia con los obtenidos en el ensayo in vivo de eficacia antiinflamatoria en 

el que la formulación PF-F2NPs evidenció la mayor eficacia antiinflamatoria respecto 

al resto de formulaciones sometidas a ensayo. Finalmente, no se detectó ningún signo 

de irritación corneal, del iris o de la conjuntiva tras un ensayo in vivo de tolerancia 

ocular para las formulaciones PF-NPs. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
a) Abrego G, Alvarado HL, Egea MA, Gonzalez-Mira E, Calpena AC, Garcia ML. Design of Nanosuspensions and 

Freeze-Dried PLGA Nanoparticles as a Novel Approach for Ophthalmic Delivery of Pranoprofen. Journal of 

Pharmaceutical Sciences. 2014;103(10):3153-64. 
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1.1 Administración de fármacos por vía ocular 

De entre la multitud de vías existentes para la administración de fármacos, la ocular ha 

resultado ser una en las que la investigación farmacéutica ha invertido más tiempo y 

esfuerzo de los últimos años (1). Esto se debe en gran medida, a las ventajas que la 

administración ocular puede ofrecer, como son (2): la posibilidad de conseguir un 

efecto localizado del fármaco, evitando así procesos de absorción sistémica que 

conllevarían más efectos adversos; evitar el proceso de primer paso debido al cual el 

fármaco podría ser inactivado antes de alcanzar su diana terapéutica y; el hecho de 

que proporciona un método de administración simple e indoloro, lo que incrementa el 

cumplimiento terapéutico por parte del paciente. Al mismo tiempo, los esfuerzos más 

significativos se han direccionado a solventar una de las grandes desventajas de esta 

vía, la baja biodisponibilidad que presentan las formas farmacéuticas clásicas (colirios 

y ungüentos oftálmicos).  

El concepto farmacocinético de biodisponibilidad hace referencia a la fracción de la 

dosis de fármaco administrada y a la velocidad con la cual ésta, alcanza su diana 

terapéutica. Partiendo de ello, es incuestionable que la eficacia terapéutica del 

fármaco dependerá entonces de su biodisponibilidad, la cual estará subrogada a la 

capacidad que presente el mismo para atravesar en mayor o menor medida las 

distintas barreras anatomofisiológicas que conforman el globo ocular, lo que a su vez 

se verá subyugado a las características fisicoquímicas del principio activo y de la 

forma farmacéutica que lo contiene.  

1.1.1 Anatomofisiología ocular 

Suele decirse que el ojo es la ventana del cerebro (3), puesto que es el órgano 

encargado de transformar la energía lumínica ambiental en señales eléctricas que son 

enviadas al cerebro a través del nervio óptico para dar lugar al complejo sentido de la 

visión.  

Al ojo se le denomina globo ocular (Figura 1.) por su forma esférica de 

aproximadamente 24 mm de diámetro anteroposterior en el humano adulto. Se trata 

de un órgano par, situado a ambos lados del plano sagital protegido por tejido adiposo, 

otros tejidos blandos y las paredes óseas que componen las órbitas oculares, donde 

además del propio globo ocular se alojan: el nervio óptico, los músculos oculares, la 

glándula lacrimal y los vasos sanguíneos.  

El globo ocular está constituido por tres capas concéntricas que, de exterior a interior 

se conocen como:  
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1) Túnica fibrosa o córneo-escleral. Formada por la córnea y la esclera o 

esclerótica. Incluye también la conjuntiva, una membrana transparente y 

delgada que cubre la superficie interna de los párpados y la superficie anterior 

de la esclera.   

2) Túnica vascular o úvea. Compuesta por el iris (anterior), el cuerpo ciliar 

(engrosamiento ubicado detrás del iris) y la coroides (posterior).  

3)  Túnica nerviosa o retina. Se extiende desde el punto de entrada del nervio 

óptico hasta la cara posterior del iris.  

 

Figura 1. Sección horizontal del globo ocular (4) 

Debe tenerse en cuenta que el ojo no se encuentra completamente incluido en la 

órbita ocular, ya que la córnea y las partes anteriores a su ecuador quedan por fuera 

de los límites del reborde de dicha órbita lo que hace que presente una vulnerabilidad 

ligeramente superior en la zona más externa (5). Las porciones del ojo visibles durante 

la abertura parpebral son: la córnea brillante en la parte central, el iris coloreado 

situado tras la córnea y una parte de la esclerótica en forma de triángulo blanco que se 

encuentra rodeando el iris. 
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La córnea es la primera y la más poderosa de las lentes del sistema óptico ocular (6) 

ya que es la responsable de las dos terceras partes de la potencia refractiva (de 

enfoque) del ojo. Se trata de un tejido transparente y avascularizado muy sensible, 

dado que es el tejido con mayor densidad de terminaciones nerviosas del cuerpo 

humano (7). Cubre aproximadamente el 15% de la superficie ocular y se encuentra 

rodeada por diferentes fluidos encargados, entre otras funciones,  de su nutrición. Las 

lágrimas  humedecen la córnea en su superficie más externa y el humor acuoso nutre 

este tejido en su cara posterior o endotelial (8). Además de su función como superficie 

refractiva, la córnea comparte con los párpados la función de escudo protector de las 

estructuras intraoculares frente al polvo, los gérmenes y otros agentes externos.  

La esclera o esclerótica es un tejido rígido y fibroso que se extiende desde la córnea 

hasta el nervio óptico. Está formada por proteoglicanos embebidos en una matriz 

extracelular y fibras de colágeno aplanadas que discurren en varias direcciones, lo que 

junto a los distintos diámetros que presentan dichas fibras, hace que el tejido sea 

opaco (blanco) e irregular con un espesor máximo de aproximadamente 1 mm. Al 

tratarse de un tejido rígido, una de sus funciones principales es la de mantener la 

forma del ojo conteniendo la presión intraocular y protegiéndolo de posibles 

agresiones mecánicas. 

Entre la esclera y la retina se encuentra la membrana conocida con el nombre de 

coroides. Se trata del segmento posterior de la úvea y está compuesta por diferentes 

capas de vasos sanguíneos cuya función principal es la de nutrir y suministrar oxígeno 

a la retina. Además, se encarga de absorber la luz directa impidiendo su reflexión y 

evitando la distorsión de la visión que en su ausencia se tornaría borrosa. Esto lo 

consigue gracias a su pigmentación parda, conferida por la presencia de melanina. 

El iris es la membrana coloreada que se encuentra detrás de la córnea e 

inmediatamente delante del cristalino, delimitando así la cámara anterior y posterior 

del ojo.  Presenta la forma de un disco con una obertura circular central, la pupila. 

Situado en el estroma del iris se encuentra el músculo esfínter rodeando la pupila y en 

la cara posterior del mismo, se encuentra el músculo dilatador de la pupila. Estos 

músculos serán los encargados de regular la entrada de luz en el ojo mediante la 

adecuación del tamaño de la pupila. El iris es el responsable de dar color a los ojos y 

su tonalidad depende de la cantidad de melanina presente en su borde anterior (9). 

La base o raíz del iris se inserta sobre el cuerpo ciliar. Éste, presenta una estructura 

en forma de anillo, se encuentra entre la coroides y el iris y se divide a su vez en dos 

estructuras: el músculo ciliar y los procesos ciliares. El primero, es el encargado de 
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modificar la forma del cristalino con la finalidad de lograr una correcta acomodación del 

mismo y el enfoque de la visión desde todas las distancias. Los segundos son unas 

proyecciones digitiformes cortas que se encaminan hacia el cristalino. Éstas, se 

encuentran vascularizadas y son las encargadas de la producción del humor acuoso, 

que se trata de un líquido gelatinoso y transparente cuya composición es muy similar a 

la del plasma pero con supresión de casi todas las proteínas. Es secretado por el 

cuerpo ciliar no pigmentado en la cámara posterior del globo ocular desde donde sale 

hacia la cámara anterior pasando a través de la abertura pupilar entre el iris y el 

cristalino. Posteriormente, abandona la cámara anterior pasando a la red trabecular 

cercana hacia el conducto de Schlemm, que lleva hacia el sistema venoso. Este 

líquido se encarga del suministro de nutrientes y de la eliminación de los desechos 

metabólicos generados en la cámara anterior (córnea, iris y cristalino). Al mismo 

tiempo, contribuye al mantenimiento de la presión intraocular, la cual debe ser 

continua y necesariamente regulada para mantener las propiedades ópticas y de 

refracción (10).  

El cristalino es una estructura transparente, biconvexa, flexible y avascular que se 

ubica en el segmento anterior del ojo, tras el humor acuoso y el iris y separando estos, 

del humor vítreo. Su función es la de desviar los rayos de luz para conseguir formar 

una imagen nítida sobre la retina con independencia de la distancia a la que se 

encuentre el objeto que desea verse (acomodación).  

La retina se considera el órgano sensorial del globo ocular y constituye la capa más 

interna del ojo, situada entre la coroides y el cuerpo vítreo. Se trata de una estructura 

anatómicamente compleja formada por diez capas paralelas bien diferenciadas e 

íntimamente conectadas. Una de sus capas más externas (más cercana a la coroides) 

es la capa de células foto-receptoras, formada por conos y bastones. Ésta, es la 

encargada de transformar la energía lumínica que penetra a través de la pupila, 

pasando por el cristalino, en energía bioeléctrica. En las capas más intermedias se 

encuentran las células bipolares que transmiten la señal eléctrica hasta las células 

ganglionares situadas en las capas más internas de la retina y cuyas prolongaciones 

(axones) forman el nervio óptico.  

A nivel macroscópico, en la retina pueden distinguirse estructuras tales como:  

a) Papila: Es el punto donde el nervio óptico entra en el globo ocular, atravesando 

la membrana esclerótica, las coroides y finalmente la retina. Se encuentra en la 

parte posterior del globo ocular y no presenta foto-receptores, por lo que se le 

denomina punto ciego.  



Introducción 

Estudios in vitro, ex vivo e in vivo de formulaciones de pranoprofeno para administración ocular 27 
  

b) Mácula: Representa el punto más sensible de toda la retina, es decir, la zona 

de máxima visión. Se encarga de la visión fina, de los detalles. 

 

c) Fóvea: Es el centro de la visión, donde se enfocan los rayos de luz que llegan a 

la retina. Posee sólo conos y está rodeada de vasos sanguíneos, aunque en su 

centro no existen para aumentar al máximo la transparencia de la retina en 

este punto. 

El cuerpo vítreo ocupa dos tercios del globo ocular. Está situado entre el cristalino y 

la retina en la cámara posterior del ojo y no contiene ni nervios ni vasos sanguíneos, 

por lo que se nutre de las estructuras más próximas (coroides, cuerpo ciliar y retina) 

(8). El cuerpo vítreo está formado por el que se conoce como humor vítreo, un líquido 

gelatinoso compuesto mayoritariamente por agua además de fibras de colágeno y 

ácido hialurónico cuya función principal es la de mantener la forma del ojo y contribuir 

a la obtención de una superficie de la retina uniforme, para que la recepción de 

imágenes sea nítida. 

1.1.1.1 Córnea 

El tamaño promedio de la córnea humana es de 11-12 mm horizontalmente, 9-11 mm 

verticalmente y presenta aproximadamente 0.5 mm de grosor, el cual va aumentando 

gradualmente en su periferia (11). El radio promedio de curvatura de la superficie 

anterior de este tejido es de 7.8 mm, el de su superficie posterior es de 6.9 mm y 

posee un poder de refracción de alrededor de 

43 dioptrías, que supone el 70% del poder de 

refracción total del ojo (6). 

Microscópicamente, la córnea consta de cinco 

capas: epitelio, membrana de Bowman, 

estroma, membrana de Descemet y endotelio 

(Figura 2.). Además de estas cinco capas, 

existen varias poblaciones de células dentro o 

alrededor de este tejido que incluyen células 

presentadoras de antígenos epiteliales y 

estromales, células madre epiteliales, vasos 

sanguíneos limbales y nervios corneales (12). 

El epitelio corneal es un epitelio estratificado 

compuesto por 5-7 capas de células. Las 

Figura 2. Capas de la córnea: epitelio (ep), 

membrana de Bowman (bl), estroma (str), 
membrana de Descemet (dm) y endotelio 
(et) (12).  
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capas más externas están formadas por células planas, bien diferenciadas, similares a 

las células epiteliales más superficiales de la piel pero sin estar queratinizadas y con 

proyecciones superficiales apicales (microvellosidades) que las anclan a la película 

lagrimal impidiendo que se sequen. Incluyen pequeñas células ligeras que han llegado 

recientemente a esa posición y a su vez, células más grandes, oscuras y superficiales 

que pronto serán desprendidas (13).  

Las capas intermedias están formadas por células aladas  o “wing cells” que están en 

proceso de diferenciación hacia células superficiales. La capa más interna está 

compuesta por una única fila de células columnares muy juntas conocidas como 

células basales que se originan desde células madre o “stem cells” situadas en la 

periferia del epitelio corneal. Cada célula basal se diferencia en dos células aladas que 

posteriormente se diferenciaran a células superficiales, dando lugar así al recambio 

celular del epitelio corneal que se desarrolla en el transcurso de 7-10 días (14).    

Las células epiteliales forman una capa de espesor uniforme (50 µm) y de gran 

regularidad, debido a que están en contacto entre ellas mediante diferentes uniones, 

las cuales se describen a continuación: 

 Uniones estrechas o “Tight junctions” que ponen en contacto células vecinas e 

impiden el paso de moléculas entre ellas. 

 Uniones adherentes que ensamblan haces de actina entre células vecinas. 

 Uniones “gap”, que permiten el paso de iones y pequeñas moléculas solubles 

en agua. 

 Desmosomas o uniones en las que la superficie de las células forman 

extensiones que encajan en indentaciones de células adyacentes. 

 Hemidesmosomas, a través de los cuales las células basales se conectan con 

la membrana basal.  

La membrana basal cuenta con aproximadamente 65 nm de espesor, separa el 

epitelio corneal de la capa o membrana de Bowman. Ésta, es una lámina de tejido 

acelular considerada en ocasiones una capa de estroma superficial modificado de 

unos 12 µm de espesor, transparente, constituida por fibrillas de colágeno que 

discurren en su mayoría paralelas a su superficie. Se trata de una capa que no puede 

regenerarse tras una lesión, aun así, en su ausencia puede formarse un epitelio 

corneal normal.  

La sustancia propia o estroma constituye el 90% del espesor corneal. Tiene un 

grosor aproximado de 500 µm y está formado por fibras de colágeno, matriz 
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extracelular y queratocitos. El colágeno estromal está altamente organizado formando 

lamelas en red. Las fibras de colágeno en cada lamela discurren paralelas unas a 

otras lo que hace que, en una córnea que haya sido extirpada y colocada entre el 

pulgar y el índice, estas lamelas puedan separarse deslizándose una sobre otra sin 

ofrecer una resistencia apreciable. La matriz extracelular está fundamentalmente 

compuesta de colágeno y proteoglicanos cuya función es mantener unidas las fibras 

de colágeno entre sí. Los fibroblastos (queratocitos), son los encargados de fabricar el 

colágeno y los proteoglicanos estromales (15). Su forma es plana, de modo que ellos 

también se ubican paralelos a la superficie y sus extensiones se entrelazan entre sí 

mediante uniones de tipo “gap”. 

En el año 2013 se describió la existencia de la que podría ser una nueva capa de la 

córnea humana denominada capa de Dua (16). Ésta, se encuentra situada entre el 

estroma y la membrana de Descemet, tiene un grosor de unos 15 µm y resulta muy 

resistente e impermeable al aire. 

La membrana de Descemet, también conocida como lámina elástica posterior, es 

considerada habitualmente como la membrana basal del endotelio y presenta un 

espesor aproximado de 10 µm. Está compuesta principalmente por colágeno de tipo 

VIII y el producto de secreción de las células endoteliales.  

El endotelio corneal, es una capa única de células hexagonales y escamosas que se 

encuentra adosada a la membrana de Descemet y cuya superficie interna está bañada 

por el humor acuoso. Presenta unos 5 µm de espesor y su función principal es la de 

regular el fluido que entra a la córnea desde la cámara anterior. La edad predispone a 

la pérdida de la densidad endotelial que, en situaciones límite, puede causar la pérdida 

de transparencia corneal. Esto se debe a que cuando una de las células de esta capa 

muere, las vecinas rellenan el espacio modificando su tamaño (polimegatismo) y forma 

(pleomorfismo). 

1.1.1.2 Esclerótica 

La esclera se considera en realidad una esfera incompleta, puesto que termina 

anteriormente en el foramen anterior que rodea la córnea y posteriormente en el 

foramen escleral, que rodea el nervio óptico.      

Una de las funciones clave de este tejido, además de la de ofrecer protección a las 

estructuras intraoculares, es la de determinar la forma y tamaño del ojo debido a su 

escasa distensibilidad (16). Sirve además, de punto de inserción para los músculos 

extra-oculares (rectos y oblicuos) encargados de la movilidad ocular. Su espesor varía 



Introducción 

Estudios in vitro, ex vivo e in vivo de formulaciones de pranoprofeno para administración ocular 30 
  

desde los 0.3 mm inmediatamente detrás de la inserción de los músculos rectos hasta 

1 mm cerca del nervio óptico (17). Esta diferencia de grosores explica por qué, cuando 

hay un traumatismo, la rotura del globo ocular suele suceder en la inserción de los 

músculos rectos (4). Debe tenerse en consideración que en estos casos, la curación 

de heridas a nivel escleral es un proceso lento, que puede durar meses o incluso años 

y en el que puede distinguirse histológicamente la herida por el cambio abrupto en la 

orientación de las fibras de colágeno presentes en esa zona.  

Bioquímicamente, la esclerótica está compuesta por haces de fibras de colágeno, 

predominantemente de tipo I, que suponen el 75% del peso seco de este tejido (17).  

Está formada también por fibras de elastina, proteoglicanos, glicoproteínas, 

fibroblastos y melanocitos en distintas proporciones, lo que hace que anatómicamente 

puedan distinguirse 3 capas conocidas como: epiesclera, estroma escleral o capa 

fibrosa y lámina fusca.  

La epiesclera es la capa más superficial de la esclerótica. Se trata de una fina 

membrana en la que los haces de fibras de colágeno son delgados y se encuentran 

dispuestos de forma paralela a la superficie escleral. También están presentes 

fibroblastos de un tamaño superior a los que pueden encontrarse en otras capas y 

algunos melanocitos, además de los proteoglicanos y las glicoproteínas. Todo ello 

hace que se trate de un tejido laxo y elástico cuya función es la de facilitar el 

deslizamiento del globo ocular con sus estructuras vecinas. Además, la epiesclera 

sostiene las inserciones de los músculos rectos y la cápsula de Tenon; delgada 

membrana que recubre la esclerótica separándola del resto de las estructuras que se 

encuentran en el interior de la órbita ocular. Se encuentra bien irrigada, sobretodo en 

su parte más anterior donde está íntimamente relacionada con el tejido subconjuntival. 

Estos vasos sanguíneos derivan de las arterias ciliares anteriores y aunque 

generalmente se perciben de forma discreta, pueden ser prominentes cuando el tejido 

está inflamado.   

En el estroma escleral los haces de fibras de colágeno son más cuantiosos, más 

gruesos que en la epiesclera y su disposición es más errática. Cerca del nervio óptico 

y de la córnea, la disposición de estos haces suele ser concéntrica y en algunos 

puntos concretos a lo largo del globo ocular, forman patrones que se repiten en bucle 

disponiéndose de forma meridional. Aun así y por norma general, dichos haces de 

fibras discurren de forma paralela a la superficie escleral. Este tipo de estructura es la 

responsable del color blanco y opaco característico de la esclerótica. También 

interfiere en la opacidad de este tejido, el contenido de agua del mismo. Éste suele ser 
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del 70% pero, si disminuye por debajo del 40% o incrementa por encima del 80%, la 

esclera se torna transparente (17). 

La lámina fusca es la porción de la esclerótica adyacente a la úvea. Se trata de una 

capa donde los haces de fibras de colágeno se vuelven más pequeños e incrementa el 

número de fibras elásticas. Presenta una mayor cantidad de melanocitos que las 

demás capas, lo que le confiere cierta coloración parda. En esta capa existen unos 

surcos encargados de proporcionar el paso a los vasos sanguíneos y los nervios 

ciliares. 

1.1.2 Permeación ocular de fármacos 

Las células y los tejidos que forman parte del ojo deben estar estrictamente regulados 

para garantizar que éste, cumple con su cometido como órgano encargado de la 

visión. Para tal fin, el globo ocular cuenta con toda una serie de barreras herméticas 

encargadas de restringir la captación de fluidos y solutos, protegerlo y velar por el 

mantenimiento de sus funciones vitales (18). Como es de esperar, estas barreras son 

un impedimento para el acceso de los fármacos a su diana terapéutica y limitan 

significativamente su biodisponibilidad cuando éste es administrado vía tópica ocular. 

En realidad, existen multitud de factores que afectan a la biodisponibilidad de los 

fármacos administrados por esta vía, lo cuales pueden clasificarse en dos grandes 

grupos (19): 

a) Factores anatomofisiológicos propios de la vía ocular:  

- Parpadeo 

- Drenaje nasolacrimal 

- Anatomía corneal y estado del epitelio corneal 

- Vascularización de la conjuntiva y la esclerótica 

- Pequeña superficie de absorción disponible 

 

b) Factores fisicoquímicos y de formulación del fármaco: 

- Coeficiente de reparto 

- Propiedades fisicoquímicas del fármaco y del excipiente 

- pH y pKa 

- Tiempo de contacto 

- Agentes penetrantes (tensioactivos) 

- Tolerancia 
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Cuando una forma farmacéutica es instilada en el saco conjuntival se produce un 

incremento reflejo del parpadeo. Esto, conlleva un aumento en la velocidad de 

eliminación del fármaco de la superficie ocular, lo que disminuye el tiempo de contacto 

fármaco-tejido y perjudica su biodisponibilidad.  

Por otra parte, el primer fluido con el que contacta el fármaco al ser instilado en el ojo 

es la película lagrimal, la cual está formada por tres capas: la capa más externa es 

de naturaleza lipídica y su finalidad es la de retrasar la evaporación de la lágrima; la 

capa intermedia es acuosa y contiene proteínas a las que el fármaco puede unirse 

disminuyendo así la cantidad efectiva del mismo en contacto con el resto de 

estructuras oculares; y la capa interna, que está formada por células calciformes del 

epitelio conjuntival y es rica en glicoproteínas. Asimismo, el volumen de la lágrima en 

un adulto es de alrededor de 9 μL y la secreción lagrimal basal es de 1.2 μL/min, 

mientras que el saco lagrimal tiene una capacidad de almacenamiento de 30 μL. El 

volumen de una gota de una forma de dosificación convencional es de 

aproximadamente 50 μL, por lo que después de la instilación del fármaco en el ojo el 

exceso de volumen es eliminado de la superficie ocular. A continuación, los nervios de 

la córnea inducen la formación de lágrimas reflejas incrementándose así el drenaje 

nasolacrimal y por tanto, la eliminación del fármaco del ojo. Además, la lágrima tiene 

una osmolalidad de alrededor de 310 mOsm/Kg y un pH de 7.3-7.7; con una 

capacidad amortiguadora muy limitada. En consecuencia, si la forma farmacéutica 

instilada provoca un desajuste en este pH, se produce una irritación que conlleva 

también un incremento de la producción de lágrima (19). El mecanismo de respuesta 

en el ojo es similar cuando se instilan fármacos con una osmolalidad inferior a 266 

mOsm/kg o superior a 640 mOsm/kg (20). Por consiguiente, solo una pequeña porción 

del fármaco (< 5%) es susceptible de alcanzar su diana terapéutica (21).  

Los fármacos penetran en el ojo a través de dos principales vías de acceso (Figura 3.): 

a) Vía trans-corneal:  

El epitelio corneal es la capa más externa de la córnea y además, la que ofrece mayor 

resistencia a la penetración de los fármacos, debido principalmente a la estrecha unión 

de las células entre sí. Se trata de una capa de naturaleza lipófila que contribuye en un 

90% a la impermeabilidad de la córnea a las moléculas hidrófilas (18, 22). Los 

fármacos pueden atravesarla vía intracelular o vía paracelular (a través de poros), que 

es la que suelen utilizar los fármacos hidrófilos o los iones pequeños (< 350 MW). 

Debe tenerse en cuenta además, que los poros del epitelio corneal están cargados 

negativamente a pH fisiológico, lo que dificulta el paso de moléculas que presenten la 
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misma carga debido a fenómenos de repulsión (23). Al mismo tiempo, es importante el 

estado de la córnea del paciente ya que en multitud de patologías oculares el epitelio 

corneal está dañado, lo que suele conllevar un incremento en la penetración de los 

fármacos que se apliquen sobre el mismo.  

El estroma sin embargo, es de naturaleza hidrófila y a pesar de ser la capa más 

gruesa de la córnea no ofrece tanta resistencia al paso de los fármacos como el 

epitelio. Si éstos presentan una lipofília moderada, pueden difundir a través de él con 

relativa facilidad.  

El endotelio en cambio, es una capa lipófila con uniones intercelulares más laxas que 

las del epitelio corneal, por lo que no supone un factor limitante del paso de las 

moléculas hidrófilas que hayan conseguido alcanzarlo. A pesar de ello, sí podría jugar 

un papel determinante en el paso de los fármacos lipófilos (24).  

Se puede decir por tanto, que la capacidad de penetración de un fármaco a través de 

la córnea dependerá fundamentalmente de su coeficiente de reparto octanol/agua sin 

obviar su tamaño, su carga y su grado de ionización, que pueden resultar también 

factores limitantes del proceso.  

b) Vía trans-conjuntival/trans-escleral 

Tiempo atrás se consideraba la vía trans-corneal como prácticamente la única ruta de 

acceso del fármaco a las estructuras oculares, asumiendo así la vía trans-

conjuntival/trans-escleral como pérdidas del mismo hacia circulación sistémica. En los 

últimos años, distintos estudios han demostrado que esta ruta puede contribuir 

significativamente al incremento de los niveles intraoculares del fármaco, incluso 

cuando éste es administrado de forma tópica ocular (25).  

La conjuntiva es una membrana mucosa formada por dos o tres capas de células y 

tejido conectivo vascularizado subyacente. Se encuentra cubriendo la superficie 

anterior de la esclerótica (conjuntiva bulbar) y se dobla en el fórnix para formar la 

conjuntiva parpebral, que recubre la superficie interna de los párpados. Una de sus 

principales funciones es la de contribuir en el mantenimiento de la película lagrimal 

mediante la producción de moco. Al igual que la córnea, presenta un epitelio (epitelio 

conjuntival) con uniones intercelulares estrechas, aun así, éstas resultan más 

holgadas que las del epitelio corneal y su densidad es 16 veces superior. En 

consecuencia, la conjuntiva resulta entre 15 y 25 veces más permeable a los fármacos 

que la córnea (23).  Pueden por tanto absorberse por esta vía los fármacos de mayor 

peso molecular, gracias al mayor tamaño de los poros del epitelio conjuntival 
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comparado con los del epitelio corneal (26); y los fármacos hidrófilos, que presentan 

más dificultades para atravesar éste último.  

Por otro lado, la esclerótica está formada fundamentalmente por haces de fibras de 

colágeno y mucopolisacáridos. Su contenido en agua es de aproximadamente el 70% 

de su peso y se trata de una estructura muy porosa, de manera que el mecanismo de 

permeación de los fármacos a través de la misma es la difusión pasiva mediante los 

tortuosos canalículos que forman sus fibras y moléculas. En este sentido, el principal 

factor limitante en la permeación trans-escleral de un fármaco es su tamaño (radio 

molecular), en detrimento de sus características de hidro e lipofilia.  Es sabido que, 

cuanto mayor es el radio de la molécula, menor es su capacidad para atravesar este 

tejido (27). Incluso así, la esclera es capaz de permitir el paso de moléculas cuyo 

tamaño hace muy difícil la permeación a través de la córnea. Otro factor a tener en 

cuenta, precisamente por afectar significativamente al paso de fármacos a través de la 

esclerótica, es el grado de presión intraocular. Éste, afecta al estado de hidratación de 

la misma y a la organización de los haces de fibras de colágeno que la forman, 

modificándose así el diámetro de los poros por los que el fármaco puede atravesarla. 

Se ha demostrado que este diámetro suele disminuir con el incremento de la presión 

intraocular (28). Todo ello hace que la esclerótica, pueda resultar incluso 10 veces 

más permeable a algunos fármacos que la córnea (26). 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Procesos de absorción, distribución y eliminación de los fármacos administrados vía tópica ocular. 
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1.2 Farmacoterapia antiinflamatoria ocular 

La inflamación es un proceso tisular constituido por una serie de fenómenos 

moleculares, celulares y vasculares de finalidad defensiva frente a agresiones físicas, 

químicas o biológicas. Su  finalidad es la de aislar y destruir el agente responsable de 

la misma y al mismo tiempo, reparar el tejido dañado.  

Los aspectos más básicos del proceso inflamatorio son:  

 Focalización de la respuesta, que tiende a circunscribir la zona de lucha contra 

el agente agresor.  

 Respuesta inflamatoria inmediata, de urgencia e inespecífica, aunque puede 

favorecer el desarrollo posterior de una respuesta específica.  

 El foco inflamatorio atrae a las células inmunes de los tejidos cercanos y las 

alteraciones vasculares permiten la llegada, desde la sangre, de moléculas 

inmunes.  

 

Este proceso de defensa suele implicar daño celular, ya sea por el propio agente 

agresor o por la respuesta fisiológica que genera. Ésto, resulta especialmente 

importante cuando se habla de una estructura tan delicada como el globo ocular 

debido a que la aparición de tejido cicatricial, el daño en estructuras de difícil 

recuperación o la cronificación del proceso inflamatorio, pueden comprometer la visión 

del paciente (29).  

1.2.1 Mecanismo del proceso inflamatorio 

Cuando una sustancia extraña como una bacteria, hongo, virus, célula 

metabólicamente alterada, antígeno, etc. o incluso un traumatismo atenta contra la 

membrana celular se produce un daño o una desestructuración en los fosfolípidos que 

la forman, lo que da lugar al incremento del calcio citosólico y la activación de la 

enzima fosfolipasa A2. Esto provoca la liberación del ácido araquidónico (AA) que, en 

condiciones normales, se encuentra esterificado en la posición 2 de los fosfolípidos 

que conforman la bicapa lipídica. A partir del AA y por la acción de distintas enzimas 

como la ciclooxigenasa (COX) o la lipooxigenasa (LOX) se forman los mediadores más 

importantes del proceso inflamatorio, los eicosanoides. Se conoce que mediante la 

acción de la COX, se forma la prostaglandina H2 (PGH2) de la que derivan otras 

prostaglandinas, la prostaciclina (PGI2) y los tromboxanos. Por otro lado, mediante la 

acción catalítica de la LOX, se forman los leucotrienos, las lipoxinas y las hepoxilinas 

(Figura 4.) (30).  
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A nivel ocular, las acciones de las prostaglandinas (PGs) se manifiestan de tres 

formas. En primer lugar y en términos generales, producen un incremento de la 

presión intraocular (PIO) debido a la vasodilatación local que causan. En segundo 

lugar, causan miosis por su acción sobre el músculo liso del iris. Y en tercer lugar, 

incrementan la concentración de proteínas en el humor acuoso (31). Estos 

acontecimientos son los responsables del dolor, la hinchazón y la fotosensibilidad que 

experimentan los pacientes ante la inflamación ocular.  

1.2.2 Mecanismo de acción de los fármacos antiinflamatorios no esteroideos 

(AINEs) 

Durante mucho tiempo los corticoides han sido los fármacos más utilizados en el 

tratamiento de los procesos inflamatorios que acontecen a nivel ocular, incluyendo la 

inflamación post-operatoria. Se trata de un tipo de antiinflamatorio cuyo mecanismo de 

basa en su capacidad para inhibir la acción de la enzima Fosfolipasa A2 impidiendo la 

transformación de los fosfolípidos de membrana en AA y evitando así, la síntesis de 

los mediadores de la inflamación. A pesar de tratarse de fármacos efectivos en el 

Figura 4. Mecanismo del proceso inflamatorio a nivel celular. 
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tratamiento de los síntomas del proceso inflamatorio, se ha descubierto que su uso 

prolongado es responsable de toda una serie de efectos adversos que incluyen: el 

incremento de la PIO, la formación de cataratas y la menor resistencia a la aparición 

de infecciones (32). Debido a ello, el uso de los AINEs se encuentra en alza al 

considerarse éstos una alternativa segura y eficaz frente al uso de corticoides en el 

tratamiento de trastornos inflamatorios que acontecen a nivel ocular.  

Los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) engloban un grupo químicamente  

heterogéneo de fármacos que tienen en común el presentar una potente acción 

inhibidora de la enzima COX. Se trata de una enzima dimérica de la cual existen dos 

isoformas principales: COX-1 y COX-2. La estructura proteica de ambas enzimas es 

similar presentando una homología superior al 90% (33). La COX-1 es constitutiva, se 

expresa en la mayoría de los tejidos, incluidas las plaquetas sanguíneas y está 

implicada en la homeostasis tisular. Su estructura presenta dos dominios, el que se 

une a las membranas está constituido por cuatro hélices que forman un canal que 

permite la entrada del ácido araquidónico de la membrana al lugar con actividad 

enzimática. En esta región hay dos lugares activos, uno que cataliza la 

ciclooxigenación que da lugar a la prostaglandina E2 y otro encargado de la 

peroxidación que convierte la prostaglandina G2 en PGH2. Para inhibir esta enzima, los 

AINEs entran en el canal hidrófobo y forman enlaces de hidrógeno con el residuo de 

arginina de la posición 120, lo que impide el acceso de los ácidos grasos que actúan 

como sustrato en el dominio catalítico. La COX-2 sin embargo, es inducida por las 

células inflamatorias al activarse (34). Una de las diferencias más notables entre la 

COX-1 y la COX-2 es que su sitio de unión para el ácido araquidónico es diferente. La 

COX-2 presenta un canal más amplio, que le permite el acceso a AINEs de gran 

tamaño que no penetrarían en el canal de la COX-1.  

Todos los AINEs poseen un cociente de inhibición COX-1/COX-2 específico que 

generalmente se expresa como la concentración del fármaco capaz de inhibir la 

actividad del enzima al 50%. Según este cociente, estos fármacos pueden clasificarse 

en tres grandes grupos (35):  

 Inhibidores no selectivos de la COX, son los que presentan un cociente bajo  

 Inhibidores COX-2 preferenciales, son los que presentan un cociente 

intermedio  

 Inhibidores selectivos de la COX-2, son los que tienen un cociente alto.  

En general la inhibición de la COX-1 es instantánea y reversible por competitividad 

mientras que, la inhibición de la COX-2 es dependiente del tiempo.  



Introducción 

Estudios in vitro, ex vivo e in vivo de formulaciones de pranoprofeno para administración ocular 38 
  

Los AINEs más comúnmente utilizados en oftalmología son los derivados del ácido 

salícilico (Aspirina®), del ácido indolacético (Indometacina), del ácido arilacético 

(Diclofenaco, Ketorolaco, Nepafenaco), del ácido arilpropiónico (Ibuprofeno, 

Flurbiprofeno, Ketoprofeno, Naproxeno, Pranoprofeno) y del ácido enólico (Piroxicam). 

Aun así, su uso en oftalmología es bastante limitado debido a que suelen ser poco 

solubles en agua. Además, se trata de ácidos débiles que se ionizan transformándose 

en aniones al pH del líquido lagrimal, lo que no favorece su absorción a través de los 

tejidos oculares. Asimismo no dejan de ser ácidos, lo que los hace inherentemente 

irritantes a nivel ocular.  

1.2.3 Pranoprofeno  

Químicamente se trata de un fármaco racémico conocido como (2RS)-2-(10H–9-Oxa-

1-aza-antraceno-6-il) ácido propiónico, (CAS 52549-17-4) (Figura 5.). Forma parte de 

los antiinflamatorios derivados del ácido arilpropiónico, tiene un peso molecular de 

255.27 g/mol y se presenta como un polvo blanco, fino e inodoro. A pesar de ser 

libremente soluble en N,N dimetilformamida, soluble en anhídrido acético y también en 

metanol, es muy poco soluble en agua (36). 

 

 
 
 
 

El pranoprofeno (PF) es un AINE que ha sido empleado en multitud de trastornos que 

cursan con un componente doloroso e inflamatorio, como la artritis reumatoide o la 

osteoartritis (37), aunque tradicionalmente su uso se ha centrado en el campo de la 

oftalmología. A pesar de que actualmente no se encuentra comercializado en España, 

sí lo está en Japón bajo el nombre comercial de Niflan® o en Italia, Portugal, Hungría y 

Emiratos Árabes como Oftalar®. 

Al tratarse de un fármaco con efecto antiinflamatorio y analgésico (38), resulta eficaz 

en el tratamiento del dolor post-operatorio en cirugías del segmento anterior del ojo, 

como la de cataratas o el estrabismo (39-43). No obstante, también es de gran ayuda 

en el manejo de patologías inflamatorias del segmento posterior, como la uveítis o el 

edema macular cistoide (44). Además, ha demostrado tener un efecto beneficioso 

sobre los signos y síntomas del ojo seco y la conjuntivitis crónica de origen no 

bacteriano (45, 46).  

Figura 5. Estructura química del pranoprofeno. 
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A pesar de que el PF ha demostrado su eficacia como antiinflamatorio y analgésico 

ocular, su uso farmacéutico ha sido limitado debido a su inadecuado perfil 

biofarmacéutico, ya que se trata de un principio activo con una semivida plasmática 

corta, poco soluble en agua e inestable en solución acuosa, particularmente cuando se 

expone a la luz (47, 48).  

1.3 Sistemas de liberación controlada de fármacos para administración ocular 

La biodisponibilidad de los fármacos administrados por vía tópica ocular en las formas 

farmacéuticas clásicas, como los colirios o los ungüentos oftálmicos, se ve 

comprometida tanto por la naturaleza del principio activo y de la forma farmacéutica, 

como por las características anatomofisiológicas del ojo. Se ha recurrido a multitud de 

estrategias con la finalidad de favorecer la biodisponibilidad ocular de los fármacos. En 

un inicio se pensó que incrementando la cantidad de fármaco en la formulación 

podrían solucionarse, si no todos, algunos de los impedimentos interpuestos por la vía 

de administración escogida. Tecnológicamente hablando, esto no resulta siempre 

posible, además de que puede suponer la aparición de efectos adversos o agravar los 

que de por sí pueden darse. De ahí, que se haya optado por el uso de otro tipo de 

formas farmacéuticas, como son los sistemas de liberación controlada de fármacos. 

Se trata en este caso de sistemas en los que, mediante la intervención de la 

tecnología farmacéutica, se modifica la interacción del principio activo con el medio 

que lo rodea para controlar así el momento, la duración y la magnitud de su acción 

(49).  

Si bien es cierto que existe una gran variedad de este tipo de sistemas, los 

nanoestructurados han sido los más populares de los últimos años. De entre ellos, los 

más destacados son las nanopartículas, los liposomas y las nanoemulsiones.  

1.3.1 Nanopartículas poliméricas  

Las nanopartículas poliméricas (NPs) son sistemas coloidales no tóxicos, 

biodegradables, con un tamaño de partícula entre 10 y 1000 nm (50). En función de su 

estructura pueden clasificarse en nanoesferas (NEs) o nanocápsulas (NCs). Las NEs 

están formadas por una matriz polimérica que puede incluir el fármaco de tres formas 

distintas: encapsulándolo en su parte más interna, adsorbiéndolo en su superficie o 

dispersándolo de forma homogénea en la propia red polimérica. A diferencia de éstas, 

en las NCs el fármaco se encuentra disuelto en su núcleo y recubierto por la matriz 

polimérica (51).  
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Se trata de sistemas de especial relevancia en la vehiculización de principios activos 

debido a la multitud de ventajas que ofrecen, algunas de las cuales son (52): 

 Protección del fármaco frente a procesos de degradación, lo que incrementa su 

estabilidad y su semivida disminuyendo su toxicidad. Esto resulta 

especialmente importante para aquellos fármacos que son lipófilos o poco 

solubles en agua al permitirse así su vehiculización. Además, permite reducir la 

dosis y/o la frecuencia de administración del preparado, incrementando la 

comodidad de seguimiento de la pauta posológica por parte del paciente.  

 Biocompatibilidad y biodegradabilidad de la forma farmacéutica. 

 “Targeting” o direccionamiento del principio activo hacia su diana terapéutica.  

 Capacidad de penetración en microcapilares, compartimentos intracelulares o 

de atravesar barreras gracias a su tamaño. 

 Control de la velocidad de liberación del principio activo. 

 

1.3.1.1 Métodos de preparación y caracterización de nanopartículas 

Existen una gran variedad de técnicas para la preparación de las NPs (Tabla 1.). La 

elección de un método u otro se lleva a cabo en función de factores como el tipo de 

sistema polimérico que se desea, el área de aplicación, el tamaño de NPs requerido, 

etc. Lo mismo sucede con la elección del polímero, que además está sujeta al método 

de preparación. Todo ello, determinará las características fisicoquímicas de la forma 

farmacéutica, de las cuales dependerá entre otros factores, el perfil de liberación del 

fármaco. En este sentido, debe tenerse en consideración que los tamaños de partícula 

expuestos en la Tabla 1. son aproximados, ya que no dependen exclusivamente del 

polímero escogido, también lo hacen de las condiciones de preparación y del resto de 

componentes que intervienen en cada método de elaboración. 

Los polímeros más empleados en la preparación de NPs son los poliésteres sintéticos 

y biodegradables como pueden ser el ácido poliláctico (PLA) y el ácido poliláctico-co-

glicólico (PLGA) (53). Concretamente el PLGA, es ampliamente usado en tecnología 

farmacéutica, ya que cuenta con la aprobación de la FDA para su uso en humanos. 

Además, su degradación a monómeros biocompatibles de ácido glicólico y ácido 

láctico es fácilmente controlable (54). La relación molar entre estos monómeros 

determinará la resistencia mecánica del polímero, el hinchamiento de la matriz, la 

hidrólisis, la velocidad de degradación, el peso molecular, el grado de cristalinidad y la 

temperatura de transición del PLGA. Esto resulta determinante a la hora de establecer 

el perfil de liberación del fármaco desde la matriz polimérica.  
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Tabla 1. Métodos de preparación de NPs, polímeros que pueden ser utilizados en 

cada método y tamaño de NP conseguido en función de ello (55).  

Método de preparación Polímero 
Tamaño aproximado 

de las NPs (nm) 

Evaporación del disolvente 

POP 
PLGA 
PLA 
PEG-PLA 
mPEO-PLA 
PEO-mPAE 
Ps 
Ps-copolímero 

200 
60 - 200 

200 
200 
270 

100 - 150 
300 
300 

Salting-out 

PDLLA 
PEO 
PLGA 
EUDRAGIT 
PTMC 
PEO-PLGA 
PMA 

100 - 400 
280 

100 - 480 
170 - 500 
180 - 250 

190 
100 - 250 

Nanoprecipitación o 
desplazamiento del disolvente 

PLGA 
PBCA 
Ester alílico 
PHB 
Ester dextrano 
PCL diol 
EUDRAGIT L 100-55 
PCL 
PCA 
PLA 

60 - 560 
270 
270 

100 - 125 
77 
17 
120 

270 - 925 
150 

100 - 300 

Diálisis 

PBG-PEO 
PA-CMPEG 
PDLLA-P(NIPAM-
MAA) 
PDLLA 
DexEst 
TosDex 
PA 
mPEG-PLGA 
PLAF 
PLA-TPGS 
PCL-PVA 
PLGF 
PLGA 
PHB 
PMMA 

250 - 360 
195 

85 - 340 
320 
87 

345 - 500 
50 - 130 

43 
347 
330 
360 
285 

630 - 730 
55 
200 

Tecnología de fluido 
supercrítico: 

a) RESS 
 

 
b) RESOLV 

 
a) PSFTE 

             PLLA 
 

b) PHDFDA 

 
50 - 500 
30 - 100 

 
< 50 
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Una de las técnicas más utilizadas por su sencillez, rapidez y reproducibilidad es la 

nanoprecipitación o método de preparación por desplazamiento del disolvente 

(Figura 6.), desarrollado por Fessi en 1989 (56). En esta técnica el polímero y el 

fármaco se disuelven conjuntamente en un solvente orgánico de polaridad intermedia 

y miscible en agua que resulte fácil de evaporar, típicamente la acetona. Esta solución 

se adiciona gota a gota y bajo agitación magnética sobre una solución acuosa en 

presencia o ausencia de un estabilizante (polivinil alcohol o poloxamer). Una vez en 

contacto con el agua, el polímero y el fármaco precipitan instantáneamente 

autoensamblándose. Posteriormente, el disolvente se elimina a presión reducida. La 

formación instantánea de las partículas es atribuida a las turbulencias interfaciales 

generadas entre las fases liquidas durante el desplazamiento del disolvente (57). En 

esta técnica resulta de vital importancia controlar las condiciones de adición de la fase 

orgánica a la fase acuosa (velocidad a la que se realiza, velocidad de la agitación, 

método de adición, etc.) puesto que serán las que determinen las propiedades 

fisicoquímicas de las NPs resultantes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  
Figura 6. Preparación de nanopartículas por el método del desplazamiento del disolvente 
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En términos generales, se conoce que cuando un principio activo se encuentra 

formando parte de una matriz polimérica presenta un perfil de liberación bifásico. En 

éste, inicialmente el fármaco depositado en la superficie de la matriz se libera en 

función de su solubilidad. Seguidamente, el agua penetra en la matriz polimérica 

induciendo la degradación del polímero y generando toda una serie de poros a través 

de los cuales es liberado el fármaco (58). En este sentido, el perfil de liberación del 

fármaco desde las NPs se ve seriamente influenciado por las características 

fisicoquímicas de éstas, de ahí, la necesidad de caracterizar fisicoquímicamente estos 

sistemas nanoestructurados. La Tabla 2. muestra los parámetros de dicha 

caracterización y algunas de las técnicas que pueden utilizarse para medirlos. 

Tabla 2. Técnicas más utilizadas para la caracterización de las NPs 

Parámetro Técnica 

Tamaño de partícula y 

caracterización morfológica 

Microscopía Electrónica de Barrido (SEM) 

Microscopía Electrónica de Transmisión (TEM) 

Microscopía Electrónica de Barrido Ambiental (ESEM) 

Microscopía de Fuerza Atómica (AFM) 

Espectroscopía de Correlación Fotónica (PCS) 

Eficiencia de 

encapsulación 

Espectrofotometría ultravioleta 

Ensayo de Inmunoabsorción Ligado a Enzimas (ELISA) 

Cromatografía líquida de Alta Eficacia (HPLC) 

Carga superficial 
Electroforesis 

Anemometría laser doopler 

Interacción fármaco-

polímero 

Difractometría de rayos X (XRD) 

Calorimetría Diferencial de Barrido (DSC) 

Análisis elemental 

Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de 

Protón (H-NMR) 

Espectrofotometría Infrarroja de Transformada de 

Fourier (FTIR) 

 

1.4 Validación bioanalítica  

Cuando la industria farmacéutica se propone comercializar un nuevo fármaco en 

España, debe presentar una solicitud de autorización de comercialización a la Agencia 

Española de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS) o a la Agencia Europea 

de Medicamentos (EMA). En Estados Unidos, de esto se encarga la Food and Drug 

Administration (FDA). En cualquier caso,  dicha autorización se concede  cuando el 

fármaco en cuestión cumple los requisitos de calidad, seguridad y eficacia 



Introducción 

Estudios in vitro, ex vivo e in vivo de formulaciones de pranoprofeno para administración ocular 44 
  

establecidos por estos organismos. Aun así, queda sometido a una supervisión 

constante en cuanto a la aparición de efectos adversos y nuevos usos, pudiéndose 

revisar el permiso concedido en cualquier momento.  

Con el propósito de armonizar las pruebas llevadas a cabo durante la investigación y 

desarrollo de nuevos fármacos en Europa, Japón y Estados Unidos nació la 

Conferencia Internacional sobre Armonización de requisitos técnicos para el registro 

de fármacos y productos farmacéuticos de uso humano (ICH). Se trata de un proyecto 

de reunión de las autoridades reguladoras de medicamentos de estos países en el que 

se establecen una serie de normas o directrices en forma de guía (“Guidelines”). La 

finalidad de estas guías es reducir o evitar la necesidad de duplicar pruebas durante la 

investigación y desarrollo de medicamentos, y recomendar formas de lograr una mayor 

armonización en la interpretación y aplicación de las directrices técnicas y requisitos 

para obtener los registros de dichos medicamentos. Las directrices establecidas por 

las ICH se han establecido como ley en algunos países y son utilizadas como guías 

por la FDA.  

Durante las fases preclínicas del desarrollo de un medicamento, se llevan a cabo toda 

una serie de ensayos con el propósito de conocer sus características fisicoquímicas, 

su farmacocinética, su toxicocinética, su biodisponibilidad, la dosis a administrar, etc. 

Teniendo en cuenta que los resultados de estos estudios se utilizarán en la toma de 

decisiones críticas que respalden la seguridad y la eficacia del medicamento en 

cuestión, resulta primordial que los métodos utilizados estén bien caracterizados, sean 

fiables y reproducibles. Es decir, estén validados. 

La FDA define la validación de un método analítico como el proceso mediante el cual 

se demuestra o confirma que el método empleado es adecuado para su propósito 

previsto (59). Por otro lado, la Asociación Española de Farmacéuticos de la Industria 

(AEFI) ofrece una definición más analítica del término. Ésta, define la validación como 

el establecimiento de la evidencia documental de que un procedimiento analítico 

conducirá, con un alto grado de seguridad, a la obtención de resultados precisos y 

exactos, dentro de las especificaciones y los atributos de calidad previamente 

establecidos (60).  

En la validación de un método de análisis deben realizarse una colección de ensayos 

cuantitativos y cualitativos que demuestren la exactitud, precisión, sensibilidad, 

selectividad, límite de detección, límite de cuantificación, linealidad, rango y robustez 

de la técnica o técnicas utilizadas. De esta manera, se demuestra que los resultados 

obtenidos son significativos y apropiados para la toma de decisiones.  
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En el marco del desarrollo de un medicamento del que se espera que se apruebe su 

comercialización, los ensayos realizados deben cumplir las premisas ofrecidas por las 

guías ICH Q2 (61). Por otro lado, cuando dichos estudios implican mediciones en 

tejidos o fluidos biológicos (sangre, sudor, saliva, orina, etc.), pasan a documentarse 

sus resultados en términos de bioanálisis. En ese caso, debe seguirse la guía sobre 

validación de métodos bioanalíticos (62) (“Guideline on bioanalytical method 

validation”) aprobada por el Comité de Medicamentos para uso Humano (CHMP) de la 

EMA en 2011. Este tipo de validaciones son más complejas que las validaciones 

analíticas convencionales debido a que, de la implicación de muestras biológicas en 

los ensayos, suelen derivarse interferencias o nuevas lecturas que ratifican la 

necesidad de que los métodos de detección y cuantificación del analito sean lo 

suficientemente sensibles y selectivos. Asimismo, debe llevarse a cabo una cantidad 

superior de análisis y se trabaja con un mayor volumen de muestras que a su vez, 

requieren de unas condiciones especiales de manejo y conservación las cuales deben 

cumplirse y documentarse.  
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Uno de los sistemas coloidales más estudiados en las últimas décadas son las NPs 

diseñadas con una matriz de PLGA. Ello se debe a que estos sistemas permiten 

mejorar el perfil biofarmacéutico del fármaco encapsulado reduciendo su toxicidad e 

incrementando su biodisponibilidad a través de las diferentes barreras biológicas, lo 

que conduce a la necesidad de tener un método de análisis validado que permita 

cuantificar e identificar de manera inequívoca el principio activo capaz de atravesar 

dichas membranas biológicas y/o de quedar retenido en ellas. 

El PF fue el fármaco escogido en esta investigación debido a que posee una alta 

eficacia analgésica y antiinflamatoria, pero su uso farmacéutico se ha visto limitado por 

su inadecuado perfil biofarmacéutico. Debido a lo cual, el principal objetivo de este 

trabajo de investigación ha sido la caracterización in vitro, ex vivo e in vivo de NPs 

poliméricas optimizadas cargadas con PF, como una estrategia innovadora para la 

prevención y tratamiento del dolor e inflamación de la vía ocular. Asimismo, este 

trabajo ha tenido como propósito la validación de una metódica bioanalítica que 

permita cuantificar el PF proveniente de análisis en los que se han visto implicadas 

diferentes membranas oculares. Como consecuencia, la presente investigación se ha 

desglosado en los siguientes objetivos: 

1. Preparar dos formulaciones previamente optimizadas y diseñadas con una 

matriz polimérica conteniendo PF (PF-F1NPs y PF-F2NPs) por el método de 

desplazamiento del disolvente.  

 

2. Caracterizar morfológica y fisicoquímicamente las formulaciones optimizadas. 

 

3. Evaluar in vitro la posible citotoxicidad de las NPs optimizadas cargadas con 

PF.  

 

4. Desarrollar y validar un método bioanalítico de referencia para la cuantificación 

de PF en muestras provenientes de ensayos ex vivo de permeación ocular.  

 

5. Estudiar ex vivo el perfil y parámetros de permeación trans-corneal de los 

sistemas nanoestructurados conteniendo PF. 

 

6. Estudiar in vivo la eficacia antiinflamatoria de los sistemas coloidales 

conteniendo PF.  

 

7. Evaluar in vivo la tolerancia ocular de las formulaciones PF-NPs optimizadas.
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3.1 In vitro, ex vivo and in vivo characterization of PLGA nanoparticles loading                          

pranoprofen for ocular administration (Artículo I) 

RESUMEN 

En estudios previos al presente trabajo de investigación se prepararon una serie de 

NPs conteniendo PF como principio activo con distintas concentraciones de PLGA y 

PVA y a distintos valores de pH utilizando la técnica de desplazamiento del disolvente. 

Dichas NPs fueron optimizadas mediante un diseño factorial 24 central compuesto a 

partir del cual se seleccionaron dos formulaciones (PF-F1NPs y PF-F2NPs) 

consideradas óptimas para llevar a cabo estudios adicionales. En el presente trabajo, 

las formulaciones PF-F1NPs y PF-F2NPs fueron preparadas y caracterizadas 

fisicoquímica y morfológicamente a través de la medida de su tamaño medio de 

partícula (TMP), su índice de polidispersión (IP), su potencial Z (ZP), la eficiencia de 

encapsulación (EE%) y las imágenes tomadas mediante microscopía de transmisión 

electrónica (TEM). Las formulaciones PF-NPs presentaron un TMP de alrededor de 

350 nm, adecuado para instilación ocular; su IP resultó inferior a 0.1, evidenciando que 

se trataba de sistemas monodispersos; las formulaciones PF-F1NPs y PF-F2NPs 

resultaron cargadas negativamente con valores de -7.41 mV y de -8.5 mV 

respectivamente, lo que aseguró su estabilidad; su eficiencia de encapsulación fue del 

80%.     

Una vez preparadas y caracterizadas, las formulaciones PF-NPs se utilizaron para 

llevar a cabo ensayos in vitro de citotoxicidad en la línea celular Y-79 de 

retinoblastoma humano. En dichos estudios se midió la viabilidad de las células Y-79 

tras la aplicación de las formulaciones PF-NPs, las mismas formulaciones pero sin 

fármaco (NPs blancas) y de una solución de fármaco libre disuelto en tampón fosfato 

(PBS) a una concentración de 1.5 mg/mL. Los resultados obtenidos en este ensayo 

evidenciaron que concentraciones de 75 μg/mL para la formulación PF-F1NPs y de 

100 μg/mL para la formulación PF-F2NPs no mostraron toxicidad sobre las células Y-

79. Sin embargo, concentraciones de 150 μg/mL para la formulación PF-F1NPs y de 

200 μg/mL para la formulación PF-F2NPs, evidenciaron una viabilidad celular cercana 

al 20%. En la concentración más alta ensayada para las NPs blancas, la viabilidad 

celular se encontró por debajo del 70%. En el caso del fármaco libre la citotoxicidad no 

se hizo evidente hasta una concentración de 750 µg/mL.   

Se estudió el perfil y parámetros de permeación ex vivo en córnea de conejo (New 

Zeland) para las formulaciones PF-NPs,  la referencia comercial (Oftalar®, PF              

1 mg/mL) y para una solución de fármaco libre en PBS a la misma concentración. Los 
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resultados de dicho ensayo demostraron que la formulación PF-F2NPs fue la que 

alcanzó el estado de equilibrio estacionario en menor tiempo, exhibiendo el TL más 

bajo.  Además, fue la formulación que permitió el paso de una mayor cantidad de PF a 

través de la córnea. Asimismo, las formulaciones PF-NPs fueron las que exhibieron los 

valores más altos de fármaco retenido en la córnea en comparación con el Oftalar® y 

la solución de PF libre en PBS. 

Finalmente, se llevaron a cabo ensayos in vivo de tolerancia ocular y eficacia 

antiinflamatoria. Los resultados de estos estudios evidenciaron que las formulaciones 

PF-NPs reducen significativamente el edema ocular en comparación con el Oftalar® y 

la solución de fármaco libre en PBS, además de mostrar una tolerancia ocular óptima 

tras su instilación.  
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3.2 Pranoprofen quantification in ex vivo corneal and scleral permeation 

samples: Analytical validation (Artículo II) 

RESUMEN 

El propósito del presente trabajo fue el de validar un método bioanalítico apropiado 

para la cuantificación de PF por cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) en 

muestras obtenidas de ensayos en los que éstas resultaran del contacto directo con 

distintas membranas oculares. Siguiendo las directrices propuestas por la guía de 

validación bioanalítica de la EMA, se preparó una serie de soluciones patrón a una 

concentración conocida de PF en PBS modificado (PBSt), al cual se le había añadido 

una pequeña porción de tejido ocular porcino (córnea y esclera). Se determinaron 

entonces parámetros tales como la selectividad, la linealidad, el límite de detección, el 

límite de cuantificación, la exactitud y la precisión (inter e intra-día), la estabilidad y la 

robustez del método escogido. Los resultados obtenidos evidenciaron que dicho 

método podía considerarse selectivo y lineal en el rango de concentraciones 

ensayadas (6.25 - 100 µg/mL). Se obtuvo un límite de detección de 1.05 ± 0.70 µg/mL 

y un límite de cuantificación de 3.17 ± 2.12 µg/mL. La exactitud expresada como 

porcentaje del error relativo (RE%) se ubicó entre 5.15 y -1.92 % en los ensayos intra-

día y entre 6.25 y -4.89 % en los experimentos inter-día. La precisión, expresada como 

porcentaje de la desviación estándar relativa (RSD%) estuvo entre 4.89 y 0.79 % en 

los estudios intra-día y entre 6.25 y -4.89 % en los ensayos inter-día. Los datos 

correspondientes al %RE y al %RSD permitieron concluir que se trata de un método 

exacto y preciso, como consecuencia de encontrarse estos valores por debajo del 15% 

establecido por la guía de validación bioanalítca propuesta por la EMA. Los resultados 

de los ensayos de estabilidad evidenciaron que las soluciones patrón pueden 

permanecen inalteradas durante 7 días a una temperatura de 5 ºC. Además, el método 

demostró ser robusto frente a distintos cambios, en este caso intencionadamente 

infligidos sobre el procedimiento validado. Adicionalmente, se comprobó la idoneidad 

del método de cuantificación del fármaco embebido en las membranas biológicas 

empleadas como membranas de permeación en estudios ex vivo. Los resultados de 

este ensayo exhibieron que el método escogido resulta adecuado y reproducible en un 

90%. 

Para completar la validación de la metódica bioanalítica, se desarrolló un estudio ex 

vivo de permeación trans-corneal y trans-escleral del PF a partir de una solución a 

saturación del fármaco utilizando células de difusión vertical de Franz termoreguladas 

a 32 ± 0.5 ºC y 37 ± 0.5 ºC para las membranas de permeación córnea y esclera de 
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cerdo respectivamente. Dicho ensayo permitió conocer el perfil y parámetros de 

permeación del PF a través de dichas membranas biológicas y los resultados 

obtenidos permitieron concluir que el PF atraviesa con mayor facilidad la esclerótica 

que la córnea, evidenciando cantidades permeadas superiores en el caso de la 

primera. Sin embargo, los datos obtenidos muestran que el fármaco queda más 

retenido en la córnea que en la esclera. Estos resultados concuerdan con las 

diferencias anatómicas que presentan los dos tipos de tejidos utilizados como 

membranas de permeación.    
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En estudios previos a este trabajo de investigación, se utilizó la técnica de 

desplazamiento del disolvente descrita por Fessi y colaboradores (56) para preparar 

un sistema nanoestructurado de liberación controlada de pranoprofeno (PF) a partir de 

una matriz polimérica. La optimización de dicho sistema polimérico se realizó usando 

un diseño factorial compuesto 24 principal (63). A partir de los resultados obtenidos en 

este análisis, se seleccionaron dos formulaciones (PF-F1NPs y PF-F2NPs) para llevar 

a cabo estudios adicionales. En esta dirección, el presente trabajo de investigación 

versa sobre la caracterización in vitro, ex vivo e in vivo de las formulaciones PF-NPs 

optimizadas como una estrategia innovadora para el tratamiento del dolor y los 

procesos inflamatorios asociados a patologías oculares. Asimismo, en este trabajo se 

han dedicado esfuerzos significativos a validar una metódica bioanalítica que permita 

la cuantificación del PF contenido en muestras provenientes de ensayos en los que se 

han visto directamente implicadas distintas membranas biológicas de la vía ocular. 

Para cumplir con los objetivos planteados, se prepararon las formulaciones PF-F1NPs 

y PF-F2NPs según lo describe Abrego y colaboradores (63) mediante la técnica de 

desplazamiento del disolvente. Esta técnica fue la escogida por tratarse de un método 

rápido, reproducible y económico que permite la obtención de partículas de un tamaño 

homogéneo y adecuado para su instilación ocular con una elevada eficiencia de 

encapsulación (56, 57). El polímero seleccionado para formar la matriz polimérica de 

dichas formulaciones fue el ácido poliláctico-co-glicólico (PLGA 75:25; Resomer® 

753S) por tratarse de un compuesto biodegradable, no tóxico, y de degradación lenta 

adecuado para la obtención de sistemas nanoestructurados de liberación controlada 

de fármacos (64). Asimismo, sus características de biodegradabilidad y atoxicidad le 

han conferido la aprobación para su uso en humanos por parte de la FDA. La acetona 

fue el solvente escogido como medio orgánico, debido a la baja solubilidad del PF en 

agua y se seleccionó el polivinil alcohol (PVA) como tensioactivo por sus 

características de hidrofilia, biocompatibilidad y su capacidad para estabilizar las      

PF-NPs formuladas por esta técnica. La composición y características de pH de cada 

formulación se describen en la Tabla 1 del Artículo I. 

Las formulaciones PF-NPs se caracterizaron fisicoquímicamente midiendo el tamaño 

promedio de partícula (TMP), el índice de polidispersión (IP) y el potencial Z (ZP) 

mediante la técnica de dispersión dinámica de la luz (DLS), también conocida como 

dispersión de luz cuasi elástica (QELS) o espectroscopía de correlación de fotones 

(PCS). 
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El tamaño de partícula es un factor importante a tener en cuenta durante el desarrollo 

de un sistema nanoestructurado de aplicación tópica ocular puesto que, las partículas 

de mayor tamaño (800 - 1000 nm) pueden inducir irritación y provocar un incremento 

en el drenaje nasolacrimal reflejo, lo que conlleva un aumento de la fracción de dosis 

eliminada de la superficie ocular y disminuye la biodisponibilidad del fármaco aplicado. 

En cambio, las partículas de menor tamaño (aprox. 100 nm) tienden a penetrar con 

mayor facilidad las barreras oculares, incrementando la biodisponibilidad del fármaco 

con el que están cargadas (65-67). En el caso que nos ocupa, ambas formulaciones 

(PF-F1NPs y PF-F2NPs) presentaron TMPs de aproximadamente 350 nm.  

Por otro lado, el IP hace referencia a la distribución de los distintos tamaños de 

partícula en una suspensión mientras que el ZP, ofrece información sobre la carga 

eléctrica superficial de dichas partículas, lo que a su vez es una medida indirecta de la 

estabilidad física de la suspensión (68). Se conoce que valores de ZP elevados, ya 

sean positivos o negativos, tienden a estabilizar las suspensiones por la repulsión 

electrostática que se da entre sus partículas, encargada de prevenir su agregación 

(69). PF-F1NPs y PF-F2NPs exhibieron IPs de 0.1, estableciéndose así como 

sistemas monodispersos con un tamaño de partícula uniforme. Además, ambas 

formulaciones presentaron una carga neta negativa con valores de -7.41 mV y             

-8.50 mV respectivamente. Los resultados obtenidos durante la caracterización 

fisicoquímica de las formulaciones PF-NPs se encuentran en concordancia con los 

reportados en los estudios previos realizados por Abrego y colaboradores (63).   

Al mismo tiempo, las formulaciones PF-NPs se caracterizaron morfológicamente a 

través de imágenes tomadas por microscopía de transmisión electrónica (TEM). 

Dichas imágenes revelaron PF-NPs de forma esférica, sin formación de agregados y 

con un diámetro promedio de 350 nm (Figura 1, Artículo I), lo que va en concordancia 

con los resultados obtenidos en la caracterización fisicoquímica de las mismas.  

La eficiencia de encapsulación de las formulaciones PF-NPs (EE%) se determinó de 

forma indirecta al cuantificar la concentración de fármaco libre en el medio de 

dispersión (Ecuación 1., Artículo I), obteniéndose por diferencia que el 80% del PF se 

encontraba encapsulado.  

En el desarrollo de una nueva formulación deben considerarse los beneficios 

terapéuticos que vayan a obtenerse de su uso y al mismo tiempo, las desventajas e 

inconvenientes que puedan derivarse de éste. En este sentido, en el presente trabajo 

de investigación se evaluó in vitro el perfil de toxicidad celular que presentan las 

formulaciones PF-NPs y se comparó con el de las NPs blancas (NPs sin fármaco) y 
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con el de una solución de PF en tampón fosfato (Phosphate Buffer Solution o PBS). El 

ensayo se realizó usando la línea celular Y-79 de retinoblastoma humano siguiendo el 

método propuesto por Fangueiro y colaboradores (70). Se trata de una línea celular no 

adherente que crece en suspensión formando pequeños agregados multicelulares en 

forma esférica o de racimo. Se escogió trabajar con esta línea celular por ser inmortal 

en el medio de cultivo adecuado, ya que puede conservarse por congelación en 

nitrógeno líquido para la repetición de los ensayos pertinentes o para su uso posterior. 

La viabilidad celular fue determinada a través del método Alamar Blue propuesto por 

Fangueiro (70), en el que para conocer los porcentajes de viabilidad celular respecto al 

control (células no tratadas) se midió la absorbancia de la forma reducida y la de la 

forma oxidada del compuesto Alamar Blue a 570 nm y 620 nm respectivamente. La 

viabilidad celular se expresó entonces como porcentaje de reducción de este 

compuesto. Las concentraciones ensayadas para cada una de las formulaciones 

fueron preparadas teniendo en consideración los datos expuestos por Ayaki y 

colaboradores (71). 

Las Figura 2 y 3 del Artículo I, muestran los resultados derivados del ensayo in vitro de 

citotoxicidad para las formulaciones PF-NPs, las NPs blancas y la solución de PF en 

PBS (1.5 mg/mL). Los datos obtenidos muestran que concentraciones iguales o 

inferiores a 75 µg/mL para la formulación PF-F1NPs y a 100 µg/mL para la formulación 

PF-F2NPs, no producen toxicidad sobre las células Y-79. Sin embargo, 

concentraciones de 150 µg/mL para la formulación PF-F1NPs y de 200 µg/mL para la 

formulación PF-F2NPs, evidenciaron una viabilidad celular cercana al 20%. En el caso 

de las NPs blancas, en la concentración más alta ensayada para la formulación 

BlankPF-F1NPs (1000 µg/mL) y para la formulación BlankPF-F2NPs (666.7 µg/mL), la 

viabilidad celular resultó inferior al 70%. Respecto a la solución de PF en PBS, 

concentraciones iguales o superiores a 750 µg/mL revelaron una disminución en el 

porcentaje de viabilidad celular, resultando esta inferior al 70% en comparación con el 

grupo control en ambos tiempos de incubación. Sin embargo, concentraciones de 

hasta 300 µg/mL pueden considerarse seguras puesto que no causan una reducción 

de la viabilidad celular por debajo del 70% con respecto al grupo control (72). La baja 

toxicidad observada para la solución de PF en PBS respecto a las NPs puede 

atribuirse a que el fármaco en solución es susceptible de degradarse originando 

metabolitos menos tóxicos para las células. Por otro lado, los resultados obtenidos 

para las NPs pueden ser debidos, en parte, a la disminución del medio de cultivo 

celular tras las diluciones realizadas. Varias muestras de las ensayadas se obtuvieron 

mediante dilución (1:1) de la muestra problema en un medio de cultivo sin suero 
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bovino fetal (FBS) para conseguir las concentraciones más altas, lo que limitó el 

suministro de nutrientes a las células. Además, la propia presencia de las NPs en el 

medio entorpece el acceso de las células al oxígeno y los nutrientes, lo que se traduce 

en una disminución de su viabilidad. Al mismo tiempo, que las formulaciones PF-NPs 

resultaran más tóxicas que las NPs blancas puede atribuirse a la presencia del 

fármaco, ya que el polímero (PLGA) y el tensioactivo (PVA) no resultan tóxicos a nivel 

celular (64, 73). En el caso de las formulaciones PF-NPs, el PF encapsulado se 

encuentra protegido de la degradación que puede experimentar por la presencia de 

agua en el medio de dispersión, por lo que se libera continuamente desde la matriz 

polimérica en su forma estable para interactuar así con las células causando toxicidad. 

En este sentido, un estudio reciente realizado por Li y colaboradores (74) en 

concordancia con los estudios anteriores desarrollados por Mueller y colaboradores 

(75), reportó que las soluciones de PF en el rango de concentraciones                     

62.5 - 100 µg/mL indujeron apoptosis y disminuyeron severamente la viabilidad celular 

en células endoteliales de la córnea humana de forma dosis-tiempo dependiente. 

Además, el pequeño tamaño de estos sistemas nanoestructurados favorece su 

internalización a nivel celular y su gran área superficial permite la liberación rápida 

pero controlada del fármaco que contienen (76-78). Al estar protegido, el PF se 

degrada más lentamente que al estar en solución, lo que conlleva que se encuentre 

durante más tiempo en contacto con las células en su forma activa. Todo ello  va en 

concordancia con los resultados obtenidos por Parveen y colaboradores (79). 

Por otro lado, en las fases pre-clínicas del desarrollo de una nueva forma farmacéutica 

resultan esenciales un conjunto de ensayos que permitan dilucidar su comportamiento, 

y el del fármaco que contienen, al entrar en contacto con su tejido diana. Para tal fin, 

se llevaron a cabo una serie de ensayos ex vivo de permeación trans-corneal y trans-

escleral en distintos modelos animales de experimentación, bajo la supervisión y el 

consentimiento del Comité Ético de animales de experimentación de la Universidad de 

Barcelona.  

Teniendo en consideración que cuando se pretende la detección y cuantificación de un 

fármaco en muestras provenientes de estudios en los que se ve implicado el tejido 

ocular pueden producirse algunas interferencias en las lecturas debido a la presencia 

de compuestos derivados de estas membranas, resulta imprescindible que el método 

escogido sea lo suficientemente sensible como para aislar el analito y poderlo 

identificar y cuantificar de forma inequívoca. Debido a lo cual, en el presente trabajo de 

investigación se dedicaron esfuerzos significativos dirigidos a validar un método 

bioanalítico de cuantificación de PF por cromatografía líquida de alta eficacia (HPLC) 
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siguiendo la guía propuesta por la EMA (62) y las directrices de la Asociación 

Española de Farmacéuticos de Industria (AEFI) (60). Con el propósito de que las 

posibles interferencias derivadas de la presencia del tejido ocular en las muestras 

quedaran latentes ya en las soluciones patrón, fueran así identificadas y no 

desvirtuaran las lecturas correspondientes a ensayos posteriores, se preparó una 

solución de PBS (PBSt) con una pequeña proporción de tejido ocular porcino (córnea y 

esclera, 1:100, p/p), la cual fue utilizada como solvente para la preparación de los 

patrones de calibrado (CCS). La composición de todas las soluciones patrón 

preparadas para llevar a cabo este estudio queda detallada en los apartados 2.3 y 2.4 

del Artículo II. Mientras que las condiciones cromatográficas utilizadas fueron las 

propuestas en las investigaciones previas de Abrego y colaboradores (80). 

Brevemente, la validación del método se llevó a cabo en un equipo Waters Co. con un 

detector UV-Vis 2487, una columna analítica Kromasil® 100-5 C18 (100 mm x 4.6 mm), 

una fase móvil isocrática metanol:ácido acético 1% (45:55, v/v) con un flujo constante 

de 1 mL/min y un sistema de inyección de 10 µL de muestra. El pico correspondiente 

al PF se detectó alrededor de los 9 minutos a una longitud de onda de 245 nm.  

Para la validación del método bioanalítico se prepararon 6 soluciones patrón de PF 

en PBSt (CCS = 6.25 – 100 µg/mL, Tabla 2., Artículo II) en tres replicados para evaluar 

la exactitud y precisión del método intra e inter-día. La exactitud fue expresada como 

porcentaje del error relativo (%RE) y la precisión como porcentaje de la desviación 

estándar relativa (%RSD) (Tabla 3., Artículo II). El %RE estuvo entre 5.15 y -1.92% en 

los ensayos intra-día y entre 6.25 y -4.89% en los experimentos inter-día. En el caso 

de la precisión, el %RSD se encontró entre 4.89 y 0.79% en las lecturas intra-día y 

entre 9.02 y 2.14% en las correspondientes al análisis inter-día. Asimismo, tras un 

análisis de varianza ANOVA, no se encontraron diferencias estadísticamente 

significativas (p > 0.05) entre los distintos replicados de las curvas de calibrado 

preparadas a la misma concentración. Los resultados evidenciaron que el método 

escogido presentaba una exactitud y precisión adecuadas ya que ambos parámetros 

mostraron valores por debajo de 15%, límite establecido por la guía de la EMA (62) 

para considerar que dicho método presenta una exactitud y precisión aceptables.  

Las mismas CCS fueron utilizadas para estudiar la linealidad de la técnica en tres 

replicados/día. Tras un análisis de tipo ANOVA no se detectaron diferencias 

estadísticamente significativas (p > 0.05) entre los distintos replicados para las mismas 

concentraciones con lo cual, el método demostró ser lineal en el rango de 

concentraciones ensayado (6.5 - 100 µg/mL).  
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Los límites de detección (LOD) y de cuantificación (LOQ) fueron de                    

1.05 ± 0.70 µg/mL y 3.17 ± 2.12 µg/mL respectivamente. 

Paralelamente, se realizó un ensayo con el fin de comprobar que el método de 

recuperación de la cantidad de fármaco embebido en las membranas biológicas tras 

los ensayos ex vivo de permeación del PF a través de la córnea y la esclera era 

adecuado para tal fin. La metodología utilizada para obtener estos datos queda 

detallada en la sección 2.6.4.2 del Artículo II y los resultados pueden observarse en la 

Tabla 4 del mismo artículo. Teniendo en consideración dichos datos, el método de 

recuperación se estableció como preciso ya que el valor de %RSD fue inferior al 15%, 

tal y como describe la guía de validación de procesos bioanalíticos (62). Por otro lado, 

se utilizó la guía OECD (81) como referencia para saber si el porcentaje de 

recuperación ofrecido por la técnica escogida podía considerarse adecuado. En ella, 

se detalla que la cantidad de fármaco extraído debe suponer un 100 ± 10% de la 

cantidad esperada.  A pesar de que no todas las muestras individuales mostraron un 

porcentaje de recuperación igual o superior al 90%, si estuvieron muy cercanas a 

dicho valor y se aceptaron como reproducibles debido a su baja variabilidad. 

Por otra parte, con la finalidad de asegurar la estabilidad de las CCS durante todo el 

proceso de validación, se dispusieron en viales opacos dos muestras de las curvas de 

calibrado (CCS6.25 y CCS100) recién preparadas y se sometieron a temperaturas de   

-20ºC, 5ºC y 21ºC (temperatura ambiente) durante 7 días. Dichas muestras se 

analizaron por HPLC a los 0, 3 y 7 días post-preparación y antes de proceder a las 

lecturas, se llevó a cabo un examen visual de las mismas con la finalidad de valorar la 

aparición de signos de inestabilidad como la precipitación, la pérdida de la limpidez, el 

cambio de color, etc. Ninguno de estos signos se hizo evidente tras los 7 días de 

preparación para ninguna de las muestras sometidas al ensayo. Los resultados de las 

lecturas por HPLC se compararon mediante un test ANOVA considerando la 

temperatura y el tiempo post-preparación como factores de variabilidad. Únicamente 

se encontraron diferencias estadísticamente significativas (p < 0.05) para las muestras 

CCS6.25 mantenidas a 21ºC y las muestras a la misma concentración del resto de 

días (0 y 3), lo que hizo concluir que éstas pueden almacenarse a 5ºC sin que sufran 

cambios significativos durante al menos una semana. 

La robustez del método se valoró mediante el sometimiento de dos muestras CCS 

(6.25 y 100 µg/mL) a diferentes condiciones: inyección de la muestra en el 

cromatografo a 20ºC en vez de a 5ºC; análisis mediante otro lote de la columna 

Kromasil® C18; y preparación de un nuevo set de CCS por otro analista, aunque 
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analizando estas muestras en las mismas condiciones cromatográficas que las 

utilizadas para la validación de la metódica. Tras un análisis de varianza tipo ANOVA, 

no se encontraron diferencias estadísticamente significativas (p > 0.05) debidas a las 

variaciones aplicadas con respecto a los resultados ofrecidos por el método en 

proceso de validación.  

Además, quiso conocerse la influencia de la composición del disolvente en el 

rendimiento cromatográfico. Para ello, por un lado se diluyeron las muestras en PBSt 

(1:10, v/v) y por otro, se diluyeron previamente en metanol:agua (50:50, v/v) y 

posteriormente en PBSt (1:10, v/v). Tras el análisis ANOVA correspondiente, se 

detectaron diferencias estadísticamente significativas (p = 0.038) entre las muestras 

CCS100 y CCS6.25 preparadas en metanol:agua (50:50, v/v) y las muestras 

preparadas usando como solvente el PBSt. Las primeras, evidenciaron un ligero 

acortamiento del tiempo de retención (TR) del PF, eluyendo en este caso a los 8.94 

min de media. Sin embargo, no se observaron diferencias en las áreas aportadas por 

los cromatogramas con respecto a las muestras obtenidas por el procedimiento en 

proceso de validación. Todo ello, evidenció que el método analítico resulta lo 

suficientemente robusto para llevar a cabo los futuros análisis.  

Se valoró la selectividad del método mediante el análisis detallado de los 

cromatogramas obtenidos de: un blanco de PBSt; una solución de PF en PBSt        

(6.25 µg/mL); un blanco extraído del compartimento receptor de las células de difusión 

de Franz antes de la siembra de la solución de PF sobre las membranas de 

permeación; los dos últimos tiempos del ensayo de permeación trans-corneal y trans-

escleral; y dos muestras (córnea y esclera) del ensayo de extracción de la cantidad de 

PF retenida en los tejidos, todo ello en distintos replicados. La Figura 3. del Artículo II 

muestra algunos de los cromatogramas obtenidos para dichas muestras. En ellos 

puede observarse una secuencia de picos durante los 2 primeros minutos identificada 

como “ruido” provocado por la inyección de la muestra, ya que apareció en todas las 

muestras ensayadas con la misma intensidad. Se identificó el PF a los 9 minutos 

aunque, alrededor de los 8 minutos apareció un pequeño pico considerado una 

impureza de los tejidos oculares, debido a que su intensidad fue siendo cada vez más 

alta cuanto mayor había sido el contacto de las soluciones con los tejidos. Asimismo, 

este pico no pudo considerarse debido a productos de degradación del fármaco, 

porque también se hizo evidente en las soluciones blanco (sin fármaco). Se concluyó 

que el método de análisis era un método selectivo, puesto que el pico del PF ofreció 

en todos los casos una resolución superior a 1.5 (60), lo que indicó que se encontraba 
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lo suficientemente distante respecto a los picos adyacentes como para ser 

adecuadamente identificado y cuantificado.   

Con la intención de completar dicha validación y teniendo en cuenta que algunas 

investigaciones apuntan a que la vía trans-escleral podría considerarse una vía de 

ingreso de los fármacos a este tejido, o incluso a zonas más internas del ojo (21, 25, 

82, 83), en este trabajo se investigó el perfil y los parámetros de permeación del PF 

como fármaco no solo a través de la córnea, sino también a través de la esclerótica. 

Asimismo, y considerando las características anatomofisiológicas oculares de los 

animales de experimentación más utilizados para llevar a cabo este tipo de ensayos 

(conejos), se decidió realizar dichos estudios de permeación ex vivo en un modelo 

experimental lo más próximo al humano posible, el cerdo (84, 85). 

Inicialmente se obtuvo bajo supervisión veterinaria, el tejido ocular de cerdo cruce 

Landrace x Large White proveniente de especímenes utilizados en prácticas 

quirúrgicas no oculares. Una vez enucleados, los ojos se mantuvieron en humor 

acuoso preparado previamente (Tabla 1., Artículo II) y utilizado como medio de 

transporte hasta el laboratorio de análisis. La córnea y la esclera fueron debidamente 

debridadas del resto del tejido ocular (Figura 2., Artículo II) y se utilizaron para llevar a 

cabo el ensayo ex vivo de permeación. Brevemente, se llenó el compartimento 

receptor (4.5 mL) con una solución de PBS 7.4 y se dispusieron los tejidos entre el 

compartimento dador y el receptor de las células de difusión vertical de Franz 

termoreguladas a 32 ± 0.5ºC y 37 ± 0.5ºC para la córnea y la esclera respectivamente. 

Se extrajo una primera muestra des del compartimento receptor a modo de blanco, se 

sembró una solución a saturación de PF sobre las membranas biológicas y se fueron 

extrayendo muestras del compartimento receptor a lo largo de 6 h. Una vez finalizado 

este estudio, se procedió a la extracción y cuantificación del fármaco retenido en la 

córnea y la esclera de cerdo.  

La Figura 4 del Artículo II muestra los perfiles de permeación del PF a través de la 

córnea (Fig. 4a) y la esclera (Fig. 4b) de cerdo. Dichos perfiles concuerdan con el 

cumplimiento, en el caso de la córnea, y el no-cumplimiento en el caso de la esclera, 

de las condiciones “sink” según especifica la Farmacopea Europea vigente (86). Las 

concentraciones correspondientes al último tiempo de muestreo (6 h post-siembra) 

fueron de 72 µg/mL y 114 µg/mL para la córnea y la esclera respectivamente, las 

cuales representan el 28% y el 45% de la solubilidad en agua más baja reportada para 

el PF (252.7 µg/ml, (87)) de forma que en el caso de la esclera, el gradiente de 

concentraciones de fármaco entre el compartimento dador y el receptor deja de ser 
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constante, originándose así el incumplimiento de las condiciones “sink” y la forma 

hiperbólica de dicho perfil.     

En el caso de la córnea de cerdo, la curva del ensayo de permeación (Figura 4a, 

Artículo II) se corresponde con el típico perfil lineal tras cierto período de latencia       

(0 - 2 h) debido a la dificultad que experimenta el fármaco para atravesarla. La córnea 

está formada por un conjunto de capas con distintas características de grosor, 

hidrofilia y lipofília que le confieren una gran resistencia al paso de los fármacos      

(18, 22, 88). De ello se deriva que dicho fenómeno dependa primordialmente del 

coeficiente de reparto octanol/agua del fármaco en cuestión, sin obviar su tamaño y 

carga (24). Al encontrarse el PF disuelto en PBS, gran parte de sus moléculas están 

en su forma aniónica. Dado que los poros del epitelio corneal (capa más externa de la 

córnea) están cargados negativamente, existe una repulsión epitelio-fármaco que 

dificulta el acceso y el paso del PF a través de éste (23). Por otro lado, una vez 

superado el epitelio, el fármaco accede al estroma corneal, el cual supone el 90% del 

espesor de este tejido y es de naturaleza hidrófila (2). Por tratarse de un fármaco 

mayormente hidrófobo, el PF se ve retenido por esta capa. En referencia al perfil de 

permeación obtenido en este caso puede extraerse que, una vez que la córnea se 

encuentra embebida por el fármaco (primeros tiempos de permeación), éste difunde 

de forma constante hacia el compartimento receptor originándose así la parte lineal de 

dicho perfil.  

Los intervalos lineales de ambos perfiles (córnea y esclera) fueron utilizados para el 

cálculo de los parámetros de permeación que muestra la Tabla 5. del Artículo II. Del 

mismo modo, la Tabla 6 de dicho artículo especifica la cantidad de PF permeada (QP) 

y la cantidad retenida (QR) tras el ensayo de extracción, en cada membrana ocular.  

A pesar de que córnea y esclera presentan un grosor parecido, de alrededor de       

900 µm (84, 89), en términos generales la esclera resulta del orden de hasta diez 

veces más permeable a los fármacos que la córnea (90, 91). Esto se explica por sus 

diferencias anatómicas con respecto a ésta. La esclerótica está principalmente 

compuesta por una red de haces de fibras de colágeno (17), lo que hace que la 

permeabilidad de los fármacos a través de ella se vea principalmente influenciada por 

el tamaño de éstos,  decreciendo con el incremento del radio y el peso molecular en 

detrimento de sus características de hidro o lipofobicidad (92, 93). Además, las últimas 

investigaciones apuntan a que este tejido resulta más permeable a los fármacos que 

se encuentran cargados negativamente, como sería el caso del PF en solución (94, 

95). Todo ello explica por qué el flujo de permeación (J, µg/h/cm2) del PF es más alto 



Discusión 

Estudios in vitro, ex vivo e in vivo de formulaciones de pranoprofeno para administración ocular 92 
  

en la esclera (288.0 ± 17.3) que en la córnea (211.8 ± 19.9) y, el hecho de que en la 

esclerótica se alcance el estado de equilibrio estacionario antes (TL(esclera) = 0.17 h ± 

0.03 vs. TL(córnea) = 1.74 h ± 0.15). Tras un análisis estadístico de tipo t de student, el 

único parámetro de permeación para el que no se detectaron diferencias 

estadísticamente significativas (p > 0.05) entre la córnea y la esclera, fue para el 

parámetro KP (constante de permeabilidad). Ello, se consideró debido a la relación de 

este parámetro con los parámetros P1 (coeficiente de reparto) y P2 (coeficiente de 

difusión). P1 depende, en cierto modo, del ratio de concentraciones a ambos lados de 

la membrana de permeación (96). Debido a la impermeabilidad de la córnea al paso 

del fármaco, la diferencia de concentraciones a ambos lados de esta membrana es 

más alta en este caso que en el caso de la esclerótica, lo que hace que este 

parámetro tenga un valor superior para el tejido corneal. Contrariamente, P2 está más 

relacionado con la difusión del fármaco a través del tejido, la cual es muy superior en 

la esclerótica dando lugar a que el valor de P2 sea mayor para el tejido escleral. 

Curiosamente, las diferencias entre estos valores se ven en cierto modo compensadas 

entre sí, de forma que el valor del parámetro KP es similar para los dos tejidos 

produciendo la ilusión de que no existen diferencias entre ellos. 

También se encontraron diferencias estadísticamente significativas (t de student, p < 

0.05) en cuanto a la QP y la QR en córnea y esclera. A través de la esclera permeó 

aproximadamente el doble de cantidad de PF que a través de la córnea (QP(esclera) = 

942.1 µg ± 101.7 vs. QP(córnea) = 547.2 µg ± 65.84) y sin embargo, éste quedó 

prácticamente el doble de retenido en la córnea (41.3 µg/g ± 1.4) con respecto a la 

esclerótica (24.5 µg/g ± 0.9). Este hecho puede atribuirse a las diferencias anatómicas 

comentadas entre ambos tejidos.   

Los resultados obtenidos en este ensayo de aplicación de la metódica bioanalítica 

confirmaron la idoneidad del método validado para desarrollar estudios 

biofarmacéuticos de cuantificación de PF en muestras que hayan estado en contacto 

directo con tejido ocular.  

Una vez validada la metódica bioanalítica y teniendo en cuenta que la biodisponibilidad 

de los fármacos administrados por vía ocular no solo depende de las barreras 

anatomofisiológicas que deben sortear, sino también de las características 

fisicoquímicas de la forma farmacéutica administrada, se desarrolló un ensayo ex vivo 

de permeación trans-corneal utilizando como membrana de permeación la córnea de 

conejo de la raza New Zeland, para conocer el perfil y parámetros de permeación de 
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las formulaciones PF-NPs, los de la forma farmacéutica comercial (Oftalar®, PF 

1mg/mL) y los de una solución de PF en PBS a la misma concentración (1.0 mg/mL).  

La Figura 4. del Artículo I, exhibe que los perfiles de permeación obtenidos para el 

Oftalar® y la solución de PF resultaron muy similares entre si, de la misma forma que 

fueron similares entre si los perfiles de permeación evidenciados por las formulaciones 

PF-NPs. Sin embargo, el perfil de permeación de la formulación PF-F2NPs exhibe que 

ésta permitió el paso de una cantidad ligeramente superior de PF con respecto a la 

formulación PF-F1NPs (QP(PF-F1NPs) = 33.11 %/cm2, QP(PF-F2NPs) = 35.59 %/cm2). 

Asimismo, las cantidades permeadas a través de las formulaciones PF-NPs fueron 

muy superiores a las obtenidas para la formulación comercial Oftalar® (13.53 %/cm2) y 

la solución de PF (13.62 %/cm2).  

Teniendo en consideración que el vehículo en el que se administra un fármaco debe 

garantizar una tasa de liberación óptima de éste y al mismo tiempo, es necesario que 

exista un equilibrio vehículo-fármaco-superficie de permeación que asegure una 

actividad termodinámica máxima (97), se estudiaron los parámetros de permeación KP, 

P1 y P2, además del tiempo de latencia (TL). Los datos obtenidos en este ensayo de 

permeación (Tabla 2., Artículo I) fueron tratados estadísticamente a través de un test 

estadístico no paramétrico de Friedman seguido de un análisis de comparación 

múltiple de Dunn. Dichos análisis evidenciaron la existencia de diferencias 

estadísticamente significativas (p < 0.05) para el parámetro KP entre PF-F1NPs y la 

solución de fármaco, PF-F2NPs y el Oftalar® y entre PF-F2NPs y la solución de 

fármaco libre. La formulación PF-F2NPs presentó la KP más alta (12.29 x 102 cm/h), 

mientras que la solución libre de fármaco obtuvo la más baja (3.32 x 102 cm/h) siendo 

ésta, cercana a la del Oftalar® (3.46 x 102 cm/h). En  cuanto al parámetro P1, se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas (p < 0.05) entre PF-F1NPs y el 

Oftalar®, PF-F1NPs y la solución de fármaco y, PF-F2-NPs y el Oftalar®. La 

formulación PF-F1NPs fue la que obtuvo el P1 más alto (2.11 x 101 cm). Además, se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas (p < 0.05) en cuanto a los 

parámetros TL y P2 entre PF-F2NPs y la solución libre de fármaco. De hecho, la 

formulación PF-F2NPs presentó el valor de P2 más alto (10.08 x 101 h-1). Ésta, fue 

también la que obtuvo el valor de TL más bajo (1.66 x 101 h), de lo que se deduce que 

fue la que más rápido alcanzó el estado de equilibrio estacionario. No se detectaron 

diferencias estadísticamente significativas (p > 0.05) para ningún parámetro de 

permeación entre la solución libre de fármaco y el Oftalar®.  
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Una vez finalizado este ensayo de permeación, se determinó la cantidad de fármaco 

retenido en la córnea (QR, Tabla 3., Artículo I). Los resultados obtenidos pusieron en 

evidencia que la cantidad de PF retenido en la córnea a partir de las formulaciones   

PF-NPs (QR(PF-F1NPs) = 83.78 %/cm2/g, QR(PF-F2NPs) = 61.92 %/cm2/g) fue superior a la de 

la solución de PF en PBS (50.41 %/cm2/g) y a la del Oftalar® (52.55 %/cm2/g), lo que 

podría atribuirse a la capacidad que presentan las células del epitelio corneal para 

endocitar las PF-NPs (98).  

Los distintos resultados obtenidos para las formulaciones PF-NPs van en 

concordancia con su composición y los datos reportados por Abrego y colaboradores 

(63). PF-F1NPs contiene mayor concentración de PVA, lo que provoca un incremento 

en la viscosidad, responsable de que se desarrolle una matriz polimérica más 

compacta que enlentece la liberación del fármaco (99). En consecuencia, el fármaco 

difunde también más lentamente a través de la córnea desde la formulación PF-F1NPs 

en comparación con la formulación PF-F2NPs. Asimismo, se ha demostrado que un 

aumento en la concentración de PVA puede facilitar la retención de NPs a nivel ocular 

(100, 101), lo que explica por qué la formulación PF-F1NPs presenta una QR superior 

a la de la formulación PF-F2NPs.  

Al desarrollar este tipo de ensayos, es fundamental tener en consideración el estado 

de hidratación corneal. Ello se debe a que la deshidratación conlleva un daño tisular 

que puede modificar el acceso y la retención del fármaco en el tejido diana. Por otro 

lado, el estado de hidratación sirve también como indicativo del daño tisular causado 

por las formulaciones aplicadas sobre la córnea (102). Schoenwald y colaboradores 

(103) establecieron que el nivel de hidratación corneal debe encontrarse en torno al 

76-80% para considerarla sana. La Tabla 3 del Artículo I revela valores de hidratación 

corneal superiores al 76.23% para todas las formulaciones, con lo que se puede 

concluir que la córnea no resultó dañada durante los ensayos ex vivo de permeación.  

A pesar de que el fármaco de interés en esta investigación ha sido ampliamente 

utilizado mediante aplicación tópica ocular en el manejo del dolor y la inflamación, 

además de ser considerado como una alternativa segura y eficaz al uso de otros 

antiinflamatorios por esta vía (40), es sabido que puede ocasionar efectos secundarios 

como irritación, congestión conjuntival, picazón y edema parpebral (74). Teniendo en 

consideración estos datos, en la presente investigación se llevaron a cabo estudios in 

vivo en conejos de la raza New Zeland con la finalidad de conocer la tolerancia ocular 

y la eficacia antiinflamatoria de las formulaciones PF-NPs.  Previamente a la 

realización de estos ensayos, se ajustó la osmolalidad de las formulaciones PF-NPs a 
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250 - 300 mOsm/kg con una solución de glucosa, debido a que una presión osmótica 

inadecuada puede estimular la secreción de lágrimas acelerando la eliminación de la 

sustancia terapéutica de la superficie ocular. Asimismo, el pH de dichas formulaciones 

PF-NPs se ajustó a 7 mediante una solución NaOH 0.1N, con el fin de limitar el 

parpadeo reflejo y la irritación derivada de la instilación de suspensiones no isotónicas 

a nivel ocular (20, 104). El ensayo de tolerancia ocular se desarrolló siguiendo el 

método descrito por Draize y colaboradores (105) y los resultados obtenidos se 

evaluaron siguiendo la técnica propuesta por Kay y colaboradores (106) en la que se 

observa el grado de opacidad, inflamación y congestión ocular que puedan 

manifestarse en la córnea, el iris y la conjuntiva tras la administración de la 

formulación. Al finalizar este ensayo, no se detectó ningún signo de irritación a nivel de 

la córnea, el iris o la conjuntiva por lo que, los resultados sugieren que las 

formulaciones PF-NPs no causan irritación al ser administradas vía ocular. Estos 

resultados se encuentran en concordancia con los obtenidos en las investigaciones de 

Abrego y colaboradores en los que se evaluó la irritación mediante un ensayo in vitro 

usando el método HET-CAM (63).   

La eficacia antiinflamatoria in vivo de las formulaciones PF-NPs ajustadas a una 

osmolalidad y pH adecuados, fue evaluada en un estudio comparativo con el colirio 

comercial Oftalar® y una solución de PF disuelto en PBS (1.0 mg/mL). Para tal fin, se 

aplicaron las formulaciones sometidas a ensayo en el ojo derecho de los conejos, 

seguidamente se indujo la inflamación a través de la aplicación de 50 µL de 

araquidonato sódico (SA) en el mismo ojo (107) y se utilizó el ojo izquierdo como 

control. Se cuantificó la inflamación ocular transcurridos 30, 60, 90, 120 y 150 minutos 

de la instilación del SA y los datos obtenidos se interpretaron mediante las técnicas 

descritas por Draize y Kay (105, 106).  

La Figura 5. del Artículo I exhibe que la eficacia antiinflamatoria de las formulaciones 

PF-NPs resulta superior a la del Oftalar® y a la de la solución de fármaco en PBS. Los 

resultados obtenidos en este análisis pueden ser debidos a que las formulaciones    

PF-NPs presentan una estabilidad y viscosidad superiores a la del Oftalar® y la 

solución de fármaco libre en PBS. En consecuencia, tienen mayor capacidad de 

adherencia a la superficie ocular y prolongan el tiempo de contacto del fármaco con la 

córnea (98). Asimismo, los resultados obtenidos en este ensayo van concordancia con 

los exhibidos en el ensayo ex vivo de permeación trans-corneal (Tabla 2 y 3, Artículo 

I). En dicho ensayo, la formulación PF-F2NPs obtuvo el menor TL, la mayor KP y la 

mayor QP, lo que explica por qué es la formulación con mejor eficacia antiinflamatoria 

comparada con el resto de formulaciones ensayadas. Que esta presente mejor 
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eficacia antiinflamatoria que la formulación PF-F1NPs puede ser debido a su 

composición. La formulación PF-F2NPs contiene menor concentración de PVA en 

comparación con la formulación PF-F1NPs, con lo que la matriz polimérica que se 

forma es menos compacta. Como consecuencia, el fármaco difunde más fácilmente 

hacia el exterior de la misma en comparación a como lo hace desde la formulación   

PF-F1NPs, lo que queda reflejado en su eficacia antiinflamatoria.    

Por otro lado, a pesar de que el Oftalar® y la solución de fármaco libre en PBS 

presentan resultados aceptables de eficacia antiinflamatoria, ninguna de las dos podría 

considerarse óptima para el tratamiento de enfermedades inflamatorias a nivel ocular. 

El PF es inherentemente irritante a nivel ocular además de inestable en solución (31) y 

el Oftalar®, contiene una combinación de cloruro de benzalconio (BAC) y ácido 

etilendiamotetraacético (EDTA) añadidos a la formulación con la finalidad de 

incrementar la capacidad de penetración del fármaco a través de la córnea (108). El 

EDTA favorece la permeabilidad a través de la eliminación de los iones de calcio 

extracelulares y la apertura de las “tight junctions” o uniones intercelulares estrechas, 

que habitualmente dificultan el paso de moléculas a través de la córnea por la vía 

paracelular (109, 110). El BAC, provoca la deshidratación del tejido desestabilizando 

así el epitelio corneal. A pesar de ser uno de los conservantes más utilizados en la 

formulación de los colirios comerciales clásicos, los estudios realizados en la última 

década han demostrado que el uso continuado de estos colirios puede inducir el 

síndrome del ojo seco. De hecho, algunas investigaciones apuntan a que puede 

utilizarse éste como compuesto para inducir la sequedad ocular en modelos animales 

de experimentación (111, 112).  

En su conjunto, los resultados obtenidos en esta investigación permiten concluir que 

las formulaciones PF-F1NPs y PF-F2NPs pueden ser consideradas como un 

tratamiento alternativo en los procesos dolorosos e inflamatorios que acontecen a nivel 

ocular. Sin embargo, resultan necesarios estudios adicionales previos a su 

administración en humanos. 
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El presente trabajo de investigación fue enfocado a la caracterización in vitro, ex vivo e 

in vivo de dos formulaciones de NPs poliméricas conteniendo pranoprofeno (PF-

F1NPs y PF-F2NPs) destinadas al tratamiento del dolor y la inflamación ocular. 

Asimismo, se dedicaron esfuerzos significativos a la validación de un método 

bioanalítico para la cuantificación de PF en muestras provenientes de experimentos en 

los que se vio implicado el tejido ocular. Los resultados obtenidos en esta investigación 

permiten concluir lo siguiente: 

1. Las NPs poliméricas cargadas con PF (PF-F1NPs y PF-F2NPs) fueron 

preparadas exitosamente por el método de desplazamiento de disolvente.  

2. La caracterización fisicoquímica y morfológica de las formulaciones PF-NPs 

puso de manifiesto que estos sistemas coloidales poseen características 

apropiadas para la administración ocular exhibiendo un tamaño de partícula de 

alrededor de 350 nm, una elevada eficiencia de encapsulación (80%), una 

forma esférica y sin presencia de agregados. 

3.  El ensayo de citotoxicidad in vitro en la línea celular Y-79 de retinoblastoma 

humano reveló que concentraciones de 150 µg/mL para la formulación           

PF-F1NPs y de 200 µg/mL para la formulación PF-F2NPs, dieron lugar una 

viabilidad celular cercana al 20%. La concentración más alta ensayada para las 

NPs blancas evidenció una viabilidad celular inferior al 70%. En el caso de la 

solución de PF en PBS (1.5 mg/mL), concentraciones de hasta 300 µg/mL 

pueden considerarse seguras ya que no redujeron la viabilidad celular por 

debajo del 70%. Los resultados obtenidos podrían ser atribuidos a que el 

fármaco en solución es susceptible de degradarse originando metabolitos 

menos tóxicos para las células, mientras que el PF formulado en las NPs se 

encuentra protegido de la degradación y se libera continuamente en su forma 

estable causando mayor toxicidad. Asímismo, concentraciones altas de las 

formulaciones PF-NPs y de las NPs blancas, limitan el suministro de oxígeno y 

nutrientes a las células, lo que desfavorece su metabolismo y proliferación.  

4.  Los resultados obtenidos en la validación del método bioanalítico para la 

cuantificación de PF por HPLC demostró ser lineal, exacto y preciso para el 

rango de concentraciones ensayado (6.25 – 100 µg/mL), además de 

establecerse como selectivo y robusto para tal fin. Los ensayos ex vivo de 

permeación a través de la córnea y la esclera de cerdo a partir de una solución 

a saturación de PF revelaron que la cantidad de fármaco permeado a través de 

la esclerótica es superior con respecto a la observada para la córnea. Por otro 
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lado, el método extractivo escogido para la recuperación y cuantificación del PF 

embebido en la córnea y la esclera durante los ensayos ex vivo de permeación 

se estableció como adecuado y reproducible. Asimismo, dicho ensayo reveló 

que el PF queda retenido en una cantidad superior en la córnea con respecto a 

la esclera. Los resultados derivados de estos estudios pueden atribuirse a las 

grandes diferencias anatómicas existentes entre las dos membranas oculares.     

5.   Los resultados obtenidos en el ensayo de permeación ex vivo de PF a través de 

la córnea de conejo a partir de las formulaciones PF-F1NPs y PF-F2NPs en 

comparación con el Oftalar® y la solución de PF en PBS revelaron que la 

cantidad de PF permeada a partir de las formulaciones PF-F1NPs y PF-F2NPs 

fue del orden de tres veces superior respecto al resto de formulaciones 

evaluadas. De la misma forma, la cantidad de PF retenida en la córnea resultó 

superior en el caso de las formulaciones PF-NPs comparada con el Oftalar® y 

la solución de PF. Asimismo, las formulaciones PF-F1NPs y PF-F2NPs 

mostraron los valores de KP más altos y de TL más bajos en comparación con 

el Oftalar® y la solución de PF en PBS evidenciando así, que las formulaciones 

nanoestructuradas alcanzaron el estado de equilibrio estacionario antes que el 

resto de formulaciones sometidas a ensayo.  

6.   A pesar de que el estudio in vivo de eficacia antiinflamatoria realizado reveló 

buenos resultados de eficacia antiinflamatoria para el Oftalar® y la solución de 

PF en PBS, dichas formulaciones no pueden considerarse óptimas para el 

tratamiento de procesos inflamatorios oculares. Por un lado, el PF es inestable 

en solución e inherentemente irritante a nivel ocular y por otro lado, los colirios 

comerciales como el Oftalar® presentan una baja viscosidad que conduce a 

una rápida eliminación del fármaco de la superficie ocular por drenaje 

nasolacrimal. Además, la formulación Oftalar® contiene en su composición una 

combinación de BAC y EDTA capaz de provocar una disrupción del epitelio 

corneal. Los resultados de este estudio también ponen de manifiesto que la 

eficacia antiinflamatoria evidenciada por la formulación PF-F2NPs es superior 

respecto a la observada para el resto de formulaciones ensayadas. Este hecho 

podría explicarse a partir de los resultados obtenidos en el ensayo ex vivo de 

permeración, en los que la formulación PF-F2NPs evidenció la mejor constante 

de permeabilidad y alcanzó el estado de equilibrio estacionario en el menor 

tiempo.   
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7.  Las formulaciones PF-NPs se consideraron adecuadas para su instilación ocular 

al no observarse signos de irritación corneal, del iris o de la conjuntiva tras el 

ensayo in vivo de tolerancia ocular. 

Teniendo en consideración todo lo expuesto anteriormente, es posible concluir que el 

PF diseñado en NPs podría considerarse un tratamiento alternativo en los procesos 

dolorosos e inflamatorios que acontecen a nivel ocular, debido a que ha demostrado 

poseer un perfil biofarmacéutico, una tolerancia ocular y una eficacia antiinflamatoria 

adecuadas para tal fin. Asimismo, el poseer técnicas de detección y cuantificación del 

PF validadas permitirá la realización de nuevos estudios que resultan necesarios para 

completar los obtenidos en este trabajo, previa administración de las formulaciones 

PF-NPs en humanos.   
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