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Resumen 

En el abordaje terapéutico de las enfermedades inflamatorias 

oculares se han utilizado tanto fármacos antiinflamatorios no esteroideos 

como corticoides en diferentes formas de dosificación, con la finalidad de 

devolver la homeostasis ocular. En el tratamiento de aquellos estados 

inflamatorios oculares que afectan estructuras del segmento anterior, 

generalmente los fármacos se administran en forma gotas oftálmicas, las 

cuales presentan un limitado efecto farmacológico, debido a las rutas de 

eliminación precorneales como la renovación lagrimal, que permite el 

acceso a los tejidos intraoculares de un 5% de la formulación instilada. 

Cuando el segmento posterior del ojo se ve afectado, la utilización de formas 

invasivas de administración como los implantes y las inyecciones 

intraoculares, conllevan a la incomodidad para el paciente y dificultan la 

adherencia al tratamiento. Particularmente, la utilización de corticoides en 

inflamaciones de la úvea (uveítis) causadas por enfermedades sistémicas 

como el Lupus, manifiestan un aumento de la presión intraocular como 

efecto secundario. Sin embargo, la Fluorometolona (FMT) es un corticoide 

de potencia moderada utilizado para el tratamiento de alergias e 

inflamaciones del segmento anterior del ojo sin inducir modificaciones 

apreciables de la presión intraocular (uno de los principales efectos adversos 

de estos fármacos). De acuerdo a lo anterior, el objetivo principal de este 

trabajo fue el desarrollo y caracterización de sistemas poliméricos 

nanoestructurados que contienen FMT para el tratamiento de afecciones 

inflamatorias del segmento anterior y posterior del ojo. Se desarrollaron tres 

sistemas con FMT: nanopartículas (NPs) de PLGA, gel de formación in-situ 



RESUMEN/ABSTRACT 

xii 

con NPs y NPs funcionalizadas con péptidos de penetración celular (TAT49-

57, pAntp43-58 y G2). Las NPs de PLGA, el gel y las NPs funcionalizadas, 

demostraron características fisicoquímicas adecuadas para la administración 

ocular. Las NPs de PLGA y el gel termosensible mostraron un perfil 

biofarmaceútico de liberación sostenida de la FMT. Los tres sistemas 

desarrollados presentaron una óptima tolerancia ocular, demostrada por 

pruebas in vitro (MTT y HET-CAM®) e in vivo (test de Draize). Los ensayos 

de eficacia antiinflamatoria ocular evidenciaron que las NPs de PLGA y el 

gel de formación in-situ tienen un efecto significativamente mayor en la 

disminución de la inflamación comparado con el fármaco comercial. Por 

otro lado, las NPs funcionalizadas con TAT49-57 y G2, fueron las que 

exhibieron un efecto mayor en la disminución de la expresión de citoquinas 

proinflamatorias, evidenciándose, además, una internalización in vitro e in 

vivo mayor que con el péptido pAntp43-58. En conclusión, según los 

resultados obtenidos, los sistemas nanoestructurados con FMT desarrollados 

podrían constituir una nueva estrategia para el tratamiento de la inflamación 

ocular. Particularmente, las NPs serían útiles en el tratamiento diurno y el 

gel termosensible en el mantenimiento de una terapia nocturna. 
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Abstract 

In the therapeutic approach to ocular inflammatory diseases, both 

non-steroidal anti-inflammatory drugs and corticosteroids have been used in 

different dosage forms with the aim of restoring ocular homeostasis. In the 

treatment, those ocular inflammatory states that affect structures of the 

anterior segment are generally administered as eye drops dosage form, 

which present a limited pharmacological effect, due to the precorneal 

elimination routes such as tear turnover, which allows access to intraocular 

tissues of 5% of the instilled formulation. When the posterior segment of the 

eye is affected, invasive forms of administration, such as implants and 

intraocular injections, lead to discomfort for the patient and make adherence 

to treatment difficult. In particular, the use of corticoids in inflammations of 

the uvea (uveitis) caused by systemic diseases such as Lupus, show an 

increase in intraocular pressure as a side effect. However, Fluorometholone 

(FMT) is a moderately potent corticosteroid used to treat allergies and 

inflammations of the anterior segment of the eye without inducing 

appreciable changes in intraocular pressure (main adverse effects of these 

drugs). According to the above, the main objective of this work was the 

development and characterization of polymeric nanostructured systems 

containing FMT for the treatment of inflammatory conditions of the anterior 

and posterior segment of the eye. Three systems were developed with FMT: 

PLGA nanoparticles (NPs), in-situ forming gel with NPs and functionalized 

NPs with cell-penetrating peptides (TAT49-57, pAntp43-58 and G2). PLGA 

NPs, gel and functionalized NPs demonstrated physicochemical 

characteristics suitable for ocular administration. The PLGA NPs and the 
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thermosensitive gel showed a biopharmaceutical profile of sustained release 

of FMT. The three developed systems presented an optimal ocular tolerance, 

demonstrated by in vitro (MTT and HET-CAM®) and in vivo (Draize) tests. 

Ocular anti-inflammatory efficacy trials showed that PLGA NPs and in-situ 

forming gel have a significantly greater effect in reducing inflammation than 

the commercial drug. On the other hand, the NPs functionalized with TAT49-

57 and G2, exhibited a greater effect in the reduction of the expression of 

proinflammatory cytokines, evidencing, in addition, an internalization in 

vitro as in vivo greater than with the peptide pAntp43-58. In conclusion, 

according to the results obtained, the nanostructured systems with FMT 

developed could constitute a new strategy for the treatment of ocular 

inflammation. In particular, NPs would be useful in daytime treatment and 

thermosensitive gel in the maintenance of nocturnal therapy. 
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1.1. Anatomofisiología ocular 

De todos los órganos del cuerpo humano, el ojo es el sistema 

altamente delicado y complejo de la percepción visual, donde la luz recibida 

por la retina es convertida en señales eléctricas, que se transmiten a través 

del nervio óptico hacia la corteza visual del cerebro, donde son procesadas 

para obtener una representación visual. El globo ocular, llamado así por su 

forma esférica, junto a un conjunto de músculos, nervios y vasos sanguíneos, 

se encuentra alojado y protegido dentro de las órbitas craneales que aseguran 

su correcto funcionamiento. El ojo humano mide aproximadamente 25 mm 

de diámetro anteroposterior y 80 mm de perímetro y consta de tres capas 

concéntricas principales (Figura 1) (Kels and Grant-Kels 2015): 

• La córneo-escleral, capa más externa que recubre, protege y otorga 

el soporte necesario para mantener una presión intraocular adecuada 

(entre 13 y 19 mm Hg) con el objeto de que el ojo conserve su forma 

correcta. Esta capa está constituida por la córnea y la esclera, la 

primera se caracteriza por tener múltiples capas (epitelio, membrana 

de Bowman, estroma, capa de Dua, membrana de Descemet y 

endotelio) y ser transparente. La esclera, en cambio, destaca por ser 

fibrosa, vascularizada y de color blanco y se une a la córnea a través 

de un anillo de células madres, denominado limbo córneo-escleral, 

responsable de la regeneración del epitelio. 

• La úvea, capa intermedia vascular central del ojo y que está 

constituida por el iris, el cuerpo ciliar y la coroides. Su función 

principal es proporcionar nutrición a la retina. 
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• La retina, membrana de tejido nervioso altamente especializada en 

convertir la luz que recibe en señales visuales para que el cerebro las 

interprete como imágenes del objeto observado (Morrison and 

Khutoryanskiy 2014; Dua et al. 2013). 

Figura 1. Estructuras del ojo humano. 

Una molécula administrada tópicamente para el tratamiento de una 

afección ocular se enfrenta a diversos desafíos anatomofisiológicos, 

metabólicos, bioquímicos y farmacocinéticos, entre otros, limitando su 

efectividad en la recuperación de la homeostasis ocular (Hughes et al. 2005). 

Desde el punto de vista anatomofisiológico, la primera barrera para 

el paso de los fármacos es la película lagrimal con un volumen promedio de 

10 µL y una secreción basal de 1,2 µL·min-1 y cuya función principal es la 

protección del ojo frente a agentes externos y evitar la desecación. A su vez, 

el fluido lagrimal provee de lubricación a los parpados, de sistema 

antimicrobiano, de nutrientes para el epitelio corneal, de medio para el 
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desplazamiento del sistema inmunitario y permite la eliminación de 

sustancias irritantes o tóxicas (Agrahari et al. 2016).  

La película lagrimal está constituida por varias capas, la primera es 

una capa lipídica apolar de 0,1 µm de espesor, compuesta por ésteres de 

colesterol, triglicéridos, ácidos grasos y fosfolípidos. La segunda es una capa 

acuosa, con un espesor de 7 µm, que contiene sales inorgánicas solubles en 

agua, urea, glucosa, proteínas, inmunoglobulinas y enzimas. Por último, una 

capa mucosa, que siempre había sido descrita como una capa independiente, 

pero actualmente nuevas investigaciones concluyen que ésta se integra con 

la capa acuosa, donde existe una concentración creciente de mucina libre 

que llega a formar un gel que se encuentra ligeramente unido al glicocálix 

de las células epiteliales de la córnea y de la conjuntiva (Gulati and Jain 

2016). Las moléculas que logran atravesar la película lagrimal se enfrentan 

a dos rutas de absorción (Figura 2): la corneal y la no-corneal 

(conjuntiva/esclera).  

A nivel corneal, está constituida por seis capas diferentes, aunque 

solo tres de ellas tienen importancia farmacológica: el epitelio, el estroma y 

el endotelio. El epitelio corneal es una membrana pavimentosa estratificada 

no queratinizante, formada por 4 o 5 capas de células de un espesor 

aproximado de 50 µm y con un ciclo de renovación de 7 días (Macwan, 

Hirani and Pathak 2016). Al ser la primera barrera celular ocular, esta capa 

posee la función de proteger y limitar la entrada de cualquier objeto extraño 

hacia el interior. Para esto las células se disponen ordenadamente y en forma 

compacta a través de uniones gap y uniones estrechas. Lo anterior conlleva 

a que esta capa sea altamente lipofílica, limitando la entrada a moléculas 
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hidrofílicas y favoreciendo el paso de moléculas hidrofóbicas que la 

atravesarían por permeación transcelular. Aquellas moléculas hidrofílicas, 

con tamaño inferior a 350 KDa que no logran permear el epitelio, lo 

atravesarían utilizando la ruta paracelular (Hämäläinen et al. 1997; Ghate 

and Edelhauser 2006). El estroma es una capa hidrofílica que se encuentra 

posterior al epitelio y representa el 90% del espesor de la córnea, está 

constituida por un gel de fibras de colágeno, mucopolisacáridos y proteínas. 

Posteriormente al estroma se encuentra la monocapa celular, llamada 

endotelio, que tiene la función de mantener la nutrición e hidratación del 

estroma a través de la bomba Na+/K+-ATPasa que asegura la transparencia 

de la córnea y evita la acumulación de líquido (Reim, Schrage and Becker 

2001). A su vez, las uniones intercelulares amplias de esta capa presentan 

una baja resistencia a los compuestos hidrofílicos.  

La molécula instilada que logra atravesar la córnea es distribuida por 

el humor acuoso, que ocupa la cámara anterior del ojo con la función de 

controlar la presión intraocular (Duan and Li 2013). Para lograr esta función, 

el cuerpo ciliar secreta humor acuoso con una tasa de renovación de 2 a 3 

µL·min-1, fluido que provee de nutrientes a los tejidos vasculares 

circundantes y drena los desechos a través del canal de Schlemm (Malavade 

2016). Desde el humor acuoso, una molécula podría alcanzar los tejidos del 

segmento anterior como el iris, el cristalino y el cuerpo ciliar utilizando la 

barrera hemato-acuosa o por permeación a través de los tejidos.  
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Figura 2. Rutas oculares de absorción y eliminación. 

A nivel no-corneal, la primera barrera que se encuentra es la 

conjuntiva, específicamente la bulbar, membrana mucosa que recubre la 

parte frontal de la esclera. Está constituida por un epitelio estratificado 

columnar no queratinizado de cuatro o cinco capas y por una lámina propia 
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altamente vascularizada. Esta barrera posee uniones menos estrechas y 

espacios intracelulares más amplios que el epitelio corneal. A su vez, esta 

membrana presenta una superficie de 17 cm2 en contraste con la de la córnea 

(1 cm2). A este nivel, las moléculas hidrofílicas y de alto peso molecular 

poseen una mayor permeabilidad, comparado con la ruta corneal (Hazare et 

al. 2016). En el caso de las moléculas lipofílicas, su absorción se ve limitada 

por la naturaleza hidrofílica de la barrera y por la presencia de una elevada 

densidad de glicoproteína-P (P-gp) que restringe la entrada de fármacos 

lipofílicos y xenobióticos (Barar et al. 2016).  

En la parte posterior de la conjuntiva se encuentra la esclera con un 

característico color blanco constituida, principalmente por tejido fibroso de 

colágeno orientado al azar. Esta estructura presenta, en su parte más externa, 

una capa delgada y vascularizada denominada epiesclera, en la zona central 

la capa avascular del estroma escleral formada prácticamente de fibras de 

colágeno y en la capa más interna se encuentra la lámina fusca de color 

marrón, debido a la migración de los melanocitos desde la coroides. La 

esclera presenta una función de protección, mantiene la forma del globo 

ocular y en ella se acoplan los músculos oculares. A nivel biofarmaceútico, 

la esclera es permeable a las moléculas hidrofílicas en menor grado que la 

conjuntiva y en mayor grado que la córnea. Una vez superada la barrera de 

la esclera, las moléculas se encuentran en la capa de la coroides, tejido 

altamente vascularizado que permite alcanzar los tejidos circundantes 

(Ansari and Nadeem 2016).  

Además de las barreras descritas que debe atravesar un medicamento 

para alcanzar diferentes tejidos del segmento anterior ocular, hay que 
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considerar que el ojo es un órgano dinámico que si se le incorpora alguna 

molécula xenobiótica la detecta como un cuerpo extraño e inicia los 

mecanismos de eliminación para evitar su incorporación en el globo ocular 

(Figura 2) (Lakhani, Patil and Majumdar 2018).  

El primer mecanismo reflejo es la dilución mediante la producción 

activa de lágrimas, llegando a generar un volumen cercano de 400 µL y 

favoreciendo la eliminación del medicamento a través del drenaje 

nasolagrimal. A su vez, el fluido lagrimal con pH de 7,4 ionizaría aquellos 

fármacos que dependen de su pKa, limitando su permeabilidad en las 

membranas lipofílicas (Angayarkanni et al. 2016). La presencia de 

proteínas, inmunoglobulinas y mucina libre en la película lagrimal 

conllevaría que los fármacos se unieran a ellas reduciendo su actividad y 

facilitando su eliminación por el arrastre de lágrima refleja, por lo que solo 

un 5% de la formulación estaría disponible para realizar su acción 

farmacológica (Araújo et al. 2009). Otra vía inmediata de disminución de la 

concentración del fármaco administrado tiene lugar en la conjuntiva. En este 

tejido, al ser vascularizado e inervado linfáticamente, se eliminan las 

moléculas que pasarían a la circulación sistémica a través de proteínas de 

membranas de eflujo, como la P-gp y la proteína asociada a la resistencia a 

múltiples fármacos (MRP), con el consiguiente riesgo de desencadenar 

efectos secundarios sistémicos (Aukunuru et al. 2001). A nivel del estroma 

escleral y corneal, aquellas moléculas cargadas positivamente son 

inactivadas debido a la unión con los proteoglicanos cargados 

negativamente. En la cámara anterior, las moléculas pueden ser eliminadas 

por la renovación del humor acuoso. Aquella molécula que logra atravesar 

el estroma escleral y el humor acuoso se aloja en la úvea (coroides, iris y 
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cuerpo ciliar), donde las enzimas del citocromo P450 (CYP) reductasa, 

específicamente 3A1 y 2B2, en conjunto con la barrera hemato-acuosa, 

inactivan y barren las moléculas del globo ocular, respectivamente 

(Guengerich 2017).  

En general, una molécula por si sola se enfrenta a diversas 

dificultades para lograr un objetivo farmacológico en un paciente, puesto 

que un sistema de administración de fármacos depende de su coeficiente de 

reparto, de su capacidad mucoadhesiva, de su viscosidad, de su pKa y de su 

resistencia al metabolismo, entre otros, para obtener concentraciones 

farmacológicas constantes y efectivas en el tejido diana.  
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1.2. Enfermedades oculares inflamatorias 

1.2.1. Uveítis y escleritis 

La uveítis es una de las enfermedades intraoculares inflamatorias 

más comunes que conlleva la inflamación de las estructuras de la úvea (iris, 

cuerpo ciliar y coroides). Clínicamente, este término incluye más estructuras 

intraoculares como los segmentos anterior y posterior del ojo, clasificando 

la uveítis de acuerdo con su ubicación anatómica ocular (Tabla 1) (The 

Standardization of Uveitis Nomenclature (SUN) Working Group 2005). La 

manifestación de esta enfermedad puede tener diversas etiologías que van 

desde infecciones, traumas, efectos adversos de ciertos medicamentos, 

manifestaciones autoinmunes y hasta enfermedades inflamatorias sistémicas 

(Guly and Forrester 2010; Dalal, Nida Sen and Nussenblatt 2014). 

Actualmente la uveítis representa el 10% de las causas de ceguera en el 

mundo, pudiendo afectar a pacientes de cualquier edad y etnia. A nivel 

mundial, la prevalencia en promedio es de 160 personas por cada 100.000 

habitantes y una incidencia por año de 35 personas por cada 100.000 

habitantes (Papaliodis 2017).  

Por otro lado, cuando la esclera presenta un estado inflamatorio se le 

denomina escleritis o epiescleritis, siendo el primero más severo, doloroso y 

de mayor repercusión en el proceso de la visión. La epiescleritis suele ser de 

carácter agudo y en la mayoría de los casos idiopática. La etiología de estos 

desórdenes inflamatorios de la esclera, al igual que en la úvea, responde a 

múltiples causas, una de ellas es el grupo de las enfermedades inflamatorias 
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sistémicas, como la artritis reumatoide, la enfermedad de Crohn, el Lupus y 

la enfermedad de Behcet, entre otras (Akpek et al. 1999).  

Tabla 1. Enfermedades de uveítis según su clasificación anatómica. 

Tipo Desórdenes asociados 
Anterior Iritis, iridociclitis y ciclitis anterior. 
Intermedia Pars planitis, ciclitis posterior y vitritis. 

Posterior Focal, multifocal, coroiditis difusa, corioretinitis, 
retinitis y neuroretinitis. 

Panuveítis Todos los segmentos oculares involucrados. 
 

1.2.2. Proceso molecular inflamatorio 

La inflamación ocular es el proceso vascular que se inicia en 

respuesta a una lesión en un tejido. Esta lesión puede ser de origen externo, 

como un trauma, una exposición a un xenobiótico tóxico o un patógeno, o 

bien una respuesta a una enfermedad sistémica inflamatoria autoinmune. El 

desencadenamiento de la producción de factores de crecimiento, citoquinas 

y el trauma, inicia el proceso de reparación y aislamiento del agente que 

provoca la lesión en el tejido y se estimula a la enzima fosfolipasa A2 (PLA2), 

iniciando la biosíntesis de eicosanoides a partir de un fosfolípido, el ácido 

araquidónico (AA) que se encuentra presente en las membranas celulares. 

Los eicosanoides tales como las prostaglandinas (PGs) y los tromboxanos 

(TXs), son sintetizados por la vía enzimática ciclooxigenasa (COX), 

mientras que los leucotrienos (LTs) por la lipoxigenasa (LOX). El AA 

también puede ser metabolizado por el CYP450 generando ácido 

epoxieicosatetraenoico (EETs). Paralelamente, el AA es un mediador celular 

que puede estimular la producción de citoquinas proinflamatorias e iniciar 
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procesos apoptóticos. En general, los eicosanoides poseen la capacidad de 

provocar distintas respuestas fisiológicas, homeostasis vascular y 

agregación plaquetaria que regulan procesos inmunopatológicos e 

inflamatorios (Tabla 2) (Dennis and Norris 2015). 

Tabla 2. Respuestas fisiológicas de los eicosanoides. 

Vía 
principal Mediador Respuesta fisiológica 

COX 

PGE2 
Vasodilatación (↑PIO) y permeabilidad 
vascular; hiperalgesia; ↑IL-10; ↓TNF. 

PGD2 
Vasodilatación; ↑reclutamiento de 
eosinófilos y respuesta alérgica. 

PGF2α ↓PIO. 

PGI2 
↓Agregación plaquetaria; hiperalgesia; 

vasodilatación; ↑IL-10; ↓TNF. 

TXA2 
↑Agregación plaquetaria; 

vasoconstricción. 

LOX 

LTB4 
Reclutamiento de neutrófilos; 

permeabilidad vascular. 
LTC4, LTD4 y 
LTE4 

Permeabilidad vascular; 
 extravasación de neutrófilos. 

HPETEs, 
HETEs y 
diHETEs 

Hiperalgesia. 

HXA3 y HXB3 Hiperalgesia. 
LXA4, 15-epi-
LXA4, LXB4 
y15-epi-LXB4 

Reclutamiento de neutrófilos; 
eferocitosis. 

CYP EETs Vasodilatación; antihiperalgesia; 
↓expresión COX2. 

PIO: Presión intraocular. 
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1.2.3. Corticoides en el tratamiento de la inflamación: Fluorometolona 

Los corticoides son potentes antiinflamatorios que inhiben la 

respuesta inflamatoria a través de tres vías principales (Figura 3). La 

primera vía es la inducción y activación de la proteína anexina I, que 

interactúa con la PLA2 inhibiéndola. El bloqueo de la PLA2 inhibe la 

producción de eicosanoides y la liberación de AA como mediador celular. 

La segunda vía es la inducción de la proteína MAPK fosfatasa I que 

desfosforila e inhibe toda la cascada de las proteínas MAPK, teniendo como 

consecuencia la inhibición de la PLA2. A su vez, MAPK fosfatasa I inhibe 

la vía de Jun-terminal quinasa que tiene la función de activar los factores de 

transcripción proinflamatorios (Jun; Fos). La tercera vía antiinflamatoria 

importante es el bloqueo de la actividad transcripcional de NF-κB, 

inhibiendo la transcripción de citoquinas proinflamatorias y la expresión de 

las COXs (Rhen and Cidlowski 2005).  

La efectividad de los corticoides en el tratamiento de la inflamación, 

en comparación con los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs), es más 

completa debido a que los AINEs solo bloquean la vía de la COX. No 

obstante, los corticoides poseen efectos secundarios asociados importantes 

que a nivel ocular exacerban enfermedades como el glaucoma o las 

cataratas, cuando los tratamientos son prolongados. Uno de los efectos 

secundarios que se debe monitorizar durante el tratamiento con corticoides 

clásicos (prednisolona, dexametasona y betametasona) es la PIO, que lleva 

a padecer o agravar el glaucoma. Los corticoides de administración tópica 

son utilizados solamente para aquellas afecciones que se ubican en el 

segmento anterior con las limitaciones propias de la formulación y de la 
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barrera ocular que impide un tratamiento eficiente para alcanzar los 

resultados farmacológicos requeridos. Para el segmento posterior se utilizan 

corticoides sistémicos, intravítreales y perioculares que poseen una alta 

recurrencia de aumento de la PIO (Tripathi et al. 1999).  

 

Figura 3. Mecanismo de inhibición de los corticoides. 

La Fluorometolona (FMT) es un corticoide de nueva generación, de 

características lipofílicas con un LogP 2,34 y solubilidad en agua (a 25 °C) 

de 30 mg·L-1. Su peso molecular es de 378,468 g·mol-1, un punto de fusión 

entre 293-303 °C y prácticamente sin grupos ionizables (pKa: 12,65) 

(National center for Biotechnology Information 2019). Su forma 

farmacéutica comercial es en gotas oftálmicas de administración tópica y 

actualmente en el mercado existen dos especialidades: FML® e 

Isoptoflucon® con una concentración de 0.1% para el tratamiento de alergias 
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e inflamación ocular del segmento anterior. La FMT posee una potencia 

moderada y con menores efectos en el incremento de la PIO que los 

corticoides clásicos (incremento menor a 6 mm Hg) (Lin and Gong 2015; 

Chen et al. 2016; Pinto-Fraga et al. 2016; Shokoohi-Rad et al. 2018).  
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1.3. Sistemas nanoestructurados de uso oftálmico 

Durante décadas para tratar enfermedades que afectan a los 

segmentos anterior y posterior del globo ocular, se han utilizado tanto 

tratamientos no invasivos, como invasivos para devolver la homeostasis a 

los tejidos oculares. Dentro de los tratamientos no invasivos, las soluciones, 

las suspensiones y los ungüentos son las formulaciones convencionales que 

se han utilizado con resultados terapéuticos poco eficaces, debido a las 

limitaciones anatómicas y a la dinámica de eliminación de xenobióticos en 

el ojo (Awan et al. 2009). Por otra parte, los tratamiento invasivos suelen ser 

poco prácticos, debido a su alta recurrencia de efectos adversos y la falta de 

adherencia al tratamiento (Morgan et al. 1988; Yasin et al. 2014). Por ello, 

la utilización de la nanotecnología como herramienta para sobrellevar estos 

desafíos ha sido la clave para el trasporte de fármacos, proteínas y genes 

hacia el interior del ojo. Los sistemas nanoestructurados tales como los 

hidrogeles (HGs), los liposomas, las nanopartículas (NPs) poliméricas y 

lipídicas han permitido obtener concentraciones efectivas en el lugar diana, 

con una disminución significativa de los efectos adversos (Silva et al. 2012; 

Vega et al. 2013; Abrego et al. 2015; Yu et al. 2018). Particularmente, la 

eficacia de un tratamiento farmacológico ocular no invasivo a través de 

nanosistemas se debe a las siguientes propiedades (Lalu et al. 2017):  

• Aumento del tiempo de residencia precorneal. 

• Liberación controlada y prolongada del fármaco. 

• Evitan la eliminación del fármaco. 

• Protección del fármaco de la ionización y del metabolismo. 

• Direccionamiento del fármaco hacia el tejido diana. 
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Tabla 3. NPs poliméricas con corticoides para el tratamiento de la 

inflamación ocular. 

Polímero Fármaco Método de 
preparación Referencias 

Quitosano Dexametasona Desplazamiento 
de solvente 

(Kalam 2016) 

Celulosa/Eudragit® Dexametasona Desplazamiento 
de solvente 

(Balzus et al. 
2017) 

Eudragit RS 100 Prednisolona Emulsificación 
espontanea 

(Ibrahim et al. 
2010) 

Eudragit RS100 Metilprednisolona 
Cuasi emulsión-

difusión por 
solvente 

(Adibkia et al. 
2007) 

Gelatina con 
ciclodextrina 

Hidrocortisona Desolvatación 
(Vandervoort 

& Ludwig 
2004) 

Isopropilacrilamida Dexametasona 
Polimerización 
por radicales 

libres 

(Rafie et al. 
2010) 

PLA-PEG Betametasona 
Emulsión-

difusión por 
solvente 

(Sakai et al. 
2006) 

PLGA Triamcinolona 
Emulsión-

difusión por 
solvente 

(Sabzevari et 
al. 2013) 

PLGA Hidrocortisona 
Emulsión-

difusión por 
solvente 

(Yang et al. 
2015) 

PLGA Dexametasona Desplazamiento 
de solvente 

(Pan et al. 
2015) 

PLGA Fluocinolona Hidratación de 
película 

(Diebold & 
Calonge 
2010) 
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De todos los sistemas nanoestructurados, las NPs poliméricas son los 

sistemas coloidales de características más biodegradables y más 

biocompatibles existentes, con tamaños entre 10 y 1.000 nm (Kumari, Yadav 

and Yadav 2010). A su vez, las NPs poliméricas cargadas con corticoides se 

han utilizados para el tratamiento de la inflamación ocular con una gran 

eficacia farmacológica (Tabla 3). Estas partículas pueden subdividirse en 

dos categorías según su conformación, en forma de vesícula (nanocápsulas) 

o como matriz polimérica (nanoesferas). Las nanocápsulas son sistemas 

constituidos por una membrana polimérica y en su interior se aloja el 

fármaco (núcleo). Por otra parte, las nanoesferas son sistemas formados por 

una matriz polimérica donde el fármaco se encuentra adsorbido en la 

superficie y disperso o disuelto en su interior (Rao and Geckeler 2011). 

En general, las NPs que están constituidas por un polímero de 

características naturales o sintéticas se denominan de primera generación 

(Figura 4). Habitualmente el polímero sintético más utilizado es el ácido 

poliláctico-co-glicólico (PLGA), aprobado por las agencias de salud de la 

Unión Europea y de Estados Unidos (EMA y FDA) para el uso a nivel 

parenteral y tópico. Una de las características de interés del PLGA es la 

predicción de su cinética de degradación que depende de la proporción 

láctico/glicólico del polímero. A medida que la proporción de láctico 

aumenta (entre 50 y 100) y la de glicólico se reduce (entre 50 y 0), la tasa de 

degradación disminuye. Además, este polímero se considera no tóxico 

debido a su hidrolisis no enzimática generando como productos el ácido 

glicólico y el ácido láctico, los cuales son metabolizados por el ciclo de 

Krebs. Paralelamente, el PLGA es un polímero lipofílico que permite la 

encapsulación de sustancias de baja solubilidad en agua con una alta 
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reproducibilidad en su elaboración y una liberación del fármaco de forma 

controlada y prolongada. Comercialmente existen diferentes tipos de PLGA 

con diferentes pesos moleculares, viscosidad inherente, proporción de 

láctico/glicólico y grupo funcional terminal (Jain 2000; Makadia and Siegel 

2011). Por ejemplo, el PLGA RG 503H es un polímero con una proporción 

50/50 que posee un ácido carboxílico terminal que permite la conjugación 

con otros polímeros, tales como el polietilenglicol (PEG) o el copolímero 

polioxietileno (PEO)-polioxipropileno (PPO) (Kapoor et al. 2015). El 

recubrimiento de las NPs de PLGA con PEG se denomina pegilación y este 

tipo de sistema nanoestructurado es considerado de segunda generación 

(Figura 4). El PEO-PPO y el PEG forman en las NPs una capa hidrofílica 

en su superficie que les permite escapar del sistema retículo endotelial, 

aumentando su vida media en circulación y al mismo tiempo les otorgan la 

capacidad de interaccionar con la mucina de la película lagrimal aumentando 

la mucoadhesividad de las NPs. Por otra parte, los sistemas de tercera 

generación (Figura 4) tienen como objetivo el direccionamiento e 

internalización de las NPs a partir de receptores de membrana de las células 

blanco (Diebold and Calonge 2010). Para ello los anticuerpos o péptidos de 

penetración celular (CPPs) son conjugados en el grupo terminal de un 

espaciador hidrofílico como el PEG en las NPs. Este espaciador es necesario 

para que el agente esté expuesto en la superficie y de esta forma interaccione 

o se una a los receptores diana (Vasconcelos et al. 2015).  

En resumen, las NPs de PLGA evitan la ionización del fármaco en la 

película lagrimal, otorgan un sistema de liberación controlado y retrasan el 

metabolismo enzimático. Con la incorporación del PEG en la superficie se 

proporciona un comportamiento anfipático, donde el núcleo de PLGA es 
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apolar y la superficie polar, lo que hace aumentar sus posibilidades de 

atravesar las capas oculares hidrofílicas y lipofílicas. También el PEG evita 

la eliminación rápida de las NPs, por lo que es posible realizar 

administraciones oculares menos recurrentes si se compara con los 

tratamientos convencionales oftálmicos, lo que facilitaría la adherencia del 

paciente al tratamiento. Finalmente, la conjugación con CPPs y anticuerpos 

permite específicamente la internalización celular e interacción con los 

receptores de membrana, otorgando un tratamiento específico con 

concentraciones efectivas del fármaco en el tejido diana y con menos efectos 

adversos (Diebold and Calonge 2010). 

Figura 4. Generaciones de NPs. 

Para conseguir aumentar el tiempo de residencia precorneal, los HGs 

son la respuesta para que una formulación permanezca más tiempo en 

contacto con el globo ocular, prologando la liberación del fármaco. 

Particularmente, los HGs son matrices tridimensionales de entrelazamiento 

polimérico con la capacidad de absorber grandes cantidades de agua para su 

formación. Los HGs se pueden clasificar en químicos y físicos según su tipo 

de entrecruzamiento. Los HGs químicos o también llamados permanentes, 
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su entrecruzamiento puede ser de características covalentes con distintos 

grupos funcionales (NH2-, COOH- y OH-), por la acción enzimática o por 

una actividad radicalaria. Por otro lado, los HGs de activación física o 

reversibles se forman por diferentes tipos de interacciones no covalentes 

como puentes de hidrogeno, fuerzas de Van der Waals, iónicas, proteicas y 

de autoensamblaje entre polímeros (McKenzie et al. 2015; Parhi 2017). 

Algunas de las ventajas de los HGs son: su alta biocompatibilidad debido a 

su alta proporción de agua, su viscoelasticidad, su consistencia suave y su 

baja tensión superficial cuando entran en contacto con superficies acuosas, 

asemejándose a los tejidos vivos más que otros biomateriales sintéticos (Li 

and Mooney 2016). También presentan un entorno poroso capaz de alojar 

fármacos u otros sistemas, protegiéndolos del metabolismo o del efecto del 

pH. Además, este sistema facilita una liberación controlada dependiendo del 

hinchamiento, de la degradación y de la disolución del HG. Desde un punto 

de vista de la administración tópica ocular, se prefieren formulaciones de 

características newtonianas (líquidas) en vez de plásticas (cremas o 

ungüentos) para facilitar la instilación y de esta forma aumentar la 

adherencia al tratamiento. En el caso anterior, los HGs de formación in-situ 

aprobados para su comercialización utilizan como estímulo de activación el 

efecto del pH, sales inorgánicas, conjugación con grupos funcionales de 

proteínas como la mucina y/o la temperatura ocular (Tabla 4) (Kumar et al. 

2013; Al-Kinani et al. 2018; Wu et al. 2018). Estos sistemas constituirían 

un comportamiento bimodal, newtoniano antes de la instilación y 

pseudoplástico o plástico cuando entra en contacto con el globo ocular. Uno 

de los métodos de formación de HGs in-situ de forma inmediata a nivel 

ocular es por el efecto de la temperatura. El resto de los sistemas de 
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activación requieren mayor tiempo para alcanzar el equilibrio 

termodinámico para la formación del HG, haciendo posible la eliminación 

de la formulación desde la zona precorneal como resultado de la renovación 

lagrimal (Cheng et al. 2016; Jain et al. 2016). 

Tabla 4. HGs de gelificación in-situ comercializados. 

Un copolímero empleado de forma segura en las industrias 

farmacéutica y alimentaria son los poloxámeros. Este copolímero no iónico 

está constituido por dos unidades hidrofílicas de PEO localizadas al inicio y 

al final de la cadena polimérica, mientras que en la zona central se encuentra 

una unidad hidrófoba de PPO. Particularmente, el poloxámero 407 (P407) 

es un polímero que se autoensambla in-situ formando micelas hasta el punto 

de que el polímero gelifica completamente. El mecanismo de gelificación 

depende de la temperatura y de la concentración de P407. Sin embargo, las 

temperaturas de transición sol-gel se modifican cuando las formulaciones de 

P407 se cargan con sustancias viscosificantes, fármacos, tensoactivos u otros 

Nombre del 
producto Polímero Sistema de 

activación 
Compañía 

farmacéutica 
Timoptic-XE® 
(Timolol) 

Goma 
gellan Ión Merck 

Pharmaceuticals 
Pilopine HS® 
(Pilocarpina) 

Carbopol 
940 pH Alcon Laboratories 

Azasite® 
(Azitromicina) 

P407 Temperatura InSite Vision 

Timoptol-LA 
(Timolol) 

Goma 
gellan Ión Laboratories Merck 

Sharp and Dohme 
Virgan 
(Ganciclovir) 

Carbopol 
940 pH Laboratories THEA-

France 
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sistemas de liberación (dos Santos et al. 2015; Almeida et al. 2017; Jung et 

al. 2017). Por lo tanto, una formulación adecuadamente optimizada para que 

gelifique a la temperatura corneal (32 °C cuando el ojo está abierto y 35 °C 

cuando está cerrado) es ideal para que ser instilada en forma de gotas 

oftálmicas. 

Una de las estrategias terapéuticas actuales se basa en la 

incorporación de NPs poliméricas en sistemas gelificantes in-situ (Figura 

5) que tienen por objetivo aumentar la biodisponibilidad del fármaco en el 

tejido ocular diana y disminuir periodicidad de administración. Esta 

estrategia permite una liberación más prolongada y controlada evitando el 

efecto de estallido que presentan las NPs en las primeras horas de la 

liberación e incrementando su tiempo de residencia precorneal (Huang and 

Brazel 2001; Gou et al. 2008). 

 

Figura 5. Sistema de gelificación in-situ cargado con NPs de PLGA. 
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1.4. Internalización de nanopartículas a través de péptidos 

de penetración celular (CPPs) 

Uno de los desafíos farmacológicos más complejo de lograr a nivel 

ocular es la obtención de concentraciones efectivas de fármaco en el tejido 

a tratar, debido a las limitaciones de las barreras oculares y a la naturaleza 

de la misma formulación que no permite una adecuada permeación ocular. 

Dentro de las nuevas tecnologías moleculares para sobrellevar los 

inconvenientes que sufren los medicamentos convencionales, el empleo de 

CPPs es el enfoque más reciente y revolucionario para la internalización de 

macromoléculas y fármacos en las células oculares. Los CPPs son 

secuencias peptídicas entre 5 a 30 aminoácidos (aa) capaces de internalizarse 

en las células de forma no invasiva a través de diversos mecanismos tanto 

energéticos con receptores específicos como no energéticos y sin mediación 

de receptores. De acuerdo con sus propiedades fisicoquímicas pueden 

categorizarse en hidrófobas, anfipáticas y catiónicas, siendo esta última 

categoría donde se encuentra más CPPs de características positivas por sus 

secuencias ricas en residuos de arginina (Arg) (Guidotti, Brambilla and 

Rossi 2017).  

La proteína activadora de transcripción (TAT) del virus de la 

inmunodeficiencia humana 1 (HIV-1) fue la primera proteína descubierta 

con propiedades catiónicas y capaz de internalizar macromoléculas hacia el 

interior de las células mediante formación de poros y penetración directa. A 

pesar de que han transcurrido más de 30 años desde su descubrimiento, en 

el año 1997, se identificó exactamente la secuencia que permite la 

internalización celular (TAT49-57). Esta secuencia se ha utilizado 
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ampliamente en el transporte de proteínas terapéuticas y de otros sistemas 

de liberación como NPs (Shi et al. 2014). En un estudio preclínico el TAT49-

57 fue conjugado con un péptido inhibidor de Jun-terminal quinasa (XG-102) 

con el objeto de evitar la apoptosis celular en la isquemia cerebral, 

demostrándose su capacidad de atravesar la barrera hematoencefálica. 

Además, este nuevo fármaco XG-102 en el año 2016 completó su fase 

clínica III (NCT02235272) para el tratamiento de la inflamación intraocular, 

donde se evidenciaron mejoras significativas en comparación con la 

Dexametasona (Bolhassani, Jafarzade and Mardani 2017). 

En el año 1991 se descubrió que el homeodominio de Antennapedia, 

una proteína de Drosophila Melanogaster, es capaz de internalizarse en 

células neuronales. En el año1994 se identificó específicamente la secuencia 

de 16 aa de los residuos 43-58 llamada pAntp43–58 o Penetratin, responsable 

de la internalización celular. Esta secuencia, con propiedades básicas al igual 

que el TAT, ha sido utilizada tanto para la internalización de proteínas como 

para la transfección de ácidos nucleicos. Actualmente existen diversos 

estudios acerca de sus métodos de internalización, de los cuales los más 

aceptados son la formación invertida de micelas, la endocitosis y la 

translocación directa (Farkhani et al. 2014).  

Desde el descubrimiento de los CPPs se ha relacionado la capacidad 

de internalizar moléculas con las cargas positivas y que éstas provengan de 

los residuos de Arg, por lo que queda demostrado que una secuencia sintética 

de 8 Arg (Poliarginina, R8) es suficiente para la traslocación celular. 

Particularmente, los grupos guanidinas de la cadena lateral de la Arg 

interaccionan a través de puentes de hidrógeno con los grupos cargados 
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negativamente, tales como los grupos carboxílicos, sulfatos y fosfatos de las 

proteínas de membrana, fosfolípidos y mucopolisacáridos, que llevan 

finalmente a la internalización celular por endocitosis o penetración directa 

(Pescina et al. 2018). En un estudio clínico, la secuencia R8 fue utilizada en 

conjugación con una ciclosporina (PsorBan®) para el tratamiento de la 

psoriasis, evidenciándose una alta eficacia en el tratamiento sin efectos 

sistémicos asociados al fármaco y comprobándose la capacidad de 

internalizar moléculas (Delcroix et al. 2010).  

Una de las particularidades de los CPPs es su similitud con las 

características de los péptidos antimicrobianos (AMPs), principalmente por 

sus múltiples residuos de Arg y una carga neta positiva. Los AMPs son 

capaces de interaccionar fuertemente con la membrana plasmática al igual 

que CPPs translocándose al interior de las células, sin embargo, solo algunos 

AMPs son capaces de hacerlo sin permeabilizarla permanentemente. Los 

AMPs que permeabilizan la membrana permanentemente son los que 

conducen directamente a la muerte bacteriana y se consideran de los más 

tóxicos. También, existen otros AMPs con capacidad de translocarse sin 

efectos tóxicos directos, siendo considerados bacteriostáticos debido a la 

inhibición de las vías de síntesis de ADN y de proteínas, sin afectar las 

células humanas (Splith and Neundorf 2011). Dentro de los CPPs con 

actividad contra Gram (+), Gram (-) y antimicótica se encuentra el pAntp, 

Transportan, pVec, Pep-1, TAT, entre otros. Por otro lado, en el grupo de 

los AMPs citados con capacidad de translocar moléculas, sin causar daños 

en las células eucariotas, se encuentra la Lactoferricina, la Bac71–24, la 

Buforina II y la Pirrocoricina. También en el grupo de péptidos con actividad 

antimicrobiana se puede encontrar actividad CPP, como el mismo TAT 
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contra HIV-1 y péptidos antivírico contra el herpes simple, tales como el G2 

y el gH625 (Pärn, Eriste and Langel 2015). Específicamente, el péptido G2 

es una secuencia de 12 aa cargada positivamente con múltiples residuos de 

Arg. En un estudio donde se trató una infección ocular con herpes simple, el 

G2 fue conjugado covalentemente con Aciclovir, incrementando la eficacia 

antivírico (Ali et al. 2012). En otro estudio el G2 se utilizó para el 

tratamiento del herpes simple vaginal y se confirmó que el péptido forma 

poros de transmembrana (Tiwari et al. 2011). De acuerdo con los 

antecedentes, el G2 podría constituir un potencial CPP para el transporte de 

macromoléculas como proteínas o NPs al interior de células eucariotas.  
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The main objective of this research is the development and 

characterization of controlled release polymeric nanostructured systems 

containing FMT for the treatment of inflammatory conditions of the anterior 

and posterior segment of the eye. In addition, biopharmaceutical behaviour, 

safety evaluation and therapeutic efficacy in the treatment of ocular 

inflammatory diseases are part of this PhD thesis. 

Specific objectives:  

• Develop, optimize and characterize polymeric nanostructured 

systems such as PLGA NPs and in-situ forming gels containing 

FMT. 

• Synthesize and characterize the polymers Rhodamine-PLGA and 

maleimide-PEG-PLGA. 

• Synthesize and conjugate the CPPs (TAT49-57, pAntp43-58 and G2) to 

FMT-loaded maleimide-PEG-PLGA NPs.  

• Obtain a biopharmaceutical profile of sustained FMT release from 

PLGA NPs and in-situ forming gels. 

• Evaluate the ocular tolerance of nanostructured systems developed 

by in vitro (HET-CAM® and MTT test) and/or in vivo (Draize test) 

studies. 

• Demonstrate in vivo that PLGA NPs and in-situ forming gels are 

suitable for the treatment of inflammatory conditions of the anterior 

and posterior segments of the eye. 

• Study and analyze the effects on proinflammatory cytokines and the 

uptake in both human corneal cells and in the mouse eye with 

conjugated NPs.  
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Los resultados obtenidos en los distintos estudios de la presente 

investigación han permitido generar tres publicaciones científicas en forma 

de artículos (dos de ellos ya publicados y el tercero enviado). 

3.1. Development of fluorometholone-loaded PLGA nanoparticles for 

treatment of inflammatory disorders of anterior and posterior segments of 

the eye, International Journal of Pharmaceutics, 547 (2018) 338–346.  

3.2. In-situ forming gels containing fluorometholone-loaded polymeric 

nanoparticles for ocular inflammatory conditions, Colloids and Surfaces B: 

Biointerfaces. 175 (2019) 365–374. 

3.3. Ocular penetration of fluorometholone-loaded PEG-PLGA 

nanoparticles functionalized with cell-penetrating peptides. Nanomedicine, 

article submitted.  
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3.1. Development of fluorometholone-loaded PLGA 

nanoparticles for treatment of inflammatory disorders of 

anterior and posterior segments of the eye 

Roberto González-Pizarroa,b, Marcelle Silva-Abreua,b, Ana Cristina 

Calpenaa,b, María Antonia Egeaa,b, Marta Espinaa,b, María Luisa Garcíaa,b. 

aDepartment of Pharmacy, Pharmaceutical Technology and Physical 
Chemistry, Faculty of Pharmacy and Food Sciences, University of 
Barcelona, 08028 Barcelona, Spain. 
bInstitute of Nanoscience and Nanotechnology (IN2UB), University of 
Barcelona, Barcelona, Spain. 

International Journal of Pharmaceutics. 547 (2018) 338–346 

Doi: 10.1016/J.IJPHARM.2018.05.050 

Elseiver 
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Category: Pharmacology & Pharmacy 
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Impact factor: 3.872 
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3.2. In-situ forming gels containing fluorometholone-loaded 

polymeric nanoparticles for ocular inflammatory conditions 

Roberto González-Pizarroa, Paulina Carvajal-Vidala, Lyda Halbaut 
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3.3. Ocular penetration of fluorometholone-loaded PEG-

PLGA nanoparticles functionalized with cell-penetrating 

peptides 

Roberto González-Pizarroa,e, Graziella Parrottac, Rodrigo Verab,f,g, Elena 

Sánchez-Lópeza,d,e, Ruth Galindoa, Frank Kjeldsenc, Josefa Badiab,f,g, Laura 
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dBiomedical Research Networking Center in Neurodegenerative Diseases 
(CIBERNED), Madrid, Spain 
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El objetivo del presente estudio fue el diseño de sistemas 

nanoestructurados con la capacidad de alcanzar estructuras tanto del 

segmento anterior como posterior del ojo para su aplicación en 

enfermedades inflamatorias oculares. Para ello se desarrollaron tres sistemas 

diferentes que contienen FMT: NPs de PLGA (FMT-PLGA-NPs), geles de 

formación in-situ con FMT-PLGA-NPs y NPs de maleímido-PEG-PLGA 

conjugadas con CPPs (TAT-NPs, pAntp-NPs y G2-NPs). A las 

formulaciones diseñadas se les evaluaron sus características fisicoquímicas, 

su tolerancia ocular in vitro y/o in vivo, su internalización ocular y su eficacia 

contra la inflamación ocular.  

Las NPs se elaboraron a través de la técnica de desplazamiento de 

solvente, la cual está dirigida a fármacos hidrófobos tales como la FMT. Este 

fármaco se considera prácticamente insoluble en agua (30 mg·L-1) por lo que 

esta técnica es ideal para su encapsulación en polímeros biodegradables 

como el PLGA y el maleímido-PEG-PLGA (Kapoor et al. 2015). Por otra 

parte, los geles de formación in-situ se realizaron con la técnica de 

dispersión/reposo utilizando el equipo Unguator® para la incorporación de 

las FMT-PLGA-NPs. 
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4.1. FMT-PLGA-NPs y geles de formación in-situ 

En primer lugar se desarrollaron y optimizaron las FMT-PLGA-NPs 

a través del diseño de experimentos (DoE), en el que se estudiaron los 

factores que afectan la síntesis de las NPs. Estos factores fueron las 

concentraciones de FMT, de PLGA y de poloxámero 188 (P188). De lo 

anterior, se evidenció que la concentración de FMT y la de PLGA afectan 

proporcionalmente al tamaño promedio (Zav) y la eficiencia de 

encapsulación (EE) de las NPs, respectivamente. Lo contrario sucede con el 

P188, que afecta inversamente a la respuesta de Zav. A través del estudio 

DoE, se seleccionó una formulación con las mejores características 

fisicoquímicas, formulada con una concentración de 7,0 mg·mL-1 de PLGA, 

15,0 mg·mL-1 de P188 y 1,5 mg·mL-1 de FMT. Las NPs obtuvieron un Zav 

de 149,1 nm, una polidispersión (PI) de 0,079, un potencial zeta (ZP) de -34,3 

mV y una EE de 99,8%. Estas características hacen que las FMT-PLGA-

NPs sean un sistema adecuado para la administración ocular, debido a que 

la población de NPs es monodispersa y menor de 10 µm, y un ZP alto y 

negativo, lo cual evitaría la irritación ocular por tamaño de partículas o por 

la precipitación de ellas (Stolnik et al. 1995; Ali and Lehmussaari 2006). 

Paralelamente, se confirmó a través de microscopia electrónica de 

trasmisión (TEM) que las NPs son esféricas sin evidencia de agregación y 

con un tamaño similar a lo observado por la técnica de dispersión dinámica 

de la luz (DLS). 

Los estudios de interacción entre los componentes de las NPs 

optimizadas (FMT-PLGA-NPs) fueron llevado a cabo con las técnicas de 

difracción de rayos X (XRD), espectroscopia de infrarrojo con transformada 
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de Fourier (FTIR) y calorimetría diferencial de barrido (DSC). El estudio 

por XRD evidenció el estado semicristalino y cristalino del P188 y la FMT, 

respectivamente. El difractograma de las NPs permitió identificar que el 

fármaco estaba en un estado de dispersión molecular en la matriz polimérica 

(Panyam et al. 2004). Por otro lado, los espectros FTIR mostraron que no 

existen nuevos enlaces covalentes entre los componentes de las NPs que 

podrían desactivar la actividad farmacológica de la FMT (Sánchez-López et 

al. 2016). Finalmente, los termogramas de DSC demostraron que existe una 

interacción fármaco-polímero en las NPs, efecto atribuido a la encapsulación 

de un fármaco insoluble en agua en una matriz polimérica, provocando una 

disminución de la temperatura de transición vítrea del componente 

mayoritario del sistema, el PLGA (Abrego et al. 2014; Sánchez-López et al. 

2017). 

Los estudios biofarmacéuticos demostraron que el fármaco 

contenido en las NPs es liberado de manera más sostenida que el fármaco 

libre y que el fármaco comercial (Isoptoflucon®). Lo anterior se debe a la 

cinética tipo hipérbola de las NPs, donde, a las primeras horas existe una 

liberación rápida del fármaco unido lábilmente a la matriz polimérica (efecto 

de estallido), seguida de una liberación sostenida y creciente de la FMT 

(Anderson and Shive 2012; Allahyari and Mohit 2016). A través de los 

estudios de permeación ex vivo en córnea y esclera, se evidenció que las 

FMT-PLGA-NPs presentan mayor afinidad en atravesar la córnea que la 

esclera (p< 0,001), concordando con los resultados obtenidos por otros 

autores, en que las moléculas o sistemas hidrofóbicos como las NPs de 

PLGA permean más la córnea que la esclera (Lakhani, Patil and Majumdar 



DISCUSIÓN 

114 

2018). A su vez, la FMT contenida en las NPs poseen una capacidad dos 

veces mayor en atravesar la córnea que el Isoptoflucon®.  

A través de la utilización de la técnica de dispersión múltiple de la 

luz estática (S-MLS), se evidenciaron los fenómenos de inestabilización de 

las NPs, tales como la precipitación o floculación, que son imperceptibles al 

ojo humano. A partir de la señal de radiación retrodispersada por la muestra, 

se evidenció que las NPs son consideradas estables tanto a una temperatura 

de almacenamiento de 25 °C como a 4 °C, debido a que no hay una 

diferencia entre mediciones superior a un 20%. Sin embargo, se observó un 

inicio de inestabilidad en la formulación almacenada a 25 °C, debido al 

incremento de la solubilidad del P188 inducido por la temperatura. Lo 

anterior conllevaría que el P188 adherido a la superficie de las NPs se libere, 

causando una disminución en el ZP e iniciando los fenómenos de 

precipitación y/o floculación por formación de agregados (Storm et al. 1995; 

Fredenberg et al. 2011; Patel and Agrawal 2011). Consecuentemente, la 

temperatura ideal de almacenamiento de las FMT-PLGA-NPs de acuerdo a 

lo analizado, fue a los 4 °C, donde prácticamente la formulación se mantuvo 

sin cambios en su estabilidad, en el período estudiado.  

La evaluación de la tolerancia ocular de las FMT-PLGA-NPs en 

estudios in vitro (HET-CAM®) e in vivo (Test de Draize) puso de relieve su 

inocuidad en el tratamiento inflamatorio ocular. Ambos estudios catalogaron 

a las NPs como no-irritantes, asegurando que la administración de este 

sistema nanoestructurado no provocará irritación ocular tal como lo 

demuestran otros estudios con NPs de PLGA (Alvarado et al. 2015; Parra et 

al. 2016).  
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El estudio de eficacia antiinflamatoria previa inducción de la 

inflamación con araquidonato de sodio (SA), demostró que las FMT-PLGA-

NPs son significativamente más eficaces que el fármaco comercial en el 

tratamiento de la inflamación ocular aguda (p< 0,01). Además, el estudio de 

biodisponibilidad ocular comprobó que el fármaco de las NPs logra 

atravesar la córnea acumulándose en mayor proporción en el humor acuoso 

(p< 0,0001), el cual actuaría como un repositorio para luego distribuirse por 

los demás tejidos, haciéndolo útil para el tratamiento de ciertas uveítis 

posteriores (Warsi et al. 2014; Kalam and Alshamsan 2017; Bisht et al. 

2018). Estos resultados están en concordancia con la información obtenida 

del estudio de permeación ex vivo, en el que las NPs logran atravesar la 

córnea. Para el caso del Isoptoflucon®, no fue posible detectar cantidades de 

FMT en ningún de los tejidos oculares estudiados a través de la técnica de 

cuantificación utilizada (HPLC), demostrando que las NPs desarrolladas son 

capaces de tratar enfermedades inflamatorias tanto del segmento anterior 

como posterior del ojo en comparación con el fármaco comercial. 

En segundo lugar las FMT-PLGA-NPs, ya caracterizadas y evaluada 

su eficacia antiinflamatoria fueron incorporadas en geles termosensibles. 

Para ello se realizó un DoE, donde se evaluó como las concentraciones de 

metilcelulosa (MC) y poloxamer 407 (P407) afectaban la prueba de 

capacidad de gelificación (Gt), la temperatura de transición sol-gel (Tsol-gel) 

y la viscosidad (Vs) de los geles. Se evidenció que las concentraciones de 

MC y P407 son directamente influyentes en las respuestas del Gt y Vs (p< 

0,01). Para el caso Tsol-gel, solo P407 tiene un efecto significativo 

inversamente proporcional (p< 0,001), es decir, a medida que la 

concentración de P407 aumenta, la Tsol-gel disminuye (dos Santos et al. 2015; 
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M.A. Fathalla et al. 2017). De acuerdo al DoE, se seleccionaron tres 

formulaciones (PG2, PG5 y PG8), teniendo como principal criterio la 

formación del gel y su estabilidad a la temperatura corneal. 

Los geles PG2 y PG5 presentaron una capacidad gelificante similar 

“gelificación lenta y disolución rápida”, valor otorgado cuando una muestra 

del gel se mantiene suspendida al menos 30 minutos en una solución 

simulada de lágrimas a 34 °C. En el caso de la formulación PG8, su forma 

de gel se mantuvo al menos durante 2 horas. Estas diferencias entre 

formulaciones son debido a la concentración creciente de MC (0-1% p/v), lo 

cual aporta mayor rigidez al gel para que se mantenga un mayor tiempo 

constituido. Por otro lado, los reogramas de los geles confirmaron un perfil 

pseudoplástico a temperatura corneal con una viscosidad aparente de 

alrededor de 3000 mPa·s, valor relativamente alto que podría causar 

irritación ocular según la literatura (Abrego et al. 2015; Morsi et al. 2017). 

A pesar de lo anterior, la elevada tasa de cizalla ocular que va desde 0,03 s-

1 entre parpadeos hasta 4000-28500 s-1 en el parpadeo y con un sistema de 

liberación pseudoplástico, interferiría menos con la película lagrimal que 

tiene el mismo perfil reométrico (perfil pseudoplástico), evitando de esta 

forma la irritación ocular. Conjuntamente, la alta viscosidad de los geles y 

la baja cizalla ocular permitiría aumentar el tiempo de residencia precorneal, 

incrementando la biodisponibilidad ocular del fármaco. En cambio, la alta 

cizalla inducida por el parpadeo rompería las interacciones entre las cadenas 

poliméricas del P407, permitiendo que fluya y se distribuya uniformemente 

a una viscosidad constante sobre la superficie ocular (Mansour et al. 2008; 

Almeida et al. 2013; M.A. Fathalla et al. 2017; Morsi et al. 2017).  
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Los geles optimizados demostraron tener una Tsol-gel promedio de 21 

°C, donde las formulaciones inician el incremento de su viscosidad y el 

componente elástico, ambos propio de un gel, hasta estabilizarse a una 

temperatura cercana a los 34 °C (Chang et al. 2002). Asimismo, la prueba 

habilidad de fluidez comprobó que los geles no fluyen como un líquido 

newtoniano a los 34 °C. Desde un punto de vista molecular, a temperaturas 

inferiores a la Tsol-gel existe un comportamiento newtoniano, donde las 

cadenas poliméricas de P407 se encuentran desordenadas, no obstante, a 

partir de los 21 °C estas cadenas se ordenan en forma de micelas 

encapsulando en su interior las FMT-PLGA-NPs, hasta estabilizarse a la 

temperatura corneal (Djekic et al. 2015; Shelke et al. 2016). Este 

comportamiento de gelificación facilitaría la administración de este tipo de 

sistema pudiéndose dosificar en gotas oftálmicas, pero con los beneficios 

propios de un gel al entrar contacto con el ojo, evitando las rutas de 

eliminación anatómicas del ojo como la renovación lagrimal.  

El sistema gelificante desarrollado fue examinado a través de TEM 

para corroborar que las FMT-PLGA-NPs se mantenían integras al 

incorporarse en los geles PG2, PG5 y PG8. Las imágenes del TEM 

evidenciaron que las NPs se distribuían uniformemente en el gel sin 

aglomeraciones, manteniendo su forma esférica y su tamaño promedio. 

En el estudio de diálisis en celdas de Franz se caracterizó el perfil 

cinético de liberación de la FMT desde los geles. En los perfiles 

biofarmacéuticos se observó que los geles evitan el efecto de liberación 

rápida de la FMT desde las NPs como sucedió en el primer artículo. Los 

geles presentaron un perfil de primer orden con una liberación lenta y 
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sostenida de la FMT. A pesar de ello, el PG2 presentó una baja rigidez, 

debido a la ausencia de MC, por lo que la cantidad liberada de FMT a las 24 

horas fue similar a las NPs. El caso contrario sucede con la formulación PG8, 

cuya liberación es muy lenta debido a la presencia de 1% de MC. Este 

estudio biofarmaceútico evidenció que la formulación PG5 (0,5% de MC) 

es la que posee características adecuadas, permitiendo la liberación lenta y 

sostenida desde la matriz gelificante (Huang and Brazel 2001; Bilensoy et 

al. 2006; Gou et al. 2008; dos Santos et al. 2015).  

Se estudió la estabilidad de los geles que incorporan las NPs 

optimizadas en las mismas condiciones ideales que el primer artículo (4 °C) 

durante dos meses de almacenamiento. Los perfiles de retrodispersión 

evidenciaron que los geles no mostraron una diferencia mayor del 20% entre 

las mediciones, considerándose estables. El PG2 es la formulación que 

muestra indicios de precipitación por la ausencia de MC en su composición 

y no se observaron, en cambio, modificaciones del perfil de luz 

retrodispersada en PG5 y PG8, atribuido a la MC. Cabe destacar que las 

formulaciones a la temperatura del ensayo se encuentran en estado de 

suspensión, por lo cual se incrementaría la inestabilidad de los geles 

(Almeida et al. 2017; Mallandrich et al. 2017). Debido a lo anterior, se 

recomienda antes de su uso, realizar una agitación suave para asegurar la 

homogeneidad de la suspensión que se instilará en el ojo.  

Se comprobó la inocuidad de los geles a través de las pruebas de 

HET-CAM® y Draize, que pusieron de relieve una óptima tolerancia ocular. 

Esto permitió demostrar que el perfil reométrico tipo pseudoplástico evita la 
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irritación ocular a pesar de poseer una viscosidad aparente elevada (Patel et 

al. 2016; Alkhatib et al. 2017; M.A. Fathalla et al. 2017).  

Se comprobó la eficacia terapéutica de los geles termosensibles se 

comprobó a través de estudios de prevención y tratamiento de la inflamación 

ocular aguda inducida por SA. En ambos estudios, las formulaciones PG2 y 

PG5 fueron las que evidenciaron un efecto antiinflamatorio significativo en 

comparación al fármaco comercial (p< 0,05). Al mismo tiempo, el estudio 

de biodisponibilidad ocular demostró que la formulación PG5 es la que 

posee mayor capacidad para alcanzar los tejidos profundos del ojo tales 

como el cristalino y el humor acuoso (Kumar et al. 2013; Parmar et al. 2018; 

Shelley et al. 2018; Wen et al. 2018).  

Los anteriores estudios demostraron que tanto las FMT-PLGA-NPs 

como el gel termosensible PG5 son efectivos en el tratamiento de la 

inflamación ocular que involucran las zonas posteriores de la córnea. Desde 

un punto de vista clínico, la formulación de NPs resultaría útil al inicio de 

un tratamiento antiinflamatorio diurno, debido a su liberación rápida en las 

primeras horas y su posterior liberación sostenida. Durante la noche, el gel 

termosensible permitiría el mantenimiento de la terapia antiinflamatoria 

ocular y además, como la formulación instilada es de características 

viscoelásticas su administración nocturna evitaría la incomodidad en el 

paciente (Nguyen et al. 2018).  
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4.2. NPs de maleímido-PEG-PLGA conjugadas con CPPs 

Previamente a la conjugación de los CPPs a las NPs, se sintetizaron 

los polímeros Rodamina-PLGA (Rho-PLGA) y maleímido-PEG-PLGA (m-

PEG-PLGA con la técnica de la vía de la carbodiimida (Hermanson 2008; 

Valeur and Bradley 2009). La estructura de estos polímeros fue comprobada 

a través de las técnicas de resonancia magnética nuclear (RMN-H), FTIR y 

XRD. En primer lugar, los espectros de RMN-H y FTIR confirmaron la 

unión entre el polímero NHS-PLGA y m-PEG, debido a la eliminación de 

los picos provenientes del grupo NHS que no están presentes en el espectro 

m-PEG-PLGA. Conjuntamente, el espectro de RMN-H del polímero m-

PEG-PLGA evidenció la presencia de los grupos etilenglicol y maleímido 

del m-PEG, confirmándose su unión al NHS-PLGA. La utilización de los 

espectros RMN-H permitió calcular el grado de pegilación y la masa relativa 

(MR) del PEG en el polímero, siendo éste de un 30% y 9%, respectivamente. 

En segundo lugar, los difractogramas del m-PEG-PLGA mostraron un perfil 

amorfo, en concordancia con otros autores, que afirman que los picos 

cristalinos del PEG no son visualizados cuando su presencia es inferior al 

10% en masa en el polímero (Pereira et al. 2016; Cano et al. 2018; Sánchez-

López et al. 2018).  

El polímero m-PEG-PLGA sintetizado fue utilizado para la 

elaboración de las NPs, las cuales presentaron un Zav cercano a 150 nm con 

un ZP negativo, una distribución monodispersa (PI< 0,2) y una EE de 99% 

(0,5 mg·mL-1). Las anteriores características evitarían la irritación ocular y 

la precipitación temprana de las NPs (Stolnik et al. 1995; Ali and 

Lehmussaari 2006). Paralelamente, los pesos moleculares de los CPPs 
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(TAT49-57, pAntp43-58 y G2), sintetizados en fase sólida, fueron confirmados 

por espectroscopia de masas (MALDI-TOF/TOF). Consiguientemente, se 

realizó la conjugación entre el maleímido del polímero y el grupo tiol de la 

cisteína de los CPPs con las NPs en suspensión. De lo anterior, se obtuvieron 

NPs funcionalizadas con un aumento en el Zav de 17 nm y un ZP menos 

negativo con respecto a las NPs iniciales. Estos cambios en las 

características fisicoquímicas son consecuencia de la conjugación de los 

CPPs, que aumentan el tamaño de las NPs y por sus características catiónicas 

que modifican la carga superficial, variando el ZP hacia un valor más 

positivo (Vasconcelos et al. 2015). La técnica utilizada para la conjugación 

entre el maleímido y el residuo de cisteína de los CPPs resultó exitosa, 

obteniéndose un grado de conjugación (MR) del TAT49-57, pAntp43-58 y G2 

en masa en el polímero m-PEG-PLGA de 2,0, 4,6 y 0,6 %, respectivamente 

(Ravi et al. 2012; Northrop, Frayne and Choudhary 2015; Sazano and 

Torchilin 2015).  

Los estudios de citotoxicidad en HCE-2 realizados tanto a baja como 

alta concentración durante 24 horas (5 y 50 µg·mL-1), evidenciaron que las 

NPs conjugadas poseen una viabilidad celular comparable al control 

negativo (células sin tratar). El fármaco comercial mostró indicios de 

citotoxicidad tanto a baja como a alta concentración a las 24 y 48 horas de 

tratamiento, debido a la presencia cloruro de benzalconio y polisorbato 80 

en su composición (Liu et al. 2006; Khoh-Reiter and Jessen 2009; 

Czajkowska-Kośnik et al. 2015). A las 48 horas, la formulación G2 mostró 

una viabilidad celular aumentada con respecto al control negativo. De 

acuerdo a los resultados de RMN-H, se demostró que la conjugación del G2 

al polímero fue baja en comparación a los demás CPPs. Adicionalmente se 
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ha evidenciado en otros estudios que el maleímido libre puede incrementar 

el metabolismo celular y por lo tanto, aumentar la respuesta del MTT (Ali et 

al. 2017). Lo anterior se corroboró a través del estudio de la viabilidad 

celular de NPs sin conjugar con CPP a una concentración 50 µg·mL-1 

durante 48 horas, evidenciándose que los sitios sin conjugar del maleímido 

aumentan significativamente la respuesta del MTT (p< 0,01) en 

comparación con las formulaciones con CPPs.  

La disminución de la expresión de citoquinas proinflamatorias por 

parte de las NPs conjugadas se evidenció en la mayoría de los casos. Las 

formulaciones G2-NPs y TAT-NPs mostraron un efecto igual o mayor que 

el Isoptoflucon® en reducir la concentración de IL-1β, IL-6 y TNFα. 

Particularmente, la reducción de TNFα fue mayor por parte de G2-NPs (p< 

0,05), que en las otras citoquinas dejando claro que un AMPs puede tener 

actividad CPP (Delcroix et al. 2010; Splith and Neundorf 2011). La 

formulación pAntp-NPs incrementó la expresión de IL-8, probablemente 

debido a su mecanismo de internalización de celular, traslocación, que 

provocó una desestabilización excesiva de la membrana celular, teniendo 

como consecuencia la iniciación de la cascada inflamatoria mediada por 

citoquinas. De acuerdo a lo anterior, la administración de pAntp-NPs en 

células HCE-2 no resultaría útil debido a su efecto en la membrana celular, 

en cambio, en las formulaciones TAT-NPs y G2-NPs sus mecanismos de 

internalización permitieron incrementar la eficacia de la FMT en 

comparación al fármaco comercial (Drin et al. 2001).  

Los estudios de captación de NPs tanto in vivo como in vitro 

demostraron que las TAT-NPs y G2-NPs son las formulaciones que más se 
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internalizaron. En el estudio in vivo es posible evidenciar que las G2-NPs 

poseen una internalización superior al estudio in vitro, debido a los sitios sin 

reaccionar del maleímido que se conjugan con los grupos tioles de la mucina 

ocular (Tonglairoum et al. 2016). Lo anterior conllevaría un aumento del 

tiempo residencia precorneal y, por ende, una mayor internalización en los 

tejidos oculares.  
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In this doctoral thesis, three controlled release polymeric nanostructured 

systems containing FMT were developed for the treatment of inflammatory 

conditions of the anterior and posterior segment of the eye. 

• PLGA NPs (FMT-PLGA-NPs) and the in-situ forming gel (PG5) 

containing FMT that were optimized by DoE, obtained 

physicochemical characteristics suitable for ocular administration as 

eye drops. 

• The use of the carbodiimide pathway as a synthesis strategy for the 

polymers Rho-PLGA and m-PEG-PLGA was appropriate, 

confirming its structure by H-NMR, FTIR and XRD techniques. 

• CPPs were successfully synthesized by the automated solid-phase 

parallel peptides synthesis technique confirming their molecular 

weight by mass spectroscopy (MALDI-TOF/TOF).  

• The conjugation of the peptide sequences with the NPs was 

confirmed by H-NMR, where the percentage amount (MR) 

conjugated to the polymer was higher with pAntp43-58 followed by 

TAT49-57 and G2. 

• The biopharmaceutical behaviour showed that the FMT-PLGA-NPs 

had a hyperbola release profile with an initial burst release effect 

followed by an increasing and sustained release of FMT. In addition, 

it was evidenced that NPs have greater affinity in crossing the cornea 

than the sclera.  

• The incorporation of the FMT-PLGA-NPs to the thermosensitive gel 

(PG5) avoided the burst release in the first hours adjusting to a first 

order profile. 
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• Developed formulations (FMT-PLGA-NPs, PG5, TAT-NPs, pAntp-

NPs and G2-NPs) showed an optimal tolerance in both in vitro 

(HET-CAM® and MTT) and/or in vivo (Draize test) assays. 

• FMT-PLGA-NPs as the thermosensitive gel (PG5) tested in pigs and 

rabbits, respectively, demonstrated to be more effective in the 

treatment and prevention of ocular inflammatory conditions that the 

commercial drug. 

• NPs conjugated with TAT49-57 and G2 decreased the expression of 

proinflammatory cytokines and improved internalization in both the 

HCE-2 cells and in the mouse eye. Particularly, G2-NPs showed an 

internalization in vivo greater than in vitro due to the free maleimide 

that bound to the thiol groups of the ocular surface mucin, increasing 

their precorneal residence time. 

• Nanostructured systems with FMT developed could be a new 

strategy for the treatment of ocular inflammatory disorders. 

Particularly, the NPs would be useful in daytime treatment and the 

thermosensitive gel in the maintenance of nocturnal therapy. 
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