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RESUMEN 

La inflamación ocular es uno de los trastornos oftalmológicos más 

comunes y está asociada a un amplio abanico de patologías que afectan tanto 

al segmento anterior como posterior del ojo. El síndrome del ojo seco (SOS) 

o queratoconjuntivitis sicca es una patología de la superficie ocular, crónica 

y multifactorial, caracterizada por la pérdida de la homeostasis de la película 

lagrimal. Es la primera causa de consulta oftalmológica y está asociada a 

diferentes síntomas oculares como inestabilidad e hiperosmolaridad de la 

película lagrimal, inflamación en la superficie ocular, daño y anomalías 

neurosensoriales. 

Existe una amplia variedad de alternativas terapéuticas para el 

tratamiento del SOS y las enfermedades inflamatorias oculares. Las 

lágrimas artificiales administradas por vía tópica, se utilizan para lubricar la 

superficie ocular, con el fin de mantener la humedad y evitar la desecación, 

produciendo un alivio instantáneo de los síntomas. Sin embargo, al no tener 

propiedades antinflamatorias, no actúan sobre la patogenia fundamental de 

la enfermedad, la inflamación. Por otro lado, los tratamientos habituales 

para combatir la inflamación ocular incluyen corticosteroides y 

antiinflamatorios no esteroideos (AINEs), desaconsejados para su uso 

prolongado debido al amplio número de efectos adversos que conlleva.  

La Lactoferrina (LF) es una glicoproteína con numerosas 

propiedades terapéuticas, entre las que se incluye la capacidad 

antinflamatoria, antioxidante e inmunomoduladora. Está presente en las 

lágrimas basales y reflejas constituyendo un 20-30 % del proteoma, en 

pacientes sanos, disminuyendo significativamente en pacientes con la 
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enfermedad de ojo seco. Sin embargo, uno de los retos más importantes en 

el tratamiento ocular por vía tópica es la rápida eliminación vía conjuntiva 

y conducto nasolacrimal del activo administrado, dando como resultado una 

vida media precorneal limitada. Considerando lo anterior, el objetivo 

principal de esta investigación es el desarrollo y caracterización de dos 

sistemas nanoestructurados conteniendo LF, un vehículo polimérico basado 

en NPs de PLGA (bLF-NPs) y uno lipídico, basado en liposomas (bLF-LIP). 

Ambas formulaciones presentaron características fisicoquímicas adecuadas 

para la administración por vía ocular, así como un perfil biofarmacéutico de 

liberación prolongada de la LF. Los dos sistemas desarrollados mostraron 

una óptima tolerancia ocular, respaldada por los resultados in vitro (MTT y 

HET-CAM) e in vivo (test de Draize). Los ensayos de eficacia terapéutica 

in vitro e in vivo (en modelos de inflamación y sequedad ocular), 

demostraron su elevada eficacia tanto en la prevención y el tratamiento de 

la inflamación ocular del segmento anterior del ojo como en el tratamiento 

del síndrome de ojo seco. En conclusión y considerando los resultados 

obtenidos, ambos sistemas nanoestructurados de LF constituirían una 

alternativa prometedora, eficaz y segura para el tratamiento por vía tópica 

de patologías inflamatorias oculares. 
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ABSTRACT 

Ocular inflammation is one of the most common ophthalmological disorders 

and is associated with a wide range of pathologies affecting both the anterior 

and posterior segments of the eye. Dry eye syndrome (DES) or 

keratoconjunctivitis sicca is a chronic, multifactorial ocular surface 

pathology characterised by loss of tear film homeostasis. It is the leading 

cause of ophthalmological consultation and is associated with different 

ocular symptoms such as tear film instability and hyperosmolarity, ocular 

surface inflammation, damage, and neurosensory abnormalities. 

A wide variety of therapeutic alternatives exist for the treatment of DES and 

inflammatory ocular diseases. Topically administered artificial tears are 

used to lubricate the ocular surface to maintain moisture and prevent drying, 

producing instant relief of symptoms. However, it does not present anti-

inflammatory properties, so it does not act on the fundamental pathogen of 

the disease, inflammation. On the other hand, the usual treatments to combat 

ocular inflammation include corticosteroids and non-steroidal anti-

inflammatory drugs (NSAIDs), which are not recommended for prolonged 

use due to the large number of side effects associated with them.  

Lactoferrin (LF) is a glycoprotein with numerous therapeutic properties, 

including anti-inflammatory, antioxidant and immunomodulatory capacity. 

It is present in basal and reflex tears and constitutes 20-30% of the proteome 

in healthy patients, decreasing significantly in patients with dry eye disease. 

However, one of the most important challenges in topical ocular treatment 

is the rapid elimination of the administered active via conjunctiva and 

nasolacrimal duct, resulting in a limited precorneal half-life. Considering 
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the above, the main objective of this research is the development and 

characterisation of two nanostructured systems containing LF, a polymeric 

vehicle based on PLGA NPs (bLF-NPs) and a lipidic one, based on 

liposomes (bLF-LIP). Both formulations presented physicochemical 

characteristics suitable for ocular administration, as well as a 

biopharmaceutical profile based on prolonged release of LF. Both systems 

developed showed optimal ocular tolerability, supported by in vitro (MTT 

and HET-CAM) and in vivo (Draize test) results. In vitro and in vivo 

therapeutic efficacy tests (in models of ocular inflammation and dry eye), 

demonstrated their high efficacy both in the prevention and treatment of 

ocular inflammation of the anterior segment of the eye and in the treatment 

of dry eye syndrome. In conclusion, and considering the results obtained, 

both nanostructured LF systems would constitute a promising, effective, and 

safe alternative for the topical treatment of ocular inflammatory pathologies. 
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1.1 Características anatómicas y fisiológicas de la vía ocular 

El ojo es uno de los órganos más pequeños y complejos del cuerpo 

humano. Su función es proporcionar la información visual del entorno, 

mediante la conversión de la luz en señales eléctricas y su transmisión, a 

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

procesadas las imágenes (Willoughby et al., 2010). El globo ocular posee 

una forma esférica de aproximadamente 2,5 cm de diámetro anteroposterior 

y 7,5 cm de circunferencia, y dado que comparte numerosas propiedades 

anatómicas y fisiológicas con el cerebro, se considera una extensión del 

sistema nervioso central (Galloway et al., 2016; Groef and Cordeiro, 2018; 

Kels et al., 2015).  

Su estructura se puede subdividir ampliamente en dos segmentos: 

anterior y posterior (Figura 1). El segmento anterior ocupa 

aproximadamente un tercio del globo, mientras que la porción restante 

pertenece al segmento posterior. Tejidos como la córnea, la conjuntiva, el 

humor acuoso, el iris, el cuerpo ciliar y el cristalino conforman el segmento 

anterior. El segmento posterior del ojo incluye la esclera, la coroides, la 

retina, el nervio óptico y el humor vítreo (Patel et al., 2013)   
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Figura 1. Segmentos y partes del globo ocular (adaptación de (Forrester et al., 

2016). 

 

El globo ocular está constituido por tres capas concéntricas 

principales. La variación anatómica y fisiológica de cada capa presenta una 

barrera significativa que dificulta el alcance de un fármaco a su diana tras 

su administración tópica (Gaudana et al., 2010).  

La capa más externa es la córneo-escleral, la cual constituye la 

primera barrera del ojo y es una estructura fibrosa y protectora, constituida 

por la córnea y la esclera (Figura 2). 
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Figura 2. Estructura de la capa córneo-escleral (adaptación de (Galloway et al., 

2016)). 

La córnea se caracteriza por ser transparente, regular y avascular, lo 

cual es indispensable para la visión, y a su vez, está constituida por 6 capas 

de diferente naturaleza (de anterior a posterior: epitelio, membrana de 

Bowman, estroma, capa de Dua, membrana de Descemet y endotelio). 

El epitelio corneal es un epitelio estratificado y está constituido por 

unas 4-6 capas de células no queratinizadas. Limita con la membrana de 

Bowman por una membrana basal firmemente adherida a través de fibras de 

colágeno. Sufre una renovación celular constaste mediante mitosis, gracias 

al flujo de células madre procedentes del limbo, dando lugar a una 

renovación celular completa, aproximadamente, cada 10 días (Galloway et 

al., 2016). 
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Sus funciones principales comprenden: 

 (1) diferentes mecanismos de protección ocular, tales como, la 

protección física de las capas más profundas debido a su superficie elástica 

y renovable; la estabilización ante un posible desgarro por la presencia de 

microvellosidades y pliegues; la función de barrera, favorecida por la 

presencia de uniones en hendidura o gap y uniones estrechas intercelulares 

frente al paso de líquidos y microorganismos; y la protección frente a 

radiaciones ultravioleta de longitud de onda corta;  

(2) la producción de glucocálix y  

(3) por último, su estructura uniforme le confiere la transparencia y 

capacidad refractiva fundamentales para la función visual (Downie et al., 

2021).  

Además de células epiteliales, en el epitelio corneal también pueden 

encontrarse células dendríticas presentadoras de antígenos y nervios 

sensoriales. 

La lámina anterior limitante o membrana de Bowman es una red 

densa de fibras de colágeno orientadas al azar y es acelular, excepto en las 

zonas donde las fibras nerviosas del estroma penetran en el epitelio.  

El estroma corneal, también llamado sustancia propria, confiere 

rigidez y espesor a la córnea. Está compuesto por fibras de colágeno y 

células de tejido conectivo, queratocitos, todo ello embebido una matriz 

extracelular. Además, presenta la inclusión de fibras nerviosas sensoriales. 
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Respecto a la membrana de Dua, delimita el estroma y la membrana 

de Descemet. Se presenta como una membrana acelular, delgada, resistente 

e impermeable al aire, constituida por fibras de colágeno altamente 

comprimidas. Fue descrita por primera vez en 2013 y existe cierta 

controversia en torno a su existencia (Dua et al., 2013). 

La lámina posterior limitante o Membrana de Descemet es la 

membrana basal del endotelio corneal. El grosor y elasticidad de su 

estructura de colágeno, dispuesto de forma muy regular, le confieren gran 

resistencia frente a traumatismos o patologías. 

Por último, el endotelio corneal, consiste en una monocapa de 

células escamosas que recubre la superficie interna de la membrana de 

Descemet y posteriormente se enfrenta a la cámara anterior. Está compuesta 

por nutrientes procedentes del humor acuoso y mantiene la hidratación del 

estroma a través de la bomba Na+/K+-ATPasa, lo que contribuye a la 

transparencia de la córnea (Downie et al., 2021). 

Por su parte, la esclera, es un tejido opaco y blanquecino, no 

vascularizado y de naturaleza viscoelástica, formado por fibroblastos y una 

matriz de colágeno con haces dispuestos al azar. Posee tres capas 

principales: la epiesclera, formada por fibroblastos, proteoglicanos, 

melanocitos y glicoproteínas, entrelazados en una matriz de colágeno; el 

estroma escleral, constituido por fibras de colágeno más gruesas y ciertos 

melanocitos, que le confieren un color más oscuro; y la lámina fusca, 

formada por haces de colágeno más cortos y gran cantidad de melanocitos, 

situada adyacente a la úvea. Además, posee un surco que permite el paso de 

vasos ciliares y nervios. En la esclera se acoplan los músculos oculares, y 
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presenta funciones de protección y mantenimiento de la forma del globo 

ocular (Lawrenson, 2018). 

La zona en la cual el epitelio de la superficie externa de la córnea 

continúa con la conjuntiva bulbar, una membrana mucosa delgada, suelta y 

transparente que recubre la parte anterior de la esclera, es decir, la unión 

entre ambas estructuras, se denomina limbo, y está constituido por un anillo 

de células madre altamente vascularizado, responsable de la regeneración 

del epitelio corneal (Galloway et al., 2016).  

La úvea, la capa intermedia, se encuentra altamente vascularizada y 

pigmentada debido a la gran cantidad de melanocitos presentes (Forrester et 

al., 2016; Groef and Cordeiro, 2018).  

La parte anterior de la úvea constituye el iris, que posee una apertura 

denominada pupila, cuya función consiste en regular la cantidad de luz que 

penetra en el globo ocular. El iris presenta unos capilares poco permeables 

a moléculas, debido a la presencia de la barrera hematoacuosa (BHA). Esta 

barrera consta de dos capas de células ubicadas en el epitelio del cuerpo 

ciliar del iris y en el endotelio de sus vasos sanguíneos. Ambas capas 

celulares expresan complejos de uniones estrechas, impidiendo así la 

entrada de solutos al humor acuoso (Gaudana et al., 2010).  

La parte posterior de la úvea se denomina coroides y está compuesta 

por tejido conectivo vascular. Es la encargada de nutrir las diferentes capas 

de la retina.  
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La fracción que une el iris con la coroides es el cuerpo ciliar y sus 

tres funciones principales incluyen la secreción de humor acuoso, el ajuste 

del enfoque del cristalino y el drenaje del humor acuoso (Cholkar et al., 

2012; Forrester et al., 2016).   

La tercera capa es la retina, es la capa nerviosa del ojo y recubre el 

interior de la coroides. Está constituida por la retina neural, a su vez formada 

por grupos de neuronas y células interconectadas entre las que se encuentran 

las fotorreceptoras (conos y bastones); y el epitelio pigmentario de la retina 

(EPR), formado por una capa de células situadas entre la coroides y las 

células fotorreceptoras (Groef and Cordeiro, 2018). 

 Las uniones estrechas existentes entre el EPR y las células 

endoteliales vasculares conforman la barrera hematorretiniana (BHR) cuya 

función es restringir el transporte no especifico de moléculas entre la sangre 

circulante y la retina neural (Zuhaila García-Rubio and Lima-Gómez, 2014).  

La retina se encuentra muy vascularizada y presenta gran 

sensibilidad a la luz, que produce la excitación de las células fotorreceptoras, 

desencadenando una cascada de reacciones bioquímicas capaces de generar 

señales eléctricas, que son enviadas mediante el nervio óptico al cerebro, 

originando el fenómeno de la visión (Dua et al., 2013; Galloway et al., 

2016). 

A su vez, el interior ocular se divide en tres compartimentos: la 

cámara anterior, situada entre la córnea y el iris, que contiene el humor 

acuoso; la cámara posterior, constituye el espacio entre la superficie 

posterior del iris y el cristalino; y la cámara vítrea que se sitúa entre la cara 

posterior del cristalino y la retina (Figura 3). 
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Figura 3. Compartimentos del globo ocular (adaptación de (Galloway et al., 

2016)). 

El volumen normal de humor acuoso es de 0,3 mL y sus funciones 

principales son nutrir al cristalino y a la córnea, y mantener la presión 

intraocular.  

El humor vítreo consiste en una red tridimensional de fibras de 

colágeno y moléculas de ácido hialurónico polimerizado, capaces de 

contener grandes cantidades de agua. Posee un papel fundamental en el 

mantenimiento de la estructura ocular y de soporte de la retina (Galloway et 

al., 2016; Kels et al., 2015).  

La administración de moléculas con actividad farmacológica a 

nivel ocular, por vía tópica, presenta numerosas ventajas. Al ser una técnica 

no invasiva, relativamente rápida, segura y fácil de usar, posee gran 

aceptación por el paciente. Sin embargo, la mala absorción y la 

biodisponibilidad deficiente del activo, por causa de las diferentes barreras 

anatómicas y fisiológicas, limitan su efectividad (Bachu et al., 2018; Patel 

et al., 2013). 
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En el momento en el que el colirio es administrado en la superficie 

ocular, un volumen de aproximadamente 40 μL entra en contacto con la 

película lagrimal y se enfrenta a la acción mecánica del parpadeo reflejo y 

al drenaje nasolacrimal. Esto produce un aumento en el volumen del fondo 

de saco conjuntival que favorece el aumento de la secreción de lágrimas y 

su drenaje, con la finalidad de restaurar su volumen promedio de 10 μL. Se 

produce la pérdida en un 95 % del activo disponible para ejercer la acción 

terapéutica en el área precorneal (Bachu et al., 2018). Por lo tanto, el tiempo 

de contacto del fármaco con los tejidos oculares será de 1-2 minutos. El 

conducto nasolacrimal, cuyas paredes están vascularizadas, traslada el 

fluido lagrimal desde el ojo hasta la cavidad nasal, lo que puede producir la 

absorción sistémica del activo, pudiendo potenciar sus efectos adversos a 

nivel extraocular.  

La película lagrimal es una capa liquida protectora que recubre la 

superficie ocular y contiene lípidos, proteínas y electrolitos. Posee un 

espesor de aproximadamente 3-4 μm y se renueva a una velocidad de 

alrededor del 16 % por minuto mediante el parpadeo. 

El concepto tradicional de un modelo de película lagrimal de tres 

capas ha sido reemplazado por un modelo que contempla una estructura más 

ordenada y compleja (Figura 4). Comprende una capa superficial lipídica, 

que recubre a una fase acuosa más amplia, compuesta por mucinas en 

suspensión y esta, a su vez, se superpone al glucocálix, también constituido 

por mucinas transmembrana, con largas estructuras filamentosas, unidas 

estrechamente a las microvellosidades de los epitelios corneal y conjuntival. 
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Figura 4. Estructura de la película lagrimal (adaptación de (Downie et al., 2021)).  

La función principal de los lípidos es impedir la evaporación de la 

sección acuosa y reducir la tensión superficial de la lágrima, para favorecer 

su retención y su extensión por la superficie ocular (Downie et al., 2021). 

 Las mucinas ayudan a lubricar la superficie reduciendo la fricción 

durante el parpadeo.  

El proteoma lagrimal describe una gran cantidad de proteínas y 

péptidos presentes. Entre otros, se encuentran la lizosima, lactoferrina, 

lipocalina-1, albumina e inmunoglobulinas, así como una amplia variedad 

de mediadores inflamatorios (Craig et al., 2017). 

Los electrolitos presentes en la lagrima contribuyen a la homeostasis 

de la superficie ocular y son los principales responsables de la osmolaridad. 

Principalmente se encuentra sodio, potasio, cloro y bicarbonato (Downie et 

al., 2021). 

Además, la lágrima contiene moléculas antioxidantes que ayudan a 

proteger la superficie ocular del estrés oxidativo, tales como el glutatión, el 
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ácido ascórbico, la cisteína, la tirosina o la lactoferrina (Downie et al., 2021; 

Georgiev et al., 2017). 

Las moléculas que son capaces de atravesar la película lagrimal se 

enfrentan a dos rutas de absorción: la corneal y la no-corneal (conjuntiva-

esclera) (Figura 5).  

 
Figura 5. Rutas de absorción y eliminación de sustancias activas a nivel ocular 

(adaptación de (Swetledge et al., 2021)). 
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La ruta corneal implica el paso del activo a través de las 6 capas de 

la córnea. En primer lugar, por el epitelio corneal, cuyas células se 

encuentran de forma ordenada y compacta a través de uniones estrechas. 

Esto le confiere alta lipofilicidad, favoreciendo el paso de moléculas 

hidrofóbicas por permeación transcelular. Ciertas moléculas hidrofílicas que 

poseen un tamaño inferior a 350 KDa, podrían atravesar, también, el epitelio 

utilizando la ruta paracelular. Las células del epitelio corneal poseen carga 

neta negativa a pH fisiológico, por lo que se ve favorecida la permeación de 

moléculas cargadas positivamente (Bachu et al., 2018). El estroma, sin 

embargo, es una capa hidrofílica y gelificada que presenta el 90% del grosor 

de la córnea. Posteriormente, se encuentra el endotelio cuyas uniones 

intercelulares son amplias y permiten la entrada de compuestos hidrófilos 

(Mazet et al., 2020). 

Una vez atravesada la córnea, la molécula alcanza la cámara anterior 

y es distribuida en el humor acuoso. El cual tiene una tasa de renovación de 

2-3 μL por minuto. Desde ahí, la molécula es capaz de alcanzar diferentes 

tejidos del segmento anterior como el iris, el cristalino o el cuerpo ciliar por 

permeación a través de los tejidos o mediante la BHA (Hazare et al., 2016). 

En el caso de la ruta no-corneal, la molécula entra en contacto con 

la conjuntiva bulbar, la membrana celular mucosa que recubre la esclera, 

cuyos espacios intercelulares son menos estrechos que en el epitelio corneal. 

Por esta capa, así como por la esclera, principalmente permearían las 

moléculas hidrofílicas y de alto peso molecular. Una vez atravesada la 

esclera, desde la coroides, altamente vascularizada, la molécula activa 
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lograría alcanzar los tejidos adyacentes donde ejercer su acción 

farmacológica (Lakhani et al., 2018). 

Por otra parte, la absorción del activo se ve dificultada por la 

presencia de bombas de eflujo o proteínas de membrana, cuya función es la 

expulsión de sustancias desde el citoplasma celular al liquido extracelular. 

Entre ellas se encuentra la glicoproteína P (gp-P) presente en células de 

diferentes tejidos oculares, que restringe la entrada a moléculas anfipáticas 

y la proteína asociada a la resistencia de múltiples fármacos (MRP), 

transportador responsable de la expulsión de diferentes aniones orgánicos y 

compuestos conjugados del interior celular (Bachu et al., 2018). 

La presencia de estas barreras oculares estáticas (diferentes capas de 

la córnea, esclera, retina y barreras hematoacuosa y hematorretiniana) y 

dinámicas (flujo sanguíneo coroideo y conjuntival, aclaramiento linfático, y 

dilución lacrimal) hace que la administración de fármacos por vía tópica 

presente un gran desafío, dando lugar al desarrollo de nuevas formas 

farmacéuticas nanotecnológicas que facilitan su administración y absorción 

hacia el tejido diana. 
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1.2 Enfermedades frecuentes del segmento anterior ocular 

1.2.1 Síndrome del ojo seco 

El síndrome del ojo seco (SOS) o queratoconjuntivitis sicca es una 

patología de la superficie ocular, crónica y multifactorial, caracterizada por 

la pérdida de la homeostasis de la película lagrimal. Es la primera causa de 

consulta oftalmológica y está asociada a diferentes síntomas oculares como 

inestabilidad e hiperosmolaridad de la película lagrimal, inflamación en la 

superficie ocular, daño y anomalías neurosensoriales. Se asocia con dolor y 

limitaciones en la realización de actividades cotidianas (Tsubota et al., 

2020). Se denomina superficie ocular a la película lagrimal, las glándulas 

lagrimales y de Meibomio, la córnea, la conjuntiva y los párpados. La 

homeostasis consiste en el estado de equilibrio dinámico con respecto a las 

funciones y a la composición química de los tejidos y fluidos oculares (Craig 

et al., 2017).  

El SOS es una de las afecciones oculares más frecuentes, que afecta 

a millones de personas en todo el mundo, con una prevalencia que oscila 

entre el 5 y el 50 % dependiendo de la zona (Agarwal et al., 2021; Roda et 

al., 2020). Se incluyen numerosos factores de riesgo, tales como edad 

avanzada, sexo femenino, síndrome de Sjögren, deficiencia de andrógenos, 

uso de algunos medicamentos como antihistamínicos, antidepresivos, 

ansiolíticos o anticonceptivos orales, enfermedad tiroidea, menopausia y 

tabaquismo, entre otros. Además, el uso continuo de lentes de contacto, 

ciertas condiciones ambientales como la contaminación elevada o la 

humedad baja y el uso excesivo de pantallas ha llevado a un aumento en la 
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incidencia del SOS, especialmente entre la población más joven (Joossen et 

al., 2020). 

La función principal de la película lagrimal es el mantenimiento de 

la integridad de los tejidos de la superficie ocular subyacente, por lo que 

tiene gran influencia en la calidad de la visión. La película lagrimal normal 

tiene un índice de refracción de 1,337 y un pH de entre 6,8 y 8,2. Su 

viscosidad normal es mayor a 0,0082 Pa∙s, viéndose reducida 

significativamente en el SOS. Los valores normales de osmolaridad, o 

concentración de partículas osmóticamente activas en la lagrima, varían de 

270 a 315 mOsm/L y constituyen un indicador general del equilibrio entre 

la producción de lágrimas, la evaporación, el drenaje y la absorción. La 

inestabilidad de la lágrima da lugar a una evaporación excesiva del 

componente lagrimal acuoso, lo que genera la hiperosmolaridad lagrimal 

(Downie et al., 2021).  

Esta hiperosmolaridad, junto al estrés oxidativo y mecánico celular 

producido en la superficie córneo-escleral conducen a irritación, 

inflamación de la superficie ocular, dolor, visión borrosa y alteraciones 

visuales, resultando en una disminución considerable de la calidad de vida 

del paciente (Agarwal et al., 2021).  

Además, se genera un entorno proinflamatorio caracterizado por una 

gran liberación de citocinas, quimiocinas y células inmunitarias, que 

conduce a la degradación de la matriz extracelular y la ruptura de las uniones 

estrechas presentes entre las células epiteliales de la córnea. Estas 

condiciones dañan la superficie ocular y favorecen el reclutamiento de más 

células inflamatorias, generando un círculo vicioso inflamatorio que afecta 
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a la función e integridad ocular (Figura 6) (Anfuso et al., 2017; Joossen et 

al., 2020; Mazet et al., 2020; Seen and Tong, 2018). 

 

Figura 6. Inmunopatogénesis de la enfermedad del ojo seco, mecanismo  

inflamatorio asociado (adaptación de (Tsubota et al., 2020)).  

1.2.2 Inflamación ocular   

El fenómeno inflamatorio es una respuesta inmunológica, general e 

inespecífica del organismo, que se inicia como resultado de un trauma, 

lesión externa, enfermedad sistémica inflamatoria autoinmune o bien, frente 

a la presencia de agentes patógenos, sustancias xenobióticas, tóxicas o 

irritantes. Esta reacción puede variar en intensidad y duración y se presenta 

normalmente acompañada de enrojecimiento, calor, dolor, picor o pérdida 

de la función local. La inflamación es un proceso bioquímico complejo que 
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se caracteriza por el reclutamiento de células inmunitarias, producción de 

factores de crecimiento y citocinas proinflamatorias, cuyo objetivo es 

eliminar o aislar al agente etiológico que causa la alteración y reparar el daño 

a nivel local (Dennis and Norries, 2015; Gallo et al., 2017).  

Ciertos estímulos causados por agentes infecciosos, radicales libres 

o lesiones en los tejidos generan una respuesta inmunitaria inducida por la 

liberación de proteínas y compuestos bioactivos procedentes de células 

muertas, lesionadas o infectadas. Estos factores endógenos se conocen como 

patrones moleculares asociados al daño (DAMP). Estos tienen afinidad por 

diversos receptores de membrana, en concreto, pueden interaccionar con los 

receptores tipo toll (TLRs), lo que desencadenaría la vía de inflamación 

mediada por el factor de transcripción nuclear-κB (NF- κB), el cual, en 

condiciones normales, se encuentra en el citosol asociado a una familia de 

proteínas quinasas denominada IκB (Rhen and Cidlowski, 2005). La 

fosforilación de IκB conduce a su ubiquitinación y degradación por el 

proteasoma, permitiendo la internalización nuclear de NF-κB, donde se une 

a ciertas secuencias de ADN, denominadas elementos NF-κB y estimula la 

transcripción de genes para citocinas, quimiocinas, moléculas de adhesión 

celular, ciclooxigenasas y óxido nítrico inducible. Estos mediadores son los 

responsable de la cascada inflamatoria con respuestas especificas e 

inespecíficas, y estimulan la producción de precursores de monocitos y 

neutrófilos en la medula ósea (Kruzel et al., 2017). 

A su vez, tras el daño celular, por efecto de la enzima Fosfolipasa A2 

(FLA2), se libera ácido araquidónico (AA) a partir de los lípidos de 

membrana, un mediador celular de la respuesta inflamatoria, que estimula 
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la producción de citoquinas proinflamatorias y el proceso de apoptosis. El 

AA, además, es precursor de los eicosanoides, los cuales poseen importantes 

funciones homeostáticas en los procesos inmunológicos e inflamatorios, 

incluyendo desde la modulación de la fuga vascular hasta la regulación de 

la agregación plaquetaria. El AA puede metabolizarse mediante dos vías: la 

vía de la ciclooxigenasa (COX) y la vía de la lipooxigenasa (LOX). La COX 

cataliza el metabolismo del AA dando lugar a prostaglandinas (PGs) y 

tromboxanos (TXs); y mediante el metabolismo por la LOX se generan 

leucotrienos (LTs) y otros metabolitos intermediarios. Finalmente, por la vía 

del citrocromo P450 (CYP450) se produce el ácido epoxieicosatetraenoico 

(EETs) (Dennis and Norries, 2015; White, 1999).  

Paralelamente, el sistema del complemento, un conjunto de proteínas 

y péptidos enzimáticos presentes en la sangre y los fluidos corporales y el 

reclutamiento de células inmunitarias innatas, como los neutrófilos, 

macrófagos y células dendríticas, mediante quimiotaxis, conlleva a la 

producción de más mediadores inflamatorios como pueden ser la histamina, 

la serotonina, el factor activador de plaquetas, ciertas ROS, óxido nítrico, 

citoquinas y quimiocinas. Estos mediadores producen principalmente 

vasodilatación, aumento de la permeabilidad vascular, activación endotelial, 

dolor, fiebre y quimiotaxis, dando lugar a una retroalimentación positiva del 

proceso inflamatorio (Kruzel et al., 2017).  

Las múltiples interconexiones entre las células inmunitarias, las 

citoquinas y las proteínas del complemento protegen contra el desarrollo de 

infecciones sistémicas y promueven la reparación de los tejidos dañados.
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Figura 7. La cascada inflamatoria (adaptación de (Patil et al., 2019)). 
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La inflamación ocular es uno de los trastornos oftalmológicos más 

comunes y está asociada a un amplio abanico de patologías. Es una respuesta 

inespecífica a una agresión ocular, de origen externo o interno, que incluye 

diferentes mediadores proinflamatorios. Estos originan el reclutamiento y la 

activación de células inflamatorias y la liberación de diferentes mediadores 

inflamatorios. La inflamación puede tener diversas etiologías, incluyendo 

infecciones, traumatismos, efectos adversos a fármacos, respuestas 

autoinmunes, el SOS, o enfermedades inflamatorias sistémicas, como 

pueden ser la artritis reumatoide, la enfermedad de Crohn o el Lupus, entre 

otras (Schultz, 2018). 

Clínicamente, la uveítis incluye la inflamación de las diferentes 

estructuras intraoculares de ambos segmentos, anterior y posterior, y los 

diferentes desórdenes se clasifican de acuerdo con su ubicación anatómica 

(Tabla 1).  

Tabla 1. Tipos de uveítis según su clasificación anatómica (Foster et al., 2016). 

Tipo Zona afectada Desórdenes asociados 

Anterior Cámara anterior Iritis, iridociclitis, ciclitis anterior. 

Intermedia Vítreo Pars planitis, ciclitis posterior, vitritis. 

Posterior Retina o coroides 
Focal, multifocal, coroiditis difusa, 

coriorretinitis, retinitis, neurorretinitis. 

Panuveítis Todos los segmentos oculares implicados. 

Por otro lado, los fenómenos inflamatorios que afectan a las 

diferentes capas de la esclera se denominan escleritis o epiescleritis, 

caracterizándose este primero por ser muy doloroso y con mayor 

repercusión, pudiendo causar perdida visual o ceguera por complicaciones 
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graves como la necrosis escleral (Vergouwen et al., 2020). La epiescleritis 

consiste en la inflamación de la capa delgada de tejido conectivo situada 

entre la esclera y la conjuntiva. Presenta un carácter agudo y suele ser 

idiopática. Las manifestaciones típicas incluyen eritema, malestar ocular 

leve y agudeza visual normal (Salama et al., 2018).   

La inflamación de la conjuntiva (conjuntivitis) puede ser debida a un 

proceso infeccioso o no infeccioso. La conjuntiva es la membrana mucosa 

lubricante transparente que recubre la superficie del globo ocular (bulbar) y 

la superficie interior del párpado (palpebral). La conjuntivitis infecciosa 

puede tener diversas causas: bacterianas, virales, por clamidia, micóticas y 

parasitarias. Las causas de la conjuntivitis no infecciosa incluyen alérgenos, 

agentes tóxicos e irritantes (Alfonso et al., 2015). 

1.2.3 Hemorragia subconjuntival  

 La hemorragia conjuntival o hiposfagma, consiste en una colección 

de sangre en el segmento anterior del ojo, específicamente en la substancia 

propria, situada entre la conjuntiva bulbar y la epiesclera, sin traspasar el 

limbo corneal. Generalmente se localiza en las áreas inferior y temporal de 

la conjuntiva. Se produce por la rotura de pequeños vasos sanguíneos o 

capilares que provocan esta acumulación de sangre. Su incidencia aumenta 

con la edad, particularmente a partir de los 50 años (Lim et al., 2015).  

Normalmente se presenta indolora, no produce secreciones y no 

altera la agudeza visual. La hemorragia puede ocupar un espacio parcial o 

total en la esclera. Esta patología desaparece por reabsorción progresiva, sin 

producir consecuencias oculares, en un periodo de tiempo variable que 

puede ir desde los 7 días, hasta el mes. Sin embargo, si la hemorragia es de 
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gran tamaño y el área afectada se eleva debido a una alta cantidad de sangre 

presente, puede producir una alteración en la regularidad de la superficie 

ocular, causando sequedad ocular y molestias durante el parpadeo. 

La hemorragia subconjuntival suele suceder de manera ocasional y 

sus causas son de naturaleza diversa, aunque en muchos casos es idiopática. 

Ocurre, principalmente, secundaria a hipertensiones venosas bruscas, tos, 

vómitos, traumas oculares, debilidad vascular, el uso de fármacos 

anticoagulantes y/o antiagregantes plaquetarios, enfermedades vasculares 

sistémicas, o en ciertas conjuntivitis. El uso de lentes de contacto puede 

inducir también la hemorragia, principalmente en pacientes con desordenes 

hematológicos, así como tras una cirugía ocular (Lim et al., 2015; Pitts et 

al., 1992; Sahinoglu-Keskek et al., 2013; Tarlan and Kiratli, 2013). 
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1.3 Lactoferrina: proteína multifuncional 

La lactoferrina (LF) es una glicoproteína globular, de 80 KDa, que 

modula diferentes reacciones innatas y adaptativas del sistema inmunitario. 

Pertenece a la familia de las transferrinas y se considera una proteína 

multifuncional ya que presenta actividad antiinflamatoria, propiedades 

antioxidantes, antibacterianas, antifúngicas, antivirales, antiparasitarias e 

inmunomoduladoras, además posee actividad anticancerígena, juega un 

papel potencial en la preservación de la salud ósea, la regulación de la 

microbiota intestinal y mejora la función cognitiva en pacientes con 

enfermedades neurodegenerativas. (Connell et al., 2021; González-Chávez 

et al., 2009; Kanyshkova et al., 2001; Lee et al., 2020; Wang et al., 2017).   

 

Figura 8. Estructura terciaria de la lactoferrina. Lóbulos diferenciados y posición 

especifica de los iones de hierro. 

La estructura tridimensional de la LF revela una conformación 

plegada en dos lóbulos homólogos (N y C) conectados por una región 

bisagra o alfa-hélice flexible, con gran capacidad de unión a iones de hierro. 

Cada uno de los lóbulos puede unirse a iones Fe+2 o Fe+3 de forma estable y 

reversible, y simultáneamente, a un anión bicarbonato. En cuanto a su 

composición de aminoácidos, la cisteína proporciona grupos tiol para los 
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enlaces disulfuro intramoleculares 16 y 17 que estabilizan los lóbulos en LF 

humana y bovina, respectivamente. La asparagina proporciona sitios 

potenciales de glicosilación en ambos lóbulos. Una histidina, dos moléculas 

de tirosina y el ácido aspártico son esenciales para la unión del hierro y la 

arginina es fundamental para la unión del carbonato (Elzoghby et al., 2020). 

La LF se une al hierro de manera reversible dando como resultado 

diferentes conformaciones 3D: apo-LF (sin hierro), LF monoférrico y holo-

LF que está saturado con dos iones férricos. La Apo-LF tiene una 

conformación abierta y es más susceptible a la proteólisis, mientras que la 

holo-LF tiene una conformación cerrada por lo que presenta más resistencia. 

La LF humana está unida a glucanos poli-N-acetil-lactosamínicos en cada 

lóbulo, mientras que la LF bovina contiene restos de galactosa-α-1,3-

galactosa (alfa-gal) en la ubicación terminal no reductora. Estos glucanos 

aumentan la estabilidad de la LF frente a las proteasas y el pH ácido 

(Elzoghby et al., 2020; Rascón-Cruz et al., 2021). 

Presenta una carga neta positiva y punto isoeléctrico de entre 8,0 y 

8,5. Es la única transferrina con capacidad de retener el hierro en un amplio 

rango de pH, incluyendo medios extremadamente ácidos. La proteína sufre 

la desnaturalización a dos temperaturas diferentes para los dos lóbulos; ~60 

°C y ~90 °C  (González-Chávez et al., 2009).  

La LF es secretada por neutrófilos y glándulas exocrinas. Durante 

los procesos de inflamación o infección se ha observado que la 

concentración de LF aumenta considerablemente debido al reclutamiento de 

neutrófilos, donde se encuentra en cantidades considerables en sus gránulos 

(Zhang et al., 2021). El calostro y la leche presentan los niveles más altos 
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de esta glicoproteína, siendo la segunda proteína más abundante en la leche 

tras la caseína, pero también se encuentra en fluidos corporales como 

lágrimas, saliva o secreciones gastrointestinales (Tamhane et al., 2019) 

(Tabla 2).  

Tabla 2. Principales fuentes y concentración de lactoferrina (Wang et al., 2019)  

Fluidos biológicos Concentración (mg/ml) 

Calostro humano 5,80 ± 4,30 

Calostro bovino 0,82 ± 0,54 

Leche materna 2,00 - 3,30 

Leche bovina 0,03 - 0,49 

Lágrimas humanas 1,13 ± 0,29 

A nivel citológico, la LF interacciona con los proteoglicanos de la 

superficie celular y se une específicamente a los receptores de membrana 

para estimular las vías ERK1/2 y PI3K/Akt (extracellular signal-regulated 

protein kinase y phosphatidylinositol-3-kinase), vías de señalización 

intracelular encargadas de controlar la multiplicación celular, diferenciación 

y apoptosis. Los receptores de membrana para la internalización de LF están 

constituidos por lipoproteínas de baja densidad (LRP1 y LRP2), receptores 

de membrana implicados en la endocitosis y receptores de unión a 

transferrina (TFR1, TFR2), así como ferritina y ferroportina necesarias para 

la transferencia de hierro. La expresión de estos receptores suele ser mayor 

en la superficie de las células cancerosas debido a su alta tasa metabólica. 

Además, la LF puede ingresar en las células mediante una interacción 

electrostática, entre su carga positiva y la carga negativa de los 

proteoglucanos de la superficie celular. También interactúa con la omentina-

1, que es un receptor tipo lectina expresado en el epitelio intestinal y 
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responsable de la captación de LF. Además, puede unirse a receptores tipo 

Toll 4 (TLR4) jugando un papel inmunomodulador (Elizabeth Childs et al., 

2020; Elzoghby et al., 2020). 

La LF bovina (bLF) y la humana son dos proteínas que presentan 

alta homología en su secuencia de aminoácidos, lo que les confiere una gran 

similitud también en sus funciones principales en el organismo (Rosa et al., 

2017). Por lo tanto, la mayor parte de los estudios in vitro e in vivo se han 

llevado a cabo empleando bLF, que es una sustancia reconocida como 

segura (GRAS) por la Administración de Alimentos y Medicamentos (FDA) 

y la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (AESA) (European Food 

Safety Authority, 2012; Rosa et al., 2017).  

A nivel ocular, la LF es una de las proteínas más abundantes de la 

lagrima, comprendiendo alrededor del 20-30 % en las lágrimas basales y 

reflejas (Hanstock et al., 2019). Además, está presente en el humor vítreo y 

en diferentes tejidos oculares, como la córnea, el iris y el epitelio 

pigmentario de la retina (Rageh et al., 2017). 

La bLF es una sustancia inmunomoduladora natural que posee una 

fuerte actividad antiinflamatoria (Conneely and Conneely, 2013; 

Håversen et al., 2002; Rosa et al., 2017). Parte de esta actividad puede 

atribuirse a su capacidad para interactuar con receptores específicos de la 

superficie celular en células epiteliales y células del sistema inmunitario, 

mediada por la fracción de glucanos de la molécula, así como con su 

capacidad para unirse a patrones moleculares asociados a patógenos 

(PAMP), reconocidos principalmente por los receptores tipo Toll (TLR) 

(Legrand, 2016). La LF también juega un papel en la diferenciación, 
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maduración, activación, migración, proliferación y función de las células 

presentadoras de antígenos, como son las células B, neutrófilos, 

monocitos/macrófagos y células dendríticas, además de reducir el perfil 

inflamatorio, mediante la modulación de la respuesta inmune al regular a la 

baja las citoquinas proinflamatorias. Así mismo, promueve el aumento del 

número de células natural killers (NK), estimula el reclutamiento en la 

sangre de células polimorfonucleares e induce la fagocitosis (Drago-Serrano 

et al., 2017; Rascón-Cruz et al., 2021). 

Además, tanto la LF humana como la bovina pueden ser 

internalizadas en las células epiteliales y penetrar en el núcleo, donde se 

encuentra el ADN, siendo el lóbulo N el responsable de su internalización, 

orientación y unión (Superti, 2020; Suzuki et al., 2009). Así, tienen la 

capacidad de modular la respuesta inflamatoria en las células del epitelio 

corneal atenuando la transcripción de genes inducida por NF-κB para 

diversos mediadores inflamatorios e inhiben citocinas proinflamatorias 

como el interferón-gamma (IFN-γ), el factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-

α) y diferentes interleucinas (ILs) (González-Chávez et al., 2009; Gu and 

Wu, 2016; Rascón-Cruz et al., 2021; Rosa et al., 2017) 

La LF ejerce su acción antimicrobiana frente a una amplia gama de 

microbios como bacterias, hongos, virus y parásitos por dos mecanismos 

diferentes. (i) Actividad indirecta o microbiostática mediada por el secuestro 

de hierro libre esencial para el crecimiento y proliferación microbiana; (ii) 

función microbicida, actuando directamente, sobre las membranas. 

Específicamente, su actividad bactericida se lleva a cabo a través de la 

interacción del extremo N altamente catiónico, con el LPS cargado 
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negativamente de las bacterias gram-negativas, provocando daños en la 

membrana. Además, evita así la interacción de la proteína de unión de LPS 

(LPB) con la endotoxina para bloquear la unión de LPS a la proteína de 

membrana CD14, que daría lugar a la activación de monocitos y macrófagos 

(Elzoghby et al., 2020; Superti, 2020). 

Al mismo tiempo, en el proceso inflamatorio también está 

involucrada la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) que 

influyen en la gravedad de la inflamación ocular y el daño en los tejidos. 

Las ROS provocan peroxidación de lípidos de la membrana celular, daño 

oxidativo en proteínas y la formación de nuevos radicales libres.  Se ha 

descrito que los iones de hierro libres potencian las reacciones redox, 

aceptando o donando fácilmente electrones que contribuyen a la formación 

de estas ROS (Kanwar et al., 2015).  

Niveles normales de LF en la película lagrimal pueden contribuir a 

la reducción de la concentración de hierro libre presente, mediante su 

secuestro o actividad quelante, e inhibir los efectos proinflamatorios de los 

radicales libres; además de ejercer actividad protectora frente a la radiación 

solar UV en el epitelio corneal (Chen et al., 2017; Flanagan and Willcox, 

2009). 

Actualmente, la LF puede encontrarse en diferentes productos 

comercializados en diversas formas farmacéuticas. La tabla 3 muestra 

algunos de ellos (Elzoghby et al., 2020). 
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Tabla 3. Productos farmacéuticos comercializados con lactoferrina (Elzoghby et 

al., 2020). 

Nombre 

comercial 

Forma de 

dosificación 
Composición Indicación clínica 

Pravotin® 

Granulado 

para 

suspensión 

100 mg LF 

Embarazo, enfermedades 

cardiovasculares, pacientes 

en hemodiálisis, deportistas 

y pediatría 

Yili LF 

ShuHua Milk® 

Leche 

suplementada 

con LF 

(LF 5 mg/100 ml) 

(LF 10 mg/100 ml) 

Inmunoestimulante, 

influenza humana, 

resfriado común 

Biotene Oral 

Balance® 
Gel 

Lactoperoxidasa, 

Lisozima y LF 
Boca seca, higiene bucal 

Symbiotics 

Super Immune 

Colostrum 

Plus LF® 

Comprimidos 

931 mg Calostro 

bovino y fosfolípidos 

y 29 mg LF 

Inmunoestimulante 

Lattoglobina® Cápsulas LF liofilizada 9.75 g 
Embarazo, anemia 

ferropénica 

Reimmugen® Cápsulas 
Calostro bovino, LF 

1.5% 
Patologías cardiovasculares 

Symbiotics 

LF® 
Cápsulas 500 mg bLF Inmunoestimulante 

Life extension 

LF Caps® 
Cápsulas 285 mg Apo-LF Inmunoestimulante 

Immune Care® Cápsulas 250 mg Apo-LF 
Inmunoestimulante y 

antioxidante 

IronSorb® + 

LF 
Cápsulas 

18 mg hierro 

elemental + 200 mg 

LF 

Anemia ferropénica, 

suplementación 

Acacia® Cápsulas 250 mg LF 
Alivio de la diverticulitis y 

anemia 

Elleffe 100® Crema 4% LF 

Adyuvante en afecciones 

cutáneas contra virus, 

hongos y bacterias 

Kelapher® Crema LF Liposomal 

Discromía hemosiderínica; 

equimosis postoperatoria; 

insuficiencia venosa, 

úlceras flebostáticas; 

tratamientos post-láser no 

ablativos 
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1.4 Sistemas nanoestructurados de liberación controlada de 

fármacos a nivel ocular 

En las últimas décadas, las nuevas técnicas de administración de 

fármacos a nivel ocular han evolucionado considerablemente. Los objetivos 

principales de cualquier sistema ocular de administración de fármacos 

incluyen mantener las concentraciones terapéuticas del fármaco en su diana 

molecular, reducir la frecuencia de administración, con especial importancia 

en los tratamientos crónicos, y superar las barreras oculares estáticas y 

dinámicas. A la hora de formular un nanosistema se tiene en especial 

consideración que este produzca una disminución de los posibles efectos 

adversos provocados por el fármaco libre y un aumento de su 

biodisponibilidad (Tabla 4) (Tsai et al., 2018). 

El segmento anterior del ojo suele ser tratado mediante el uso tópico 

de gotas oftálmicas, cuya principal desventaja es la baja biodisponibilidad 

debido a la renovación continua del fluido lagrimal y al elevado drenaje 

nasolagrimal. Los nanosistemas utilizados para la administración de 

fármacos oculares, que incluyen nanopartículas poliméricas y lipídicas, 

liposomas, nanomicellas, emulsiones, lentes de contacto con liberación 

sostenida de fármacos, implantes oculares y ungüentos, posibilitan un mayor 

tiempo de residencia en el área precorneal (Yang et al., 2022). Esto es debido 

a las interacciones que se producen entre los nanosistemas y las 

glicoproteínas presentes en la córnea y la conjuntiva, consiguiendo formar 

un depósito temporal, con la resultante liberación prolongada del principio 

activo.  
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Tabla 4. Tipos de nanopartículas coloidales biodegradables para el tratamiento de 

patologías oculares (Tsai et al., 2018). 

Vehículo Administración Aplicaciones Ventajas 

Liposomas 

▪ Administración 

tópica 

▪ Inyección 

subconjuntival 

▪ Inyección 

intravítrea 

▪ SOS 

▪ Queratitis fúngica 

▪ Degeneración 

macular  

▪ Glaucoma 

▪ Uveoretinitis 

autoinmune 

Estructura de bicapa de 

fosfolípidos biocompatible, 

transporta fármacos 

hidrofílicos y lipofílicos, alta 

eficiencia de encapsulación. 

NPs 

PLGA 

▪ Administración 

tópica 

▪ Inyección 

intravítrea 

▪ Trastornos 

inflamatorios de la 

córnea 

▪ Uveítis 

▪ Retinitis 

Polímero bien investigado, 

hidrofilicidad, biodegradable 

y biocompatible, protege al 

fármaco de la degradación e 

induce su liberación 

controlada. 

NPs 

lipídicas 

▪ Administración 

tópica 

▪ Inyección 

intravítrea 

▪ Administración 

periocular 

▪ SOS 

▪ Degeneración 

macular  

▪ Glaucoma 

▪ Retinopatía 

diabética 

▪ Uveítis 

Bajos costos de producción, 

facilidad para penetrar en los 

tejidos oculares internos, 

biodegradable y 

biocompatible, protege al 

fármaco de la degradación e 

induce su liberación 

controlada. 

NPs de 

quitosano 

▪ Administración 

tópica 

▪ Inyección en 

estroma 

corneal 

▪ Inyección 

subretiniana 

▪ Endoftalmitis 

bacteriana 

▪ Enfermedades 

hereditarias de la 

córnea 

▪ Enfermedades 

genéticas asociadas 

al EPR 

Bajos costos de producción, 

la mucoadhesividad prolonga 

el tiempo de retención del 

fármaco en la superficie 

ocular, atraviesa los espacios 

de las uniones estrechas para 

superar las barreras oculares. 

NPs de 

gelatina 

▪ Administración 

tópica 

▪ Inyección 

intravítrea 

▪ Enfermedad 

bacteriana del 

segmento anterior 

ocular 

▪ SOS 

▪ Neovascularización 

corneal 

Bajos costos de producción, 

componente del estroma 

corneal, polianfolito, 

biocompatible y 

biodegradable, fácil 

modificación superficial, 

fácil y eficiente 

encapsulación de activos. 
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Además, el uso de nanotransportadores resulta muy eficiente a la 

hora de atravesar barreras tisulares y membranas, por lo tanto, también 

resulta útil la administración de fármacos encapsulados en estos 

nanosistemas, por vía tópica, para el tratamiento de patologías oculares 

presentes en el segmento posterior del ojo (Gote et al., 2019; Nagarwal et 

al., 2009; Souto et al., 2019). En la Tabla 5 se muestran algunos ejemplos 

de nanoformulaciones indicadas para terapias oculares comercializadas y en 

fase de ensayos clínicos (Khiev et al., 2021).  

La gran eficacia de los tratamientos farmacológicos a nivel ocular, 

no invasivos, mediante el uso de sistemas nanoestructurados, se debe a los 

siguientes factores (Lalu et al., 2017): 

• Aumento del tiempo de residencia precorneal. 

• Mejora de los problemas de solubilidad y biodisponibilidad. 

• Direccionamiento al tejido diana y aumento de la penetración. 

• Liberación sostenida y farmacocinética controlada. 

• Protección del activo y aumento de su estabilidad fisicoquímica.  
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Tabla 5. Tratamientos oculares basados en nanosistemas llevados a ensayos 

clínicos y aprobados por la FDA (Khiev et al., 2021).  

Producto Nanoformulación Indicación Estado 

Restasis® Nanoemulsión Ojo seco Aprobado 

Durezol® Nanoemulsión Inflamación ocular Aprobado 

Trivaris® 
Suspensión de acetónido de 

triamcinolona 
Uveítis Aprobado 

Retiro® 
Implante no biodegradable de 

acetónido de fluocinolona 
Uveítis no infecciosa Aprobado 

Kenalog® 
Suspensión de acetónido de 

triamcinolona 
Edema macular Aprobado 

Ozurdex® 
Implante biodegradable de 

dexametasona 

Edema macular, 

uveítis no infecciosa 
Aprobado 

Ilúvien® 
Implante no biodegradable de 

acetónido de fluocinolona 

Edema macular 

diabético 
Aprobado 

Triesencia® 
Suspensión de acetónido de 

triamcinolona 
Edema macular Aprobado 

Visudyne® Liposomas AMD Aprobado 

Macugen® 
Nanopartículas poliméricas de 

aptámero 
DMAE húmeda Aprobado 

SYSTANE® 
Nanoemulsión a base de 

propilenglicol 
Ojo seco Aprobado 

TLC399 

(ProDex) 
Nanopartículas lipídicas Edema macular Fase II 

POLAT-001 Liposomas Glaucoma Fase II 

 

1.4.1 Nanopartículas poliméricas  

Las nanopartículas (NPs) poliméricas biodegradables constituyen 

uno de los sistemas coloidales más estudiados. La definición clásica de 

nanopartícula, formulada en la Enciclopedia de Nanociencia y 
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Nanotecnología, considera estos sistemas como partículas coloidales de 

tamaño comprendido en el rango de 1-1000 nm (1μm) formuladas con 

materiales macromoleculares en los que el principio activo está disuelto, 

encapsulado o atrapado en el interior y/o superficie de la matriz polimérica, 

funcionando como una unidad completa en términos de transporte y 

propiedades (Kreuter, 2004). 

Estos sistemas poseen la habilidad de atravesar barreras fisiológicas 

y ser internalizados a nivel celular con mayor facilidad que fármacos o 

moléculas de elevado peso molecular o propiedades fisicoquímicas 

complejas, además de una gran capacidad de carga de activos. Debido a su 

elevada relación superficie-volumen, la unión de diferentes ligandos a su 

superficie favorece su penetración y direccionamiento a la diana terapéutica.   

Las cadenas de polímero pueden ser de procedencia natural o 

sintética. Los polímeros naturales más utilizados incluyen quitosano, ácido 

hialurónico, alginato de sodio y carboximetilcelulosa de sodio. Entre los 

polímeros sintéticos, los más utilizados son los poliésteres como poli(ácido 

láctico-co-glicólico) o poli(ε-caprolactona) y poli(etilenglicol). Las NPs 

pueden clasificarse en 2 grupos según la disposición del polímero: 

nanocápsulas y nanoesferas (Figura 8). Las nanocápsulas son sistemas 

vesiculares compuestos por una membrana polimérica externa y un interior 

líquido. En cambio, las nanoesferas consisten en una matriz polimérica en 

la cual el fármaco se encuentra entrelazado.  
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Figura 8. Nanopartículas poliméricas biodegradables (adaptación de (Suffredini et 

al., 2014). 

Uno de los polímeros más utilizados actualmente para la fabricación 

de estos sistemas de administración de fármacos es el PLGA, es un co-

polímero formado por monómeros consecutivos de ácido poliláctico (PLA) 

y poliglicólico (PGA). Este compuesto fue aceptado por la FDA en 1960, y 

actualmente está aprobado por la EMA para uso parenteral y tópico. Es 

considerado una sustancia segura (GRAS) para su utilización en humanos, 

por ser un material biocompatible, biodegradable y no tóxico (Sharma et al., 

2016). El PLGA puede procesarse en casi cualquier forma y dimensión y 

encapsula moléculas de naturaleza y tamaños muy diversos. Constituye un 

tipo de NP ideal para el transporte, direccionamiento y liberación sostenida 

de fármacos o sustancias bioactivas, así como para la administración de 

tratamientos crónicos, por su capacidad para disminuir los efectos 

secundarios y el número de dosis necesarias para conseguir el efecto 

terapéutico. Una de las características de interés del PLGA es la predicción 

de su cinética de degradación, la cual depende de la proporción de 

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

láctico, la tasa de degradación disminuye. Además, este polímero se 
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considera no tóxico, debido a que sufre hidrólisis no enzimática, en el 

organismo, generando como productos el ácido glicólico y el ácido láctico, 

los cuales son metabolizados por el ciclo de Krebs (Jain, 2000; Makadia and 

Siegel, 2011).  

La administración de NPs de PLGA por vía ocular resulta útil dada 

la protección que ejercen sobre el principio activo frente a su posible 

inactivación enzimática en la película lagrimal o el epitelio corneal. Su uso 

favorece, además, el tiempo de residencia precorneal y su penetración tisular 

y a través de la membrana de la córnea y evita los efectos adversos causados 

por sobredosificación. Esta situación se ve favorecida con el recubrimiento 

polimérico, con polietilenglicol (PEG) u otras moléculas que, adheridas a la 

superficie, confieran carga positiva a las partículas, aumentando el tiempo 

de permanencia en la superficie ocular. Esto es debido a su retención en la 

red de mucinas y lisozimas, mediante interacción electrostática y enlaces de 

hidrógeno. Por lo tanto, la encapsulación en NPs mejora la biodisponibilidad 

a nivel ocular del principio activo (Lynch et al., 2019).  

Las vías de transporte por las que las NPs penetran en los tejidos de 

la superficie ocular son de gran interés. Diferentes autores han estudiado 

este tema y han observado diferencias en la profundidad de penetración en 

el tejido conjuntival y la córnea, dependiendo de la naturaleza, el activo 

encapsulado y las propiedades fisicoquímicas de la formulación. Se han 

propuesto diferentes vías para explicar la penetración, incluida la 

endocitosis y la ruta transcelular. La endocitosis mediada por clatrina se 

observa para vesículas de un tamaño de alrededor de 120 nm y mediada por 

caveolina en el caso de NPs de unos 60 nm, aproximadamente. Se ha 
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observado que NPs de tamaños intermedios, sobre los 90 nm, son 

internalizadas mediante endocitosis independiente de estas proteínas. Las 

NPs internalizadas por endocitosis mediada por clatrina se dirigen a la 

degradación lisosomal. Las internalizadas por endocitosis mediada por 

caveolina se acumulan en los endosomas (caveosomas) y se envían a otros 

compartimentos subcelulares distintos de los lisosomas.  

El metabolismo intracelular de los activos administrados difiere 

según la vía de internalización. Esto implica su separación física del 

transportador y sus características fisicoquímicas determinarán la tasa de 

degradación, lo cual es clave para la actividad farmacológica de la molécula 

transportada. Se describen diferentes procesos cinéticos para controlar los 

perfiles de liberación de fármacos de las NP, incluidos la desorción del 

fármaco adsorbido o unido a la superficie, la difusión a través de la matriz 

de la NP o la pared del polímero, la erosión de la pared de la NP y una 

combinación de procesos de erosión y difusión. Para activos que se 

distribuyen uniformemente en la matriz polimérica, la difusión y la 

biodegradación rigen el proceso de liberación. Si la difusión del activo es 

más rápida que la degradación polimérica, la liberación del fármaco se 

produce principalmente por difusión; por el contrario, su liberación se 

producirá mediante la degradación del polímero (Diebold and Calonge, 

2010).  

Existen diferentes métodos de preparación de NPs poliméricas, la 

elección del más conveniente depende de las características fisicoquímicas 

del activo a encapsular con una eficiencia de encapsulación adecuada y de 

los requerimientos de su aplicación. Ampliamente, los métodos pueden ser 
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clasificados en dos grupos, de acuerdo con los que utilizan polímeros ya 

preformados o aquellos que polimerizan los monómeros durante el proceso 

de síntesis.  

A continuación, se explican brevemente los métodos de preparación 

de NPs con polímeros preformados (Begines et al., 2020; Crucho and 

Barros, 2017).  

• Emulsificación / Evaporación del disolvente 

Fue la primera técnica de síntesis de NPs desarrollada y en la 

actualidad es una de las más utilizadas (Vanderhoff and El Aasser, 1979). 

Existen dos métodos generales dependiendo de la solubilidad del fármaco. 

En primer lugar, la emulsión simple (W/O) adecuada en el caso de los 

activos liposolubles. Tanto el polímero como el fármaco se disuelven en 

disolventes orgánicos volátiles, y se forma una emulsión con una fase acuosa 

que contiene los tensioactivos, para posteriormente eliminar el solvente 

orgánico mediante su evaporación. En el caso de fármacos hidrosolubles, el 

método de la doble emulsión (W1/O/W2) posee una modificación con 

respecto al método simple, requiriendo un aporte extra de energía para la 

formación del sistema. En este caso, el fármaco se disuelve en la fase acuosa 

interna (W1) y se emulsiona en primer lugar con la fase oleosa que contiene 

el polímero disuelto. Esta primera emulsión se emulsiona nuevamente con 

una segunda fase acuosa (W2) que contiene el tensioactivo, para finalmente 

evaporar el disolvente orgánico mediante agitación, obteniendo así una 

suspensión de NPs. 
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• Emulsificación / Difusión del disolvente 

Este método consiste, en primer lugar, en la formación de una 

emulsión O/W entre un disolvente parcialmente miscible en agua que 

contiene el polímero y el fármaco y una solución acuosa que contiene el 

tensioactivo (Leroux et al., 1995). El solvente orgánico y el agua se 

encuentran saturados y equilibrio termodinámico. Posteriormente se diluye 

con una gran cantidad de agua la emulsión previamente formada, lo que 

induce la difusión del disolvente desde las gotas dispersas hacia la fase 

externa, dando como resultado la formación de las partículas coloidales.  

• Emulsificación / Salting-out 

Esta técnica consiste en la separación de un disolvente miscible en 

agua de una solución acuosa a través del efecto de salting-out. Tanto el 

fármaco como el polímero se disuelven en un disolvente miscible en agua, 

como podría ser acetona. La fase acuosa contiene el agente de salificación y 

el surfactante, el agente de salificación puede ser electrolitos como MgCl2, 

CaCl2 y Mg(CH3COO)2, o no electrolitos como la sacarosa. La 

emulsificación se logra de manera espontánea debida al efecto Ouzo, sin 

emplear fuerzas de alto cizallamiento. La miscibilidad de la acetona y el 

agua se reduce al saturar la fase acuosa, lo que permite la formación de una 

emulsión O/W a partir de las fases miscibles. Se obtiene el efecto salting-

out mediante adición de un exceso de agua a la emulsión formada 

previamente, para promover la difusión del solvente orgánico en la fase 

acuosa, lo que lleva a la precipitación del polímero disuelto en las nanogotas 

de la emulsión y, por consiguiente, a la formación de las NPs (Pinto Reis et 

al., 2006). 
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• Nanoprecipitación 

Denominada también técnica de “desplazamiento del solvente” 

(Fessi et al., 1989). En esta técnica el polímero se disuelve en un solvente 

orgánico semipolar y esta disolución se añade a una solución acuosa, en 

agitación constante, gota a gota o mediante una tasa de adición controlada. 

Debido a la rápida difusión espontánea de la solución de polímero en la fase 

acuosa, las NPs se forman instantáneamente en un intento de evitar el 

contacto con las moléculas de agua. Durante este proceso se produce una 

disminución de la tensión interfacial que aumenta el área superficial debido 

a la rápida difusión y conduce a la formación de pequeñas gotas de solvente 

orgánico. A medida que el solvente difunde desde las nanogotas, el polímero 

precipita y da lugar a la formación de las NPs. 

• Diálisis 

En esta técnica el polímero se encuentra disuelto en la fase orgánica 

y dentro de un tubo de diálisis, o membrana semipermeable, que presenta 

un tamaño de poro conforme al peso molecular del polímero. El disolvente 

orgánico es semipolar y el desplazamiento del agua a través de la membrana 

conlleva la agregación progresiva del polímero debido a su insolubilidad, 

dando lugar a la formación de suspensiones homogéneas de NPs (Jeon et al., 

2000). 

• Fluidos supercríticos 

Es el método más novedoso y utiliza fluidos supercríticos y/o gases 

de alta densidad (Ej. CO2) en lugar de disolventes orgánicos con el objetivo 

de disminuir el impacto medioambiental (Sanli et al., 2012).  
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En la Tabla 6 se presentan algunas formulaciones basadas en NPs de 

PLGA conteniendo diferentes fármacos, actualmente comercializadas. 

Tabla 6. Tratamientos oculares basados en NPs de PLGA  comercializados y su 

año de aprobación por la FDA de los últimos 20 años (Ghitman et al., 2020). 

Producto Nanoformulación Indicación Estado 

Arestin® 
Microesfera PLGA de 

clorhidrato de minociclina 

Coadyuvante en la 

periodontitis del 

adulto 

Aprobado 2001 

Eligard® 
PLGA - N -metil-2-pirolidona 

de acetato de leuprolida 
Cáncer de próstata Aprobado 2002 

Risperdal 

Consta® 

Microesfera PLGA de 

risperidona 

Esquizofrenia y 

trastorno bipolar I 
Aprobado 2003 

Vivitrol® 
Microesfera PLGA de 

naltrexona 

Antagonista de 

opioides 
Aprobado 2006 

Ozurdex® 
Microesfera PLGA de 

dexametasona 
Corticosteroide Aprobado 2009 

Bydureon® 
Microesfera PLGA de 

exenatida sintética 
Diabetes tipo II Aprobado 2012 

Signifor 

Lar® 

Microesfera PLGA de 

pamoato de pasireotida 
Acromegalia Aprobado 2014 

Zilretta® 
Microesfera PLGA de 

triamcinolona 

Osteoartritis y 

terapia con 

corticosteroides 

Aprobado 2017 

Bydureon 

Bcise® 

Microesfera PLGA de 

exenatida 
Diabetes tipo II Aprobado 2017 

Kit 

Triptodur® 

Microesfera PLGA de 

pamoato de triptorelina 
Pubertad precoz Aprobado 2017 
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1.4.2 Liposomas   

Los liposomas fueron descubiertos por primera vez en la década de 

1960 por el hematólogo británico Dr. Alec D. Bangham y colaboradores en 

el Instituto Babraham de la Universidad de Cambridge, y en 1964 se publicó 

el primer informe (Bangham and Horne, 1964). Estos sistemas se definen 

como una estructura esférica coloidal formada por el autoensamblaje de 

moléculas lipídicas anfifílicas en solución (Guimarães et al., 2021). Por lo 

tanto, se trata de vesículas de naturaleza lipídica conformadas por una o 

varias bicapas de fosfolípidos y un núcleo hidrofílico. Debido a su tamaño, 

su carácter anfipático y su biocompatibilidad, los liposomas han sido usados 

durante años como transportadores para la liberación de biomoléculas y 

como modelos biológicos para el estudio de biomembranas. Esta estructura 

organizada ofrece a los liposomas la capacidad de encapsular tanto 

sustancias hidrófilas, en su interior acuoso, como lipófilas, incluidas en la/s 

membrana/s lipídicas (Javier López-Cano et al., 2021). 

 Los liposomas se han usado durante décadas para encapsular un 

amplio número de agentes bioactivos, entre los cuales se incluyen fármacos 

anticancerígenos, antibióticos, material genético, proteínas, DNA, péptidos, 

vacunas o enzimas, entre otros. El activo cargado en el liposoma se 

encuentra protegido frente a los diversos eventos fisiológicos, como la 

degradación enzimática, la inactivación química e inmunológica o el rápido 

aclaramiento plasmático o el drenaje nasolacrimal, lo que contribuye a 

optimizar y prolongar su acción farmacológica. Además, la encapsulación 

minimizaría los efectos adversos de ciertos fármacos, tanto por la reducción 
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de su exposición a tejido sano, como por su direccionamiento al tejido diana 

(Antimisiaris et al., 2021; Guimarães et al., 2021; Souto et al., 2019) .  

Los compuestos principales de los liposomas son los fosfolípidos y 

el colesterol, lo cuales también son los componentes básicos de las 

membranas biológicas. Los fosfolípidos son lípidos anfifílicos compuestos 

por una molécula de glicerol unida a un grupo fosfato y a dos cadenas de 

ácidos grasos que pueden ser saturadas o insaturadas. Este grupo fosfato, a 

su vez, también puede estar unido a otra molécula orgánica. Según este 

grupo orgánico, los fosfolípidos de procedencia natural se clasifican en 

ácido fosfatídico (PA), fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), 

fosfatidilinositol (PI), fosfatidilglicerol (PG) y fosfatidilserina (PD). Los 

fosfolípidos pueden ser naturales o sintéticos dependiendo de su obtención. 

Los naturales utilizados con más frecuencia son PC y PE. Las fuentes de 

extracción de fosfolípidos naturales principales son la yema de huevo y la 

soja. Otro tipo de fosfolípidos se puede producir, de manera sintética, a 

partir de lípidos naturales por modificación de grupos funcionales, cadenas 

alifáticas o alcoholes dando lugar a una gran variedad de fosfolípidos 

sintéticos que presentan alta estabilidad (Guimarães et al., 2021).   

En cuanto a la administración ocular por vía tópica, uno de los 

fosfolípidos más empleados hasta el momento ha sido la PC procedente de 

la soja, debido a su baja inmunorreactividad y sus beneficios en la 

regeneración corneal. Además de ser el fosfolípido presente en las 

membranas celulares más común, posee un perfil rico y extenso de ácidos 

grasos, como el palmítico (C16: 0), esteárico (C18:0), oleico (C18:1), 

linoleico (C18:2) y linolénico (C18:3). Algunos de ellos son insaturados, 
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por lo que podrían proporcionar un efecto antioxidante en la superficie 

ocular (Thomas et al., 2016).  

El colesterol es otro componente esencial en la formulación de los 

liposomas. Se ha descrito como un estabilizador de las fuerzas 

intermoleculares entre los fosfolípidos de la bicapa mejorando la estabilidad 

y evitando su dispersión, además modula la fluidez de la membrana y 

favorece la retención de activos encapsulados disminuyendo su permeación 

(Javier López-Cano et al., 2021). 

Estos sistemas clasifican según su tamaño y número de bicapas 

lipídicas o lamelaridad. De este modo, se pueden categorizar como vesículas 

pequeñas unilamelares (SUV, por sus siglas en inglés) (10 nm -100 nm), 

grandes unilamelares (LUV) (>100 nm), gigantes unilamelares (GUV) 

(>1μm), vesículas multilamelares (MLV) si poseen más de una bicapa 

concéntrica y un diámetro promedio de partícula superior a 300 nm y 

sistemas multivesiculares (MVV), que poseen una estructura 

multicompartimental donde una bicapa de mayor tamaño engloba diversas 

vesículas independientes en su interior (Souto et al., 2019) (Figura 9). Los 

sistemas unilamelares pequeños y grandes suelen ser utilizados para la 

incorporación de moléculas hidrófilas en su interior acuoso, mientras que 

los sistemas multivesiculares se presentan como una buena opción para 

incorporar moléculas hidrófobas debido a su mayor región lipídica presente 

en las numerosas bicapas. Las vesículas gigantes unilamelares, han sido 

ampliamente utilizadas como modelos de membranas biológicas debido a 

su mayor tamaño, que permite su visualización mediante microscopia óptica 

y la macromanipulación de vesículas individuales (Has and Sunthar, 2020).  
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Figura 9. Clasificación de los liposomas en función de su tamaño y lamelaridad 

(adaptación de (Souto et al., 2019)). 

Existe una gran variedad de técnicas para la fabricación de 

liposomas, incluyendo los propios métodos de formulación liposomal y los 

métodos de reducción de tamaño. Los diferentes procedimientos influyen en 

las propiedades finales de la formulación, a nivel fisicoquímico, tamaño y 

lamelaridad de los liposomas, así como en la eficiencia de encapsulación de 

activos. Por lo general, todos los métodos de preparación incluyen 4 pasos 

básicos comunes. Estos incluyen lípidos disueltos en solventes orgánicos, la 

eliminación del solvente orgánico, la purificación y aislamiento de los 

liposomas resultantes y el análisis fisicoquímico del producto final. A 

continuación, se explican brevemente los principales mecanismos de 

producción de liposomas (Guimarães et al., 2021; Has and Sunthar, 2020; 

Javier López-Cano et al., 2021). 

• Rehidratación de la película lipídica 

Es uno de los métodos más utilizados, y el primer método descrito por 

Bangham et al, donde se disuelve una mezcla de lípidos en un solvente 

orgánico para posteriormente evaporarse al vacío y dar lugar a la película 

lipídica seca, la cual se rehidrata en una solución tampón formando estas 

estructuras multicapa denominadas liposomas (Bangham et al., 1967). 
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Normalmente estos tipos de métodos tienen a producir MLV, por lo que se 

requiere de un método posterior complementario como la extrusión, ciclos 

de congelación-descongelación o sonicación para homogeneizar los 

tamaños y estabilizar la dispersión (Javier López-Cano et al., 2021). 

• Evaporación de fase inversa 

La técnica de evaporación de fase inversa consiste en la formación de un 

sistema de dos fases compuesto por micelas invertidas en una fase acuosa o 

una emulsión de agua en aceite (W/O), y una fase orgánica como 

cloroformo, etanol, metanol o una combinación de ellos. Inicialmente se 

forma la película lipídica en el evaporador rotatorio, se agrega un solvente 

orgánico y un tampón. Luego, el disolvente orgánico se elimina de nuevo 

mediante el rotavapor. Finalmente, la muestra liposomal puede someterse a 

otros procesos como sonicación, extrusión o congelación-descongelación 

para obtener la dispersión liposomal deseada. Actualmente, la tecnología de 

fluidos supercríticos ha optimizado el procedimiento de esta técnica. En este 

caso, el fluido supercrítico disuelve la película lipídica y mientras se agrega 

el tampón acuoso, el solvente se elimina por completo. Debido a que es un 

solvente económico e inocuo para el medio ambiente, el CO2 supercrítico es 

el fluido de elección para llevar a cabo esta técnica (Pattni et al., 2015).  

• Inyección de éter y etanol 

La inyección de éter se utiliza para conseguir suspensiones de SUV únicas 

y homogéneas con un tamaño promedio de partícula de 100 a 300 nm. Este 

método consiste en preparar una solución lipídica en éter, éter dietílico o 

etanol y posteriormente añadirla lentamente a una solución acuosa o tampón 

donde se formará la dispersión liposomal (Guimarães et al., 2021).  
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• Eliminación de detergente 

En este método, los fosfolípidos se solubilizan con detergentes en 

concentraciones críticas micelares. Tras la eliminación del detergente, 

mediante cromatografía en columna o diálisis, y la adición de un medio 

acuoso adecuado, las moléculas de fosfolípidos se autoensamblan para dar 

lugar a los liposomas (Pattni et al., 2015). 

• Método de deshidratación- rehidratación  

Este método tiene como objetivo desarrollar nuevos liposomas mediante la 

fusión de liposomas ya fabricados. Utiliza deshidratación y rehidratación 

controlada para obtener MLV y SUV, mediante centrifugación, liofilización 

y rehidratación lenta y controlada. Con esta técnica se podrían atrapar 

moléculas grandes como el ADN logrando altos índices de carga (Kirby and 

Gregoriadis, 1984).  

• Método de congelación-descongelación 

La congelación-descongelación es una técnica ampliamente utilizada para 

aumentar la eficiencia de encapsulación de activo en MLV. Este proceso 

ocurre porque en cada paso de congelación y descongelación, los MLV se 

destruyen y se vuelven a ensamblar, reduciendo el número de bicapas en 

cada ciclo (Li and Deng, 2004).  

• Sonicación  

Los ultrasonidos también se utilizan para homogeneizar y reducir el tamaño 

de las MLV para formar SUV. Las altas presiones creadas por los 

ultrasonidos rompen bruscamente los liposomas que se vuelven a ensamblar 
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espontáneamente en otros de tamaño más reducido, formando las SUV 

(Szoka and Papahadjopoulos, 1980).  

• Homogenización a alta presión  

En las técnicas de homogeneización los liposomas son forzados a pasar a 

través de un orificio a alta presión para reducir su tamaño, dando como 

resultado un concepto de colisión por alta velocidad (Brandl et al., 1990).  

• Microfluidos 

La microfluídica es la tecnología que tiene como objeto manipular los 

fluidos, como mezclas de lípidos y soluciones acuosas, a escala micro o 

nano. Esta técnica permite monitorizar cada parámetro para ser capaz de 

controlar y ajustar el tamaño medio de partícula, índice de polidispersión o 

lamelaridad (Kuribayashi et al., 2006). 

Además, el mecanismo mediante el cual el principio activo es 

encapsulado en los liposomas puede llevarse a cabo de manera pasiva o 

activa. El método de carga pasiva del activo consiste en la incorporación del 

agente durante el proceso de fabricación. Los fármacos hidrófilos se situarán 

dispersos en la fase acuosa (dentro y fuera de los liposomas), mientras que 

los fármacos hidrófobos se quedarán atrapados en la membrana. Por el 

contrario, los métodos basados en la carga activa, también denominada 

carga remota, consisten en la introducción del agente activo después de la 

formación completa de la vesícula. Implica la creación de un gradiente 

iónico o de pH transmembrana que impulsa de manera eficiente el activo, 

solubilizado en el medio acuosos externo, a través de la bicapa lipídica, 

hacia el interior del liposoma. 
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Los liposomas se consideran sistemas adecuados para la 

administración ocular de activos debido a su alta biocompatibilidad y baja 

toxicidad, dado que poseen estructura y composición similar a la membrana 

celular y a su adecuada eficiencia para encapsular fármacos hidrófilos o 

lipófilos y administrarlos eficazmente en ambos segmentos oculares. 

En relación con el segmento anterior del ojo, una estrategia capaz de 

aumentar el tiempo de residencia en los tejidos precorneales consiste en la 

utilización de lípidos con carga positiva o el recubrimiento de estos con 

polímeros con propiedades mucoadhesivas. Estos liposomas de naturaleza 

catiónica exhiben mayor capacidad para administrar activos en los tejidos 

oculares con respecto a los liposomas con carga neutra o negativa, como 

consecuencia de su interacción electrostática con las cargas negativas de 

superficie de la córnea (Souto et al., 2019). 

Además, los liposomas pueden penetrar a través de la superficie 

ocular por varios mecanismos biológicos como la fusión con las membranas 

celulares, la adsorción, la endocitosis y el intercambio de lípidos (Lalu et al., 

2017; Sánchez-lópez et al., 2017). Por lo general provocan una cinética de 

orden cero del patrón de liberación del activo con una liberación inicial 

rápida característica acompañada de una liberación sostenida en el tiempo. 

Asimismo, la superficie de los liposomas se puede modificar o funcionalizar 

con la adición de diferentes estructuras moleculares o ligandos específicos 

que mejoran sus características como sistema de administración de 

fármacos, lo que da lugar a una nueva categoría de liposomas denominada 

liposomas dirigidos o funcionalizados. Existen diferentes estrategias como 

la incorporación de tensioactivos, el recubrimiento polimérico, por ejemplo, 
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de polietilenglicol (PEG), mediante el cual se consigue una mejora en la 

biodisponibilidad además de carga superficial positiva, y al mismo tiempo,  

en la superficie de la bicapa lipídica puede incorporarse un amplio número 

de moléculas como pueden ser carbohidratos, péptidos, proteínas,  

anticuerpos o sus fragmentos, o aptámeros, mediante los cuales se consigue 

el direccionamiento de los nanosistemas al lugar de acción (Riaz et al., 

2018). 

En la actualidad, se está estudiando una amplia gama de 

formulaciones farmacéuticas que utilizan liposomas, sin embargo, solo un 

número restringido se envía a ensayos clínicos y preclínicos y un número 

aún más escaso está disponible comercialmente (Tabla 7) (Souto et al., 

2019).   
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Tabla 7. Productos comercializados que contienen liposomas (adaptación de 

(Antimisiaris et al., 2021)). 

Producto Adm. / Activo Indicación Compañía 

Arikayce® 

Inhalación (con 

nebulizador) / 

amikacina 

Infección pulmonar por 

complejo Mycobacterium 

avium (MAC) 

Insmed Netherlands 

BV (estado de 

medicamento 

huérfano) 

Estrasorb® 

Emulsión tópica / 

Estradiol 

hemihidrato USP 

Sofocos menopáusicos; Novavax 

Exparel® 

iv e infiltraciones 

locales / 

bupivacaína 

Analgesia regional 

posquirúrgica 

Pacira 

pharmaceuticals, 

Inc 

Alveofacto® 
Intratraqueal / 

Bovactant 

Síndrome de dificultad 

respiratoria (SDR) 

Boehringer 

Ingelheim GmbH 

Lipotalon® 

Intraarticular / 

Dexametasona 21-

palmitato 

Trastornos reumáticos 
Merckle Recordati 

GmbH 

Arikayce® 

Inhalación (con 

nebulizador) / 

amikacina) 

Infección pulmonar por 

complejo Mycobacterium 

avium (MAC) 

Insmed Netherlands 

BV (estado de 

medicamento 

huérfano) 
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1.5 Liofilización de nanosistemas 

La mayoría de las nanopartículas se fabrican en solución acuosa, lo 

que provoca tanto inestabilidad química como física. Según la naturaleza de 

la NP y su carga superficial, esta puede sufrir diferentes procesos químicos 

durante su almacenamiento en medio acuoso, entre los que se incluyen la 

oxidación, la hidrólisis, la desamidación, el pardeamiento y/o la 

formación/intercambio de enlaces disulfuro. Mientras que la inestabilidad 

física hace que las NPs se vean sometidas, frecuentemente, a fenómenos de 

agregación y fusión de partículas, especialmente cuando son almacenadas 

durante periodos de tiempo prolongados (Fonte et al., 2016). La 

estabilización electrostática, descrita en la teoría de Derjaguin-Landau-

Verwey-Overbeek (DLVO), puede contrarrestar esta inestabilidad física, 

pero solo es aplicable en el caso de sistemas coloidales con carga superficial 

elevada (Trenkenschuh and Friess, 2021). 

La acción del solvente acuoso sobre la matriz polimérica o lipídica 

puede dar lugar a su degradación, lo que provocaría la fuga del activo 

encapsulado, modificando su biodistribución in vivo y sus propiedades 

farmacocinéticas, así como su liberación sostenida. Además de la formación 

de productos de degradación no deseados que puedan llegar a ser tóxicos 

para el organismo (Fonte et al., 2016; Hussain et al., 2020). Al mismo 

tiempo, la presencia de agua promueve el desarrollo y crecimiento de 

microorganismos en este tipo de suspensiones coloidales, por lo que lo más 

conveniente es trabajar bajo condiciones de esterilidad. Además, la 

esterilidad es un requerimiento para la administración oftálmica (Kaur and 

Kanwar, 2002). 
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La transformación de estas suspensiones a estado sólido, mediante 

la eliminación del agua, se presenta como una alternativa para evitar estos 

inconvenientes. Existen diferentes métodos para llevar a cabo este proceso 

de secado, entre los cuales destacan la liofilización (freeze-drying), el secado 

por aspersión (spray-drying) y el secado por aspersión a temperatura 

reducida (spray-freeze-drying). Sus principales características se recogen en 

la Tabla 8. (Degobert and Aydin, 2021; Kawasaki et al., 2019). 

En este trabajo, dada sus numerosas ventajas y su aptitud para llevar 

a cabo el proceso de escalado a nivel industrial, la liofilización fue el método 

seleccionado para eliminar el componente acuoso de los nanosistemas 

(recogido en Anexo-Patente).  

La liofilización es un proceso de deshidratación que se lleva a cabo 

con el objetivo de mejorar la estabilidad de la nanosuspensión, aumentando 

su vida útil y, a la vez, facilitando su manipulación y almacenamiento. 

Consiste, simplificadamente, en congelar la muestra y eliminar el disolvente 

mediante su sublimación al vacío.  
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Tabla 8. Ventajas y limitaciones de los diferentes procesos de secado (Degobert 

and Aydin, 2021). 

Procedimiento 

de secado 
Ventajas Inconvenientes 

Liofilización 

(freeze drying) 

▪ Baja temperatura, apta para 

productos termolábiles 

▪ Cierre de viales bajo gas inerte apto 

para productos sensibles al oxígeno 

▪ Dosificación precisa 

▪ Tiempo de reconstitución corto 

debido a la alta porosidad 

▪ Contenido de humedad controlado 

▪ Proceso estéril 

▪ Largo tiempo de 

procesamiento 

▪ Configuración costosa 

▪ Proceso complejo 

▪ Costo de mantenimiento 

▪ Exposición a la interfaz 

hielo-agua 

Spray drying 

▪ Proceso de secado rápido 

▪ Bajo costo 

▪ Buena fluidez de los polvos 

obtenidos 

▪ Polvo aerosolizable 

▪ Rendimiento (50–70%) 

▪ No apto para productos 

termolábiles 

▪ No apto para productos 

sensibles al oxígeno 

 

Spray freeze 

drying 

▪ Congelación rápida 

▪ Alto rendimiento 

▪ Buena fluidez de los polvos 

obtenidos 

▪ Polvo aerosolizable 

 

▪ Largo tiempo de 

procesamiento 

▪ Alto costo 

▪ Partículas frágiles 

▪ Proceso complejo 

▪ Requiere nitrógeno 

líquido 

 

El proceso de liofilización se puede dividir en tres etapas: 

congelación (solidificación), secado primario (sublimación del hielo) y 

secado secundario (desorción de agua no congelable) (Figura 10). 
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Figura 10. Etapas del proceso de liofilización, evolución de los parámetros del 

proceso y el estado correspondiente del producto a liofilizar (Degobert and Aydin, 

2021).  

La primera etapa del proceso es la congelación y ocurre a presión 

atmosférica. Durante esta etapa, la preparación se enfría y comienza la 

nucleación o formación de cristales. Durante el proceso de congelación, las 

moléculas de agua contenidas en la preparación cristalizan y empiezan a 

formar hielo. Esto conduce a un aumento de la concentración de solutos y, 

por consiguiente, a un aumento de la viscosidad, que alcanza valores de 1011 

a 1012 Pa∙s. Este líquido altamente concentrado y viscoso se solidifica e 

inhibe la posterior cristalización del hielo. La preparación, en este momento, 

se divide en una fase cristalina, constituida por el hielo y una fase amorfa 

que contiene los solutos. La temperatura a la ocurre este proceso se 

denomina temperatura de transición vítrea del soluto crioconcentrado (Tg’). 

La velocidad de enfriamiento y su duración influyen en el tamaño de 

partícula e índice de polidispersión tras su posterior reconstitución. Si la 

etapa de congelación se lleva a cabo a velocidad alta, se produciría la 
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formación de un gran número de cristales de hielo pequeño, lo que 

aumentaría la porosidad de la matriz y, por lo tanto, el tiempo de secado se 

vería reducido, sin embargo, también favorecería la agregación de las 

nanopartículas presentes, siendo este un paso crítico en el proceso (Degobert 

and Aydin, 2021). 

La segunda etapa consiste en el secado primario. Esta etapa 

involucra la sublimación del hielo y ocurre a presión reducida. Durante este 

proceso, se transfiere calor desde la bandeja del liofilizador a la solución 

congelada. El hielo se sublima y el vapor de agua formado pasa a través de 

la porción seca del producto (el secado comienza desde la parte superior 

hasta el fondo del vial). Al final de la etapa de sublimación se forma un 

tapón poroso. Los poros corresponden a los espacios que fueron ocupados 

por cristales de hielo (Trenkenschuh and Friess, 2021). 

Durante esta etapa, se debe controlar la temperatura del producto y 

mantenerlo en un margen seguro, de 2 a 5 °C por debajo de su temperatura 

de transición vítrea, especialmente en el caso de biomoléculas o fármacos 

inestables (Kawasaki et al., 2019). Esto es debido al paso de estado vítreo a 

estado líquido sobreenfriado, que ocurre cuando el producto se somete a 

temperaturas superiores a la Tg’, da lugar a materiales con consistencia 

viscosa, debido a la flexibilidad parcial de sus moléculas, lo que le confiere 

una mayor susceptibilidad a cambios físicos y químicos. 

La tercera etapa se denomina secado secundario e implica la 

eliminación, por evaporación, del agua adsorbida en el producto, también 

llamada humedad residual. Se trata de la porción de agua que no se congeló 

durante la primera etapa. Este proceso requiere más energía que el anterior, 
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por lo que implica trabajar a presión baja y temperatura más elevada. Para 

mantener el producto en su estado vítreo, en esta etapa, la temperatura 

tampoco debe sobrepasar su temperatura de transición vítrea del producto 

seco (Tg) (Kawasaki et al., 2019; Parra et al., 2015; Trenkenschuh and 

Friess, 2021). 

Tras la liofilización, la formulación debe permanecer protegida del 

medio y, a nivel industrial, el vial se sella mediante un mecanismo de cierre 

hidráulico o de tornillo que posee el liofilizador, que presiona el tapón hacia 

el interior del recipiente. Tras el proceso de tapado de los envases, el 

producto puede retirarse con seguridad del liofilizador y el tapón puede 

reforzarse con una banda metálica para proporcionar un sellado permanente 

al producto (Przic et al., 2004). 
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La hipótesis de la presente tesis doctoral se basa en la propuesta de 

dos sistemas de liberación controlada de fármacos, conteniendo 

Lactoferrina, como alternativa para el tratamiento eficaz del síndrome del 

ojo seco y otras enfermedades inflamatorias oculares. La evidencia 

científica sugiere que la administración ocular de LF, encapsulada en 

nanosistemas de naturaleza polimérica o lipídica, biocompatibles, podría 

solventar los problemas de estabilidad y biodisponibilidad de la proteína, así 

como optimizar su eficacia en el tratamiento de dichas patologías.  

El objetivo principal se centra en el desarrollo y caracterización de 

dos sistemas nanoestructurados, incluyendo un sistema de naturaleza 

polimérica (nanopartículas/nanoesferas) y uno de naturaleza lipídica 

(liposomas), ambos conteniendo LF, así como la evaluación del 

comportamiento biofarmacéutico, el perfil toxicológico y la eficacia 

terapéutica. 

Objetivos Específicos  

• Desarrollar y optimizar dos sistemas nanoestructurados conteniendo 

bLF: nanopartículas poliméricas (bLF-NPs) y liposomas con 

recubrimiento de ácido hialurónico (bLF-LIP). 

• Determinar las características fisicoquímicas y la estabilidad de los 

sistemas optimizados a diferentes temperaturas de almacenamiento. 

• Estudiar el comportamiento biofarmacéutico y demostrar que ambos 

sistemas presentan un perfil de liberación prolongado del activo. 

• Estudiar los efectos de la esterilización mediante radiación ionizante 

en los sistemas. 
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• Evaluar la internalización celular de los sistemas poliméricos 

mediante microscopía confocal. 

• Evaluar el efecto citotóxico in vitro producido por los nanosistemas 

en células córneales (cultivo celular) y la tolerancia ocular mediante 

técnicas in vitro (HET-CAM) e in vivo (Test de Draize). 

• Evaluar la eficacia anti-inflamatoria in vitro (determinación de 

citoquinas) e in vivo (estimulación con lipopolisacárido) de ambos 

sistemas. 

• Estudiar la eficacia terapéutica in vivo en el ojo seco inducido en un 

modelo de conejo (Test de Schirmer). 
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El desarrollo de la presente investigación dio lugar a dos publicaciones en 

forma de artículos científicos y una patente. 

3.1.  Development of topical eye-drops of lactoferrin-loaded biodegradable 

nanoparticles for the treatment of anterior segment inflammatory processes. 

3.2.  Development of Lactoferrin-Loaded Liposomes for the Management 

of Dry Eye Disease and Ocular Inflammation. 

ANEXO. Liposomes for the treatment of ocular diseases. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 



RESULTADOS 

69 

 

3.1. Development of topical eye-drops of lactoferrin-loaded 

biodegradable nanoparticles for the treatment of anterior segment 

inflammatory processes. 
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3.2. Development of lactoferrin-loaded liposomes for the management 

of dry eye disease and ocular inflammation. 

Ana López-Machado, Natalia Díaz, Amanda Cano, Marta Espina, Josefa 

Badía, Laura Baldomà, Ana Cristina Calpena, Eliana B. Souto, María Luisa 

García, Elena Sánchez-López. 
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Las enfermedades que cursan con inflamación ocular, entre las que 

se incluye el síndrome del ojo seco, por lo general, son patologías 

multifactoriales y de etiología muy diversa, que afectan a millones de 

pacientes en todo el mundo. Su prevalencia e incidencia es elevada, 

especialmente en los países desarrollados y están relacionadas con 

incremento de la esperanza de vida, el uso de ciertos fármacos, la 

contaminación del aire y el incremento masivo del uso de pantallas de 

visualización de datos. El proceso inflamatorio presente en la mayoría de las 

afecciones oculares se presenta inicialmente como mecanismo de defensa 

del organismo y su objetivo es el de eliminar al patógeno o causante de la 

lesión y favorecer la reparación tisular. Este se torna peligroso cuando se 

cronifica y desencadena un entorno proinflamatorio caracterizado por la 

presencia de diferentes mediadores proinflamatorios junto con un alto grado 

de estrés oxidativo, lo cual favorece el reclutamiento de más células 

inmunitarias generando una situación de retroalimentación 

autoinflamatoria, pudiendo verse afectada la función y la integridad ocular. 

El objeto principal de la presente investigación consistió en el 

desarrollo y evaluación de dos sistemas nanoestructurados de diferente 

naturaleza para el transporte y la liberación, a nivel ocular, de una proteína 

(LF) con actividad farmacológica, capaces de aumentar su estabilidad y 

biodisponibilidad, a fin de ejercer un efecto terapéutico tanto en la 

prevención como en el tratamiento de la inflamación y la sequedad ocular. 

Por lo tanto, se desarrolló un sistema basado en NPs poliméricas de 

PLGA y otro de naturaleza lipídica mediante la formulación de liposomas, 

ambos conteniendo la proteína. Una vez se optimizaron ambas 
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formulaciones haciendo uso de diseños de experimentos (DoE), se llevaron 

a cabo estudios de caracterización fisicoquímica, esterilización y estabilidad 

en estado líquido a diferentes temperaturas, así como la evaluación de sus 

propiedades biofarmacéuticas, su seguridad y eficacia antinflamatoria in 

vitro e in vivo y en el tratamiento de la sequedad ocular in vivo.  

Previo al desarrollo de las formulaciones, se llevó a cabo el diseño y 

validación de un método instrumental, basado en la cromatografía liquida 

de alta resolución (HPLC), que permitiese la correcta determinación y 

cuantificación de la proteína presente en las formulaciones y posterior a su 

interacción y paso a través de diferentes membranas sintéticas u oculares.  

La optimización de ambos nanovehículos se realizó mediante el 

desarrollo de dos diseños de experimentos factoriales compuestos, para 

estudiar qué factores afectaban y en qué medida en las síntesis de los 

nanosistemas. La fabricación de las bLF-NPs se llevó a cabo mediante el 

método de la doble emulsión, teniendo en cuenta la hidrosolubilidad del 

activo (Tao Meng et al., 2003). En el caso de los bLF-LIP, fueron elaborados 

mediante la técnica de hidratación del film lipídico y su posterior 

homogenización a alta presión, con el fin de obtener liposomas pequeños y 

unilamelares (Xiang and Cao, 2021). En los diseños de experimentos se 

establecieron como variables independientes la concentración de principio 

activo (bLF), el componente mayoritario del vehículo (siendo este el 

polímero en el caso de las NPs y el lípido en los liposomas) y el tensioactivo 

para cada una de las formulaciones. Las variables dependientes evaluadas, 

en ambos casos, fueron: el tamaño medio de partícula, el índice de 

polidispersión, la carga superficial de las partículas (determinada en base al 
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potencial Z) y la eficiencia de encapsulación de la proteína en el vehículo. 

Los componentes que conformaban los nanosistemas fueron escogidos en 

base a su seguridad para uso humano y ocular y su compatibilidad con el 

principio activo y entre sí (Cano et al., 2019).  

La formulación de NPs poliméricas optimizada presentó un tamaño 

medio de partículas de aproximadamente 130 nm, carga superficial positiva 

de alrededor + 30 mV, población monodispersa y una capacidad de 

encapsulación de proteína de aproximadamente el 60 %. Paralelamente, se 

confirmó a través de microscopía electrónica de transmisión (TEM) y de 

fuerzas atómicas (AFM) que las NPs presentaban una morfología esférica, 

sin evidencia de agregación entre partículas y un tamaño similar a lo 

observado mediante la técnica de dispersión dinámica de la luz (DLS).  

Por otro lado, la formulación optimizada de liposomas (bLF-LIP), 

tras la adición de ácido hialurónico, mostró un tamaño medio de partícula 

de 90 nm, siendo este ligeramente inferior al de las NPs poliméricas, carga 

superficial positiva de alrededor de + 20 mV, población monomodal y una 

encapsulación de la proteína de alto peso molecular del 53 %. En este caso, 

con el fin de conservar la estructura de la bicapa lipídica, se llevó a cabo el 

análisis por microscopía electrónica de baja temperatura (cryo-TEM) para 

su caracterización morfológica (Ghitman et al., 2020). Las imágenes 

revelaron la forma esférica y homogénea de los bLF-LIP, así como su 

conseguida estructura unilamelar.  

Estas características hacen que los dos sistemas desarrollados sean 

adecuados para la administración por vía ocular, sin inducir irritación 

corneal. Además, la carga altamente positiva consigue que el tiempo de 
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residencia de las NPs y los liposomas en la película lagrimal, adyacente al 

epitelio corneal, sea prolongado, debido a sus interacciones electrostáticas 

con las proteínas presentes cargadas negativamente, como mucinas y 

lisozimas, lo cual facilita la penetración del activo y favorece su liberación 

sostenida en el tiempo (Daull et al., 2020). 

Además, las bLF-NPs demostraron ser estables en suspensión a 

temperaturas bajas, durante 30 días, sin variaciones significativas en sus 

características fisicoquímicas. Así mismo, la formulación lipídica, bLF-LIP 

tampoco mostró ningún proceso de desestabilización o migración de 

partículas durante un periodo de tiempo de 60 días, almacenada tanto a 

temperatura ambiente como a 4 oC. La estabilidad prolongada que 

presentaron las formulaciones optimizadas fue debida, entre otros factores, 

a los valores elevados de potencial Z presentes, indicativo de una carga 

superficial elevada, que evitarían la interacción electrostática entre las 

partículas y los consiguientes fenómenos de desestabilización de las 

suspensiones coloidales por formación de agregados (Retamal Marín et al., 

2017). 

Previamente, las bLF-NPs fueron sometidas a un proceso de 

esterilización mediante su exposición a radiación gamma (Youshia et al., 

2021). Esta irradiación se caracteriza por una penetración profunda y a dosis 

bajas capaz de acabar de manera efectiva con los microorganismos que 

puedan estar presentes en las formulaciones farmacéuticas o en sus envases. 

Es un método registrado en la Farmacopea Europea y aceptado para su uso 

en productos farmacéuticos, mayoritariamente termolábiles (EMA, 2015). 

Su posterior caracterización reveló que la estructura y los parámetros 
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fisicoquímicos del sistema no se veían afectados. No se observaron 

diferencias significativas entre las NPs antes y después de irradiar, por lo 

que no se vieron afectadas tampoco sus propiedades farmacológicas. Sin 

embargo, en el caso de bLF-LIP, no fue posible llevar a cabo este tipo de 

esterilización. Como es bien sabido, los liposomas o partículas lipídicas, al 

ser esterilizados mediante la aplicación de radiación gamma en medio 

acuoso, pueden sufrir diferentes procesos químicos (peroxidación, 

oxidación, hidrólisis y/o agregación) debido a la formación de radicales 

libres procedentes de la radiólisis del agua (radicales hidroxilo, electrones 

hidratados y/o átomos de hidrógeno) o al efecto directo de la radiación 

gamma sobre los fosfolípidos. Además, el colesterol también genera una 

gran cantidad de productos de oxidación cuando se expone a dosis bajas de 

irradiación, responsable de un incremento en la permeabilidad de la 

membrana de los liposomas y, por consiguiente, la pérdida del activo 

encapsulado, así como variaciones notables en la mayoría de los parámetros 

fisicoquímicos (Delma et al., 2021; Toh and Chiu, 2013). 

Con el objetivo de conocer el estado físico de la proteína en el 

interior de los nanovehículos, condicionante en gran medida de su 

farmacocinética, se llevaron a cabo diferentes estudios de interacción entre 

los componentes de las formulaciones desarrolladas. En el caso de las bLF-

NPs, los resultados obtenidos mediante calorimetría diferencial de barrido 

(DSC) y espectroscopía de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR) 

demostraron que la bLF estaba dispersada perfectamente en la matriz 

polimérica y que no existían enlaces covalentes entre ellas. Este hecho 

indicaría que el activo es capaz de liberarse de forma adecuada desde el 

interior de la NP, fenómeno confirmado con el estudio de liberación in vitro. 
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Las bLF-NPs presentaron una liberación inicial brusca del principio activo 

característica de este tipo de matrices poliméricas, seguida de un perfil de 

liberación sostenida hasta el final del ensayo (Cano et al., 2018; Fu and Kao, 

2010). Así mismo, los resultados del estudio de interacción entre la bLF y 

el vehículo lipídico, mediante DSC, sugirieron la incorporación adecuada de 

todos los componentes de la formulación dentro de la estructura del 

liposoma. Esto fue corroborado con el estudio de comportamiento 

biofarmacéutico in vitro, donde se observó un perfil de liberación de la 

proteína desde el vehículo, prolongado en el tiempo y caracterizado por una 

etapa inicial de liberación más aguda. Este evento depende en gran medida 

de la composición de la formulación liposomal, incluida la cantidad de 

colesterol, de tensioactivo, la longitud de las cadenas de acilo o la carga del 

sistema, además de las características farmacocinéticas del propio fármaco 

(Maritim et al., 2021). 

Las NPs polimérica liberaron en torno al 70 % del activo 

encapsulado en las primeras 24 h, mientras que los liposomas alcanzaron 

únicamente un 50 % en el mismo periodo de tiempo, por lo que se observa 

una liberación más sostenida en el caso de bLF-LIP. Con ambos 

nanosistemas, el estudio de liberación in vitro se realizó comparándolos con 

una muestra de principio activo libre (bLF) de su misma concentración y se 

obtuvieron resultados similares (Gonzalez-Pizarro et al., 2019). Se observó 

que, a las 24 horas desde el inicio del ensayo, el 100 % de bLF libre había 

sido liberado de la membrana de diálisis al medio receptor, a diferencia de 

los sistemas poliméricos y lipídicos.  
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Los estudios de comportamiento biofarmacéutico incluyeron 

también la permeación corneal ex vivo de ambos sistemas respecto al 

principio activo en solución (Carvajal-Vidal et al., 2017). Los resultados 

evidenciaron que la concentración de bLF procedente de las NPs que logró 

permear la córnea fue significativamente más elevada que en caso de la 

proteína libre. Este mismo fenómeno ocurrió durante la permeación de bLF-

LIP. En ambos ensayos, todos los parámetros de permeación examinados 

presentaron diferencias estadísticamente significativas (p<0,05) frente a los 

obtenidos con la bLF libre, excepto en el caso de la cantidad retenida en la 

córnea (QR) procedente del ensayo con las NPs poliméricas. Tanto el flujo 

en estado estacionario (J), como el coeficiente de permeabilidad (Kp) y la 

cantidad permeada a las 24 h (Q24) presentaron valores superiores en la 

permeación de los nanovehículos que en la del activo libre. Este hecho se 

debe a la mayor lipofilicidad que presentan tanto el vehículo polimérico 

como el lipídico, en relación con la proteína libre. Debido a que el epitelio 

corneal restringe el paso de sustancias hidrofílicas, actúa como factor 

limitante en la entrada y velocidad de administración de estos fármacos a 

nivel ocular. Por lo tanto, las dos formulaciones desarrolladas consiguieron 

la administración del principio activo de manera efectiva, ya que fueron 

capaces de liberarlo lentamente a través del tejido corneal, por lo que 

confirmaron su potencial como medicamentos de uso ocular. 

Los ensayos de citotoxicidad in vitro, llevados a cabo en células de 

córnea humana HCE-2, demostraron que las formulaciones optimizadas, 

bLF-NPs y bLF-LIP, no afectaban en la viabilidad celular. Estos resultados 

confirmaron que los nanosistemas son biocompatibles y no tóxicos, aptos 

para su administración por vía ocular.  
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Adicionalmente, las bLF-NPs fueron sintetizadas paralelamente con 

un polímero al que previamente se le había incorporado un agente 

fluoróforo, la rodamina 110 (Rho). Diferentes concentraciones de Rho-bLF-

NPs fueron incubadas, durante 48 horas, en presencia de células HCE-2. 

Posteriormente se tiñó el núcleo celular con DAPI y se llevó a cabo su 

observación mediante microscopía confocal. En las imágenes obtenidas se 

pudo observar que las NPs poliméricas penetraron al citoplasma celular. Los 

resultados obtenidos concuerdan con los de otros autores que demuestran la 

internalización celular de NPs de PLGA en las células corneales (Gonzalez-

Pizarro et al., 2019; Li et al., 2021; Sah et al., 2017; Sánchez-López et al., 

2016). Además, en el caso de la lactoferrina, las células del epitelio corneal 

poseen un receptor especifico de membrana (LRP1) para su internalización, 

por lo que podría participar otro mecanismo de entrada celular posible, 

además de la endocitosis mediada por receptor, común a todas las NPs de 

aproximadamente 100 nm de tamaño medio (Higuchi et al., 2016). 

La evaluación de la tolerancia ocular de ambas formulaciones 

optimizadas en estudios in vitro e in vivo, HET-CAM y Test de Draize 

respectivamente, puso de manifiesto su inocuidad en el tratamiento de 

patologías inflamatorias oculares. Ambos estudios clasificaron a las NPs 

poliméricas y a los liposomas como agentes no irritantes y seguros para su 

uso por vía ocular, lo cual fue un resultado previsible dado que todos los 

componentes de la formulación están aceptados para su uso en humanos 

(Yousry et al., 2017).  

Dada la evidencia de que el síndrome del ojo seco y la inflamación 

crónica asociada conlleva la sobreexpresión de ciertos mediadores 
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inflamatorios a nivel corneal, como la IL-8 o el TNF-α, se analizó la 

actividad antiinflamatoria de las NPs poliméricas y los liposomas mediante 

la determinación de estos dos mediadores en células HCE-2 tras ser 

estimuladas con lipopolisacárido. El tratamiento con ambos sistemas tras el 

estímulo con el agente inflamatorio demostró, en todos los casos, su eficacia 

antiinflamatoria. Las concentraciones detectadas de los mediadores 

inflamatorios fueron significativamente menores en el caso de las células 

tratadas con respecto al control positivo de inflamación, en cuyo caso no se 

aplicó tratamiento posterior. En ambos casos se observaron diferencias 

estadísticamente no significativas entre la aplicación de los nanosistemas y 

de la proteína libre, siendo las concentraciones obtenidas, tras la aplicación 

de esta última, ligeramente menores, lo cual podría explicarse por la 

liberación sostenida del fármaco, pudiendo este no liberar el 100% del activo 

durante el transcurso del experimento. Los valores obtenidos confirmarían 

el papel de la lactoferrina en la modulación de la expresión de diversas 

citoquinas proinflamatorias, posiblemente mediante la inhibición de la 

transcripción inducida por NF-κB (Kruzel et al., 2017). 

Así mismo, los resultados adquiridos en los ensayos in vivo de 

prevención y tratamiento de la inflamación ocular en conejo evidenciaron 

que, en el caso de las NPs poliméricas, tanto la capacidad de prevención 

como el tratamiento de la inflamación ocular fue satisfactorio. Se 

observaron diferencias notables entre controles y tratados, con una 

recuperación ligeramente más rápida en el caso de las bLF-NPs que en el 

tratamiento con la proteína libre a lo largo del tiempo, probablemente debido 

a la eliminación por el reflejo nasolacrimal. 
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Los liposomas también demostraron ejercer actividad 

antiinflamatoria tras su administración en la profilaxis y tratamiento de 

procesos inflamatorios oculares. Se observaron diferencias significativas 

entre la disminución de los signos oculares de inflamación, en ambos 

estudios, con respecto al control positivo y a la proteína libre. Los resultados 

obtenidos para bLF-LIP pusieron de manifiesto su capacidad de adherencia 

en la superficie corneal y la liberación prolongada de la proteína (González-

Fernández et al., 2021).    

En el caso de la prevención de la inflamación ambos sistemas 

demostraron ejercer un efecto similar, favorecido por la cesión sostenida del 

activo aplicado previo al estímulo inflamatorio (González-Fernández et al., 

2021). En cambio, en relación con los valores obtenidos en el tratamiento 

de la inflamación y, por ende, la aplicación de los nanosistemas posterior al 

estímulo inflamatorio se observó que bLF-NPs ejerció un efecto 

antiinflamatorio mayor que bLF-LIP. Este hecho concuerda con los 

resultados de liberación in vitro, donde se observó que la liberación de 

activo procedente de los liposomas era más sostenida que en el caso de las 

NPs poliméricas, además, esto podría entenderse ya que el liposoma tiene 

en su superficie un recubrimiento polimérico basado en ácido hialurónico, 

además del propio vehículo lipídico, por lo tanto, la cesión de la proteína se 

podría ver ralentizada con respecto a las NPs de PLGA. Sin embargo, ambos 

sistemas demostraron ser agentes antiinflamatorios eficaces, disminuyendo 

significativamente los signos de irritación e inflamación ocular con respecto 

a los controles positivos de inflamación (conejos tratados con suero 

fisiológico). 
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Con el objetivo de comprobar la eficacia terapéutica de los 

nanosistemas desarrollados en el tratamiento del síndrome de ojo seco in 

vivo se realizó el test de Schirmer. Se evaluó el nivel de lágrima producida 

por un ojo diagnosticado con SOS y tras 5 días de tratamiento. En este 

estudio, solo los animales tratados con liposomas respondieron de manera 

satisfactoria. El tratamiento con bLF-LIP logró una diferencia 

estadísticamente significativa en el volumen de lagrima secretado con 

respecto al obtenido del control positivo no tratado. Se observan diferencias 

considerables entre el día 0 y 5, el volumen de lagrima secretado en el grupo 

tratado con liposomas es 6,25 veces superior el quinto día del tratamiento y 

4,5 veces mayor que el ojo tratado con suero fisiológico. Estos resultados 

corroboran la información proporcionada por otro autores, que sugieren el 

uso de la lactoferrina en el tratamiento del síndrome del ojo seco (Devendra 

and Singh, 2015; Vagge et al., 2020). Además, no se debe pasar por alto la 

presencia del ácido hialurónico como agente de recubrimiento del liposoma, 

ampliamente utilizado en el tratamiento de esta patología ocular por sus 

propiedades mucomiméticas oculares, que, además, tiende a formar una 

capa protectora en la superficie ocular que reduce la desecación, la fricción 

y el daño celular (Agarwal et al., 2021).  
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Two controlled release nanostructured systems, based on polymeric 

and lipidic carriers, containing bLF have been developed for the treatment 

of ocular inflammation and dry eye disease. In this context, the conclusions 

of the present doctoral thesis are: 

1. bLF-NPs (prepared by double emulsion method) and bLF-LIP 

(prepared by lipid film hydration technique and posterior high 

pressure homogenization method) exhibit physicochemical 

properties that allow them to perform sustained protein release and 

are suitable for ocular administration as eye drops. 

2.  Polymeric NPs are shown to be stable when stored at 4 oC for 1 

month and liposomes stored at 4 and 25 oC for 2 months without 

any physicochemical changes. 

3. Gamma-ray sterilisation maintains the physicochemical properties 

of bLF-NPs. 

4. Biopharmaceutical studies indicate that the incorporation of bLF 

into both nanocarriers results in its prolonged release and promotes 

its permeation through the cornea, increasing its pharmacological 

effectiveness and decreasing the number of daily doses required. 

5. In vitro cytotoxicity and in vivo tolerance assays demonstrate that 

bLF-NPs and bLF-LIP formulations are safe and well-tolerated at 

the cellular and histological level. 

6. Both nanosystems developed reduce the production of pro-

inflammatory cytokines in HCE-2 corneal cells, an in vitro method 

that supports the anti-inflammatory efficacy in vivo. 
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7. In vivo anti-inflammatory efficacy studies show that both 

formulations developed are effective and exhibit higher activity 

than free protein at the ocular level. 

8. bLF-LIP demonstrates efficacy in the treatment of dry eye 

syndrome, achieving an increase in the volume of tears produced 

after 5 days of treatment. 

In summary, these studies demonstrate that nanostructured 

systems with bLF, an anti-inflammatory and antioxidant high molecular 

weight protein, possess optimal properties to become in an innovative, 

promising, suitable, and safe strategy for the treatment of these diseases 

and other pathologies affecting the eyeball associated with 

inflammation.
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