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1.1 PENETRACIÓN DE FÁRMACOS A TRAVÉS DE BARRERAS 

BIOLÓGICAS 

 

En las últimas décadas, la búsqueda de sistemas capaces de superar las barreras 

biológicas ha sido la principal fuerza motriz para el desarrollo de nuevas formas 

farmacéuticas. Aunque estas barreras que los activos necesitan atravesar para 

alcanzar el tejido diana se conocen desde hace mucho tiempo en una forma 

genérica, su composición específica y comportamiento biológico ha sido limitado 

hasta hace poco. Afortunadamente, los importantes avances realizados en las 

últimas décadas en el campo de la biología celular y molecular han permitido 

profundizar en el conocimiento de la naturaleza y el comportamiento mecánico de 

estas barreras [1]. 

Los sistemas de administración de fármacos están diseñados para interactuar con 

estas barreras y facilitar el paso del principio activo al lugar de acción. La influencia 

de las barreras biológicas sobre la biodisponibilidad de los principios activos es 

importante en la eficacia de un tratamiento ya que el fármaco debe alcanzar una 

concentración terapéutica en el lugar adecuado y mantenerse en el órgano diana el 

tiempo necesario para ejercer su acción, entendiendo por tal el medio en el cual un 

fármaco está en posición de interactuar con sus receptores para realizar su efecto 

biológico sin que intervengan barreras de difusión. Para alcanzar esta concentración 

adecuada en el lugar de acción es preciso que el fármaco pueda: penetrar en el 

organismo a favor de los procesos de absorción, llegar al plasma y distribuirse por 

los tejidos a favor de los procesos de distribución. Pero el fármaco, tan pronto como 

penetra en el organismo, está sometido a los procesos de eliminación que 

comprenden dos mecanismos: eliminación por las vías naturales (orina, bilis, saliva, 

etc.) y metabolismo o biotransformación enzimática [2].  

Asimismo, el paso de fármacos a través de dichas barreras está condicionado por 

las características fisicoquímicas de la sustancia, en particular, del tamaño, el peso 

molecular, el grado de ionización (carga eléctrica) y su liposolubilidad. La mayoría 



                                                                                                                                        1. Introducción 

22 
 

de los principios activos son ácidos o bases orgánicas débiles que en medio acuoso 

están ionizados. La fracción no ionizada suele ser liposoluble y difunde fácilmente 

a través de las membranas celulares. La forma ionizada no puede penetrar en las 

membranas fácilmente, debido a su baja liposolubilidad y elevada resistencia 

eléctrica (resultante de la carga de la molécula y de los grupos con carga eléctrica 

de la superficie de la membrana). Así, una sustancia pequeña, poco ionizada y muy 

liposoluble atraviesa rápidamente las membranas celulares. 

Finalmente, es necesario considerar la forma farmacéutica en la que se presenta el 

medicamento como medio facilitador de la biodisponibilidad. La absorción no es la 

misma para una tableta que para una cápsula o para una preparación de liberación 

prolongada. En este último caso, el principio activo está incluido en una matriz de la 

que se libera lentamente. 

 

1.1.1. Características anatomofisiológicas de la vía ocular 

 

La aplicación del fármaco en la superficie ocular (vía tópica) es el tratamiento de 

elección en procesos patológicos superficiales y/o internos del ojo para la 

administración de fármacos no sólo por tratarse de un método no invasivo, sino 

porque, presenta, además, otras ventajas tales como menor coste, mayor seguridad 

y mejor aceptación por parte de los pacientes debido a su fácil aplicación.  

El ojo es el órgano encargado de producir el complejo fenómeno de la visión. Para 

tal fin requiere cierta independencia del medio que lo rodea, logrando mantener sus 

estructuras inalteradas para una correcta visión. Sin embargo, esta particularidad lo 

convierte en un órgano de difícil acceso para las formas farmacéuticas tradicionales 

tópicas tales como soluciones, suspensiones y ungüentos que no presentan 

suficiente efectividad terapéutica debido a la baja biodisponibilidad de los fármacos 

que está vinculada principalmente a la estructura anatómica y fisiológica de la vía 

ocular [3]. 
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Los procesos fisiológicos del ojo reducen en gran medida la biodisponibilidad de los 

fármacos en la superficie ocular, limitando su absorción y favoreciendo la 

eliminación del mismo. 

La lágrima forma sobre la superficie anterior del globo ocular la película lagrimal. 

Esta película lagrimal cumple distintas funciones en el sistema ocular: óptica, 

regularizando la superficie corneal; metabólica, aportando oxígeno a los tejidos; 

mecánica, lubricando los tejidos para evitar el daño por el roce y eliminando residuos 

(como vehículo) y cuerpos extraños de la superficie anterior; y defensiva, 

presentando un pH bajo y moléculas de distinta naturaleza química (lisozima, Ig A, 

lactotransferrina) para mantener un ambiente antibacteriano y otras funciones tales 

como  humectante nasal y fotoabsorbente. Todo ello hace que la película lagrimal 

sea la primera barrera protectora frente a agentes externos que afecta a la 

biodisponibilidad de los fármacos, tanto desde un punto de vista cuantitativo como 

cualitativo [4–6]. 

En condiciones normales, el volumen de la lágrima en un adulto es alrededor de 7-

10 µL y la secreción lagrimal basal es de 1.2 µL/min, mientras que el saco lagrimal 

tiene una capacidad de almacenamiento de 30 µL [7]. El volumen de una gota de 

una forma de dosificación convencional oscila entre 40 y 50 µL, por lo que después 

de la instilación del fármaco en el ojo, éste es diluido por la formación activa de 

lágrimas reflejas, cuyo volumen varía entre 3 a 400 µL/min y que fluyen hacia la 

superficie ocular produciendo en pocos segundos, el parpadeo. Esto impulsa al 

líquido lagrimal hacia los puntos lagrimales y, a través de ellos, todo el exceso de 

volumen pasará de la superficie ocular a los canalículos lagrimales favoreciendo el 

drenaje del fármaco (Figura 1) [8]. El volumen de las lágrimas reflejas varía de 

acuerdo con las propiedades irritantes del fármaco y/o de la formulación 

administrada.  

Asimismo, el fármaco se puede unir a las proteínas presentes en el fluido lagrimal, 

lo que disminuye la cantidad de principio activo disponible para ser absorbido y, por 

tanto, reduce su biodisponibilidad. Este efecto es más importante en determinados 

procesos patológicos oculares de etiología inflamatoria, vírica o alérgica que 
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inducen a un aumento de las proteínas lagrimales. Por otra parte, la acción de pH 

del ácido carbónico y los ácidos orgánicos débiles presentes en la lágrima facilitan 

la ionización del fármaco [9]. 

 
 
 
 

 
 

Figura 1. Barreras fisiológicas oculares para los fármacos administrados por vía tópica 
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ocular, además de sus características fisicoquímicas, se debe tener en cuenta la 
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córnea, barrera hemato acuosa, barrera hemato lagrimal) hasta alcanzar el órgano 

diana. Desde el punto de vista terapéutico, estas barreras fisiológicas de protección 

actúan desfavorablemente en el momento de la aplicación de una forma 

medicamentosa con fines terapéuticos, lo que dificulta que se alcance una 
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concentración terapéutica eficaz de principio activo en un lugar determinado del 

interior del globo ocular. 

El fármaco instilado en la superficie ocular, que no fue eliminado por los procesos 

fisiológicos del ojo puede ser absorbido en el área pre-corneal a través de la 

esclerótica y/o conjuntiva.   

La conjuntiva es una membrana mucosa y transparente que cubre la superficie 

anterior del globo ocular y la superficie interior de los párpados (Figura 2) [10]. El 

tejido conjuntival se compone de dos o tres capas de células epiteliales. También 

contiene células caliciformes mucosas que son las responsables de la secreción de 

la mucina necesaria para la estabilidad de la película lagrimal y la transparencia 

corneal [11]. Debido a la gran área superficial y la elevada vascularización de la 

conjuntiva, los fármacos aplicados tópicamente desaparecen rápidamente en la 

circulación de la sangre, lo que conlleva la distribución sistémica del fármaco [12]. 

La conjuntiva es más permeable a macromoléculas hidrófilas por vía paracelular 

que la córnea [13].  

La fracción del fármaco que logra escapar a las barreras conjuntivales se extiende 

a través de la esclerótica, que se origina en el limbo y se prolonga posteriormente a 

lo largo del resto del globo ocular. La esclerótica es una capa protectora opaca, 

rígida, que varía en espesor y se compone principalmente de fibras de colágeno y 

proteoglicanos embebidos en una matriz extracelular. La ruta transescleral ofrece 

muchas ventajas sobre la ruta corneal tales como: una amplia área superficial (17 

cm2) lo que representa un depósito potencial de fármaco, un alto grado de 

hidratación (70 %) que lleva a mejorar la difusión de moléculas hidrófilas, es inactiva 

metabólicamente y relativamente muy permeable a las macromoléculas. La 

esclerótica es aproximadamente 10 veces más permeable que la córnea y al menos 

la mitad de permeable que la conjuntiva. Estudios recientes han demostrado que la 

esclerótica es permeable a moléculas de peso molecular elevado (70-150 kDa), 

aparte de ello es importante considerar la carga del fármaco, ya que las moléculas 

de fármaco cargados positivamente presentan una mala permeabilidad a través de 

la esclerótica, presumiblemente debido a su unión a la matriz de proteoglicano 
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cargado negativamente. Todo ello convierte a la esclerótica en una nueva 

posibilidad en el transporte de fármacos a estructuras oculares posteriores, 

asociándolos a diferentes sistemas de liberación controlada, que minimicen los 

posibles efectos adversos [14–16]. 

Las barreras precorneales, el limitado tiempo de contacto del fármaco con la córnea 

y su dilución al mezclarse con el fluido lagrimal, se consideran las razones más 

importantes para el bajo porcentaje del fármaco absorbido ocularmente. El 

porcentaje de fármaco que supera estas barreras alcanza el área corneal que puede 

penetrar a través de dos mecanismos: paracelular (a través de los espacios 

intercelulares) y/o transcelular (a través de los espacios intracelulares) [17]. 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

Figura 2. Estructuras que componen el ojo 
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La córnea es un tejido transparente, avascular, en forma de disco que cubre 

aproximadamente el 15 % del área de la superficie del ojo. Además de su función 

como superficie refractiva, actúa a modo de barrera físicamente resistente y 

químicamente impermeable entre el ojo y el medio que lo rodea [18]. La córnea se 

compone de cinco capas, de la capa exterior hacia la interior son: epitelio, 

membrana de Bowman, estroma, membrana de Descemet y endotelio (Figura 3) 

[19,20]. 

El epitelio corneal, de naturaleza lipoidea, contiene el 90 % de las células totales de 

la córnea y plantea una resistencia significativa para la permeación de fármacos 

hidrófilos administrados por vía tópica. Además, las células epiteliales de la 

superficie de la córnea se unen entre sí mediante desmosomas y están rodeados 

por membranas unidas estrechamente (zonula occludens), que confieren al epitelio 

una gran estabilidad. La presencia de estos complejos de unión estrecha retarda la 

penetración de fármaco de la película de lagrimal en los espacios intercelulares del 

epitelio, y en las capas internas de la córnea. Las células endoteliales interiores, 

que presentan mácula adherens, son más permeables. Los principios activos 

penetran esta capa bien por difusión a través de las células (ruta transcelular) o bien 

a través de los espacios de las mismas (ruta paracelular). La ruta paracelular 

predomina para los fármacos hidrófilos o iones de bajo peso molecular, mientras 

que la ruta transcelular predomina para fármacos lipófilos [21]. 

La membrana basal del epitelio corneal está en contacto con la membrana de 

Bowman, que consiste en un tejido delgado (8-14 m), fibroso y en gran parte 

acelular, compuesto de fibras de colágeno embebidas en una sustancia 

mucoproteica. 

El estroma corneal, la capa intermedia que constituye un 85-90 % del espesor 

corneal, se compone de una matriz extracelular y consiste en una disposición 

laminar de fibrillas de colágeno, sustancia mucoproteica y fibroblastos corneales 

(queratocitos) [22]. Tiene un elevado contenido en agua, por lo que representa una 

barrera significativa a la penetración de moléculas de fármacos lipófilos. La 
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membrana de Descemet es una estructura acelular muy fina que separa el estroma 

del endotelio y regula el estado de hidratación del estroma [20]. 

La capa más interna de la córnea es el endotelio, una monocapa de células con 

forma hexagonal que desempeña un papel crítico en la regulación del transporte de 

fluidos y solutos entre el humor acuoso y el estroma corneal. Además, las uniones 

endoteliales de la córnea presentan filtraciones  que facilitan el paso de 

macromoléculas entre el humor acuoso y el estroma [23,24]. En contraste con el 

epitelio corneal las células del endotelio no se regeneran; de forma que cuando se 

produce la muerte celular en la capa del endotelio, las células adyacentes se 

aplanan y se agrandan en volumen cubriendo el espacio ocupado por la célula 

muerta [25]. 

Por lo tanto, las capas de la córnea, en particular el epitelio y el estroma, son 

considerados como los principales obstáculos para la administración de fármacos 

oculares. Cada capa corneal ofrece una polaridad diferente: lipófila (epitelio), 

hidrófila (estroma) y lipófila (endotelio) y una posible estructura que limita la 

velocidad de penetración del fármaco [26]. 

El paso del medicamento a través de la córnea depende, además de la estructura 

e integridad corneal, del peso molecular (PM) relacionado con el tamaño molecular 

y de las propiedades fisicoquímicas del fármaco y de la forma farmacéutica, 

esencialmente, del coeficiente de partición octanol/agua, relacionado con el grado 

de lipofilia del principio activo [21]. Por ello, es vital entender que el activo debe ser 

de carácter anfipático con el fin de penetrar a través de estas capas [27].  

En comparación con la córnea, la absorción del fármaco en la conjuntiva se 

considera no productiva debido a la presencia de los capilares sanguíneos y 

linfáticos, que puede causar pérdida significativa de fármaco en la circulación 

sistémica lo que reduce la biodisponibilidad ocular [28]. 

El fármaco que fue absorbido a través de la córnea puede ser distribuido en los 

tejidos circundantes (cuerpo ciliar, iris, cristalino) y/o puede ser eliminado a través 

del humor acuoso. 
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Figura 3. Estructura de la córnea y su organización celular de varias capas de 

transporte limitativo [29]. 
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cámara anterior a través de la pupila a una velocidad de flujo de aproximadamente 

2-5 l/min. Este fluido lleva nutrientes y oxígeno a los tejidos vasculares del ojo y 

facilita la eliminación de la materia de desecho de los tejidos circundantes. El 

fármaco que alcanza la cámara anterior puede interaccionar con la melanina del iris 

y reducir su biodisponibilidad. De esta forma, el iris pigmentado actúa a modo de 

reservorio de los fármacos liberándolos lentamente, incrementando así la duración 
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de la acción. Estas diferencias son mayores cuanto más lipofílicos sean los 

fármacos. Por otro lado, el fármaco también puede sufrir un proceso de 

metabolización por las enzimas presentes en el iris o cuerpo ciliar, tales como 

esterasas y el citocromo P-450 reductasa y, en consecuencia, disminuir la respuesta 

farmacológica [27]. 

La Figura 4 muestra un resumen de las barreras fisiológicas y anatómicas que 

impiden que el fármaco administrado tópicamente alcance a los tejidos 

intraoculares. 

 

 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
Figura 4. Vías generales de penetración ocular de fármacos aplicados 

tópicamente. Flechas negras gruesas = vía transcorneal; flechas rojas = Vía 

transconjuntival / transescleral; flechas verdes = vía de retorno sistémico; flecha 

azul = difusión lateral (difusión transcorneal y vía uvea/esclera) [30]. 
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1.2. FARMACOTERAPIA ANTIINFLAMATORIA OCULAR 

 

1.2.1. Mecanismos de la inflamación 

 

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

moleculares, celulares y vasculares de finalidad defensiva para aislar y destruir el 

agente desencadenante, así como para reparar el tejido dañado.  

En su forma aguda, la inflamación se caracteriza por enrojecimiento, edema, 

presencia de dolor y pérdida de la capacidad funcional. Aunque se trata de un 

mecanismo de defensa frente a estímulos lesivos, en ocasiones las células del 

propio organismo son destruidas por el proceso inflamatorio. Esta posibilidad es 

especialmente importante en el caso del ojo, ya que algunas estructuras, sobre todo 

las más delicadas, pueden resultar afectadas por la formación de cicatrices. Una 

inflamación ocular grave puede incluso desencadenar pérdidas de visión, lo que 

pone de manifiesto la importancia de limitar el proceso en lo posible. 

La activación de la enzima fosfolipasa A2, como respuesta a diversos estímulos 

(biológicos, físicos, químicos, traumáticos, vasculares o inmunitarios), hidroliza los 

fosfolípidos de la membrana, liberando ácido araquidónico y produciendo a su vez 

diversos mediadores (eicosanoides) como las protaglandinas, los leucotrienos y los 

tromboxanos. La producción de cada mediador bioquímico depende de la acción de 

otras enzimas sobre el propio acido araquidónico. Por ejemplo, la ciclooxigenasa 

(COX) que genera la prostaglandina (PG) H2, que estimula la formación de varios 

prostanoides, incluidas diversas PGs (PGI2, PGD2, PGE2, PGF2α) y tromboxano A2. 

Mientras que la lipooxigenasa produce leucotrienos, lipoxinas y otros productos 

(Figura 5) [31]. 
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Figura 5. Mecanismo de la inflamación y lugar de acción de los fármacos 

antiinflamatorios no esteroideos (+: activación; -: inhibición). 
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heterogéneo de fármacos ampliamente utilizados en el tratamiento tópico de 

procesos inflamatorios, que a su acción antiinflamatoria, que radica en la inhibición 

reversible de la COX en sus isoformas COX-1 y COX-2, se asocia un efecto 

analgésico y antipirético [32]. 
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administración tópica continuada (cataratas subcapsulares posteriores, elevación 

de la presión intraocular o favorecer la replicación viral en casos de herpes simple 

oftálmico) ha planteado la posibilidad de incrementar el uso de otros fármacos como 

los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) [33]. La actividad antiinflamatoria de 

estos agentes radica en la inhibición reversible de la actividad de la enzima 

ciclooxigenasa (COX) de ácidos grasos en sus isoformas COX-1 y COX-2, 

impidiendo la formación de prostaglandinas y tromboxanos, sustancias mediadoras 

de la inflamación [34]. 

La COX-1 es una enzima constitutiva que se expresa en la mucosa gastrointestinal 

normal y en las plaquetas. Tiene una función de mantenimiento en el cuerpo, de 

modo que participa en la hemostasis de los tejidos y es responsable de la 

producción de prostaglandinas. Por otra parte, la COX-2 es inducida en células 

inflamatorias cuando son lesionadas, infectadas o activadas, por ejemplo; las 

citosinas inflamatorias, como la interleucina y el factor de necrosis tumoral. Así la 

isoforma COX-2 es responsable principalmente, de la producción de los mediadores 

de la inflamación de la familia de los prostanoides. Sobre la COX-2, los agentes 

específicos producen una inhibición reversible dependiente del tiempo. 

Los AINEs tópicos se clasifican según la estructura química en seis grupos: indoles, 

ácidos fenilacéticos, ácidos fenilalcanóicos, salicilatos, fenamatos y pirazolonas. 

Los salicilatos, fenamatos y pirazolonas se consideran demasiado tóxicos para ser 

utilizados en el ojo [35].    

La administración por vía tópica ocular de los AINEs se emplea en cirugía de 

cataratas, en la prevención y tratamiento del edema macular cistoide y para el 

tratamiento a corto y largo plazo de la conjuntivitis alérgica. Sin embargo, la 

administración tópica de AINEs en patologías oftálmicas es limitada, debido a la 

baja solubilidad en agua de estos compuestos. Entre los AINEs comercializados 

para uso oftálmico se encuentran la indometacina, ketorolaco, flurbiprofeno, 

suprofeno, diclofenaco, pranoprofeno, bromfenac y nepafenac. Este último es un 

profármaco que tras su administración oftálmica, penetra a través de la córnea y es 

convertido por las hidrolasas del tejido ocular en amfenaco, su forma activa [36]. 
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1.2.3. Flurbiprofeno 

 

El flurbiprofeno (FB) es un AINE, derivado del ácido propiónico perteneciente a la 

familia del ácido 2-fenilpropiónico y utilizado en clínica en su forma racémica [37]. 

Su estructura química contiene un átomo de flúor y recibe las siguientes 

denominaciones: Acido 2-fluoro-metil-4-fenilacético, Acido 2-(2-fluoro-4-bifenil) 

propiónico o Acido 2-fluoro-metil (1,1΄-bifenil)-4-acético. Su fórmula empírica es 

C15H13FO2 y el PM 244,25 Da (Figura 6). 

 

 
Figura 6. Estructura molecular del flurbiprofeno 

 

El FB es un polvo cristalino blanco o ligeramente amarillento con un punto de fusión 

de 114-117 ºC y pKa en agua a 25 °C es de 4.22. Es prácticamente insoluble en 

agua a pH inferior a 5 y fácilmente soluble en la mayoría de disolventes polares. A 

pH ácido se presenta en forma de ácido libre, mientras que a pH alcalino lo hace en 

forma de sal. [38].   

El FB es un mezcla racémica de los enantiómeros (+)S y (-)R. Se ha determinado 

que el enantiómero S inhibe la síntesis de prostaglandinas y tiene una actividad 

antiinflamatoria y analgésica, mientras que el enantiómero R no inhibe la síntesis de 

prostaglandinas y únicamente tiene actividad analgésica. El fármaco es un potente 

antagonista de la síntesis de PGs [39]. Inactiva la COX, evitando así, tanto la 

formación de productos mediadores en la inflamación in situ, como la liberación de 

enzimas lisosomiales y la producción de superóxidos. Este fármaco reduce la 
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actividad de la COX, así como también la de la lipooxigenasa y la protaglandin 

sintetasa. De ahí, sus propiedades analgésicas, antiinflamatorias y antipiréticas [40]. 

El FB se absorbe bien por vía oral. La absorción en el tracto intestinal alcanza 

concentraciones máximas de fármaco a los 60-90 minutos después de su 

administración. Una vez absorbido pasa a la sangre, asociándose entre un 90-99 % 

a las proteínas plasmáticas, principalmente a la albúmina y posteriormente se 

metaboliza en el hígado. El FB y sus metabolitos se excretan principalmente como 

glucurónido y sulfato conjugados.  

En cuanto a la cinética de eliminación, sigue un modelo bicompartimental, siendo la 

vida media final en plasma de 4-6 horas. La excreción del fármaco se produce 

esencialmente en el riñón, entre un 20-25 % sin metabolizar, un 40-47 % como 

4’hidroxiflurbiprofeno, un 5 % como 3’,4’-dihidroxiflurbiprofeno y un 20-30 % como 

3’-hidroxi 4’-metoxiflurbiprofeno. Aproximadamente el 95 % de la dosis diaria es 

excretada en orina dentro de las 24 horas.    

Debido a sus propiedades antiinflamatorias, el FB se utiliza en el tratamiento de 

numerosas patologías tanto a nivel ocular como sistémico [41]. 

El colirio comercializado (Ocufen®) contiene una concentración de principio activo 

de 0.03 %. Para la inhibición de la miosis intraoperatoria, se debe administrar una 

dosis de 4 a 6 gotas en el ojo, aplicando una gota cada 30 minutos empezando de 

2 a 3 horas antes de la cirugía. En el tratamiento de la inflamación inducida tras 

trabeculoplastía con láser o cualquier otro procedimiento quirúrgico en el ojo, la 

dosis óptima es de una gota cada 4 horas instilada en el saco conjuntival durante 

una semana, iniciando 24 horas después de la cirugía. 

El FB no se metaboliza dentro del ojo, sino que se absorbe intraocularmente y el 

74% alcanza circulación sistémica. Se han detectado concentraciones de 176-213 

ng/mL en humor acuoso humano después de la administración del fármaco (1 gota 

cada 15 minutos) 1 hora antes de la cirugía. Los niveles máximos se alcanzan a los 

90 minutos de la instilación, disminuyendo lentamente, lo que permite mantener 
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unos niveles sustanciales de principio activo durante más de 2 horas después de la 

última dosis. 

La semivida de distribución ocular del principio activo es de 15 minutos mientras 

que la sistémica es de 12 minutos. La semivida de eliminación del fármaco del 

humor acuoso es de 93 minutos y la del plasma de 74 minutos. La semivida de 

eliminación en el humor acuoso se acerca al tiempo de renovación del humor 

acuoso en el conejo, lo cual sería un indicativo de que el drenaje es la ruta principal 

de eliminación. 

Estudios de  biodisponibilidad ocular de FB, realizados  tras administración de una 

única dosis de (0.1 %) o de múltiples dosis de menor concentración (tres dosis de 

una solución FB del 0.03 %, cada media hora) pusieron de relieve que, aunque en 

ambos casos indujo niveles en el ojo bastante elevados para prevenir la síntesis 

prostaglandinas, el empleo de una sola gota de solución más concentrada es más 

favorable que la administración en instilaciones repetidas, posiblemente debido a 

que induce menor irritación ocular y por tanto menor estímulo de la lagrimación 

refleja [42]. 

 

 

1.3. SISTEMAS DE LIBERACIÓN CONTROLADA DE FÁRMACOS 

 

Tras la administración de dosis únicas de fármacos por vías tradicionales, la 

concentración del principio activo en el organismo aumenta hasta un valor máximo, 

para luego disminuir debido a la excreción o a su metabolización (Figura 7). Para 

conseguir y mantener un nivel terapéutico del activo durante un amplio período de 

tiempo, se requiere la administración de dosis sucesivas del mismo, que complican 

la farmacodinamia. Se debe tener en cuenta que la concentración del principio 

activo debe estar por debajo de la mínima tóxica y alcance las terapéuticas mínimas 

[43]. No obstante, se produce una sobredosificación e infradosificación del fármaco, 

cuando solo se necesita una acción local [44].  
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Figura 7. Perfil hipotético de la concentración plasmática de un fármaco tras la 

administración consecutiva de dosis múltiples de un sistema convencional comparado 

con el perfil ideal de concentración de fármaco requerido para un tratamiento. 
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[46]. 
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1.3.1. Nanopartículas poliméricas 

 

Las nanopartículas poliméricas se han investigado como sistemas de 

administración de fármacos durante varias décadas debido a su capacidad para 

transportar una amplia variedad de fármacos y permitir su liberación durante un 

período prolongado de tiempo. Las nanopartículas son esferas coloidales 

poliméricas de tamaño submicrónico (10-1000 nm) que pueden mantener un agente 

activo dentro de la matriz polimérica o mantener al agente activo adsorbido y/o 

conjugado en la parte exterior de la partícula. Estos sistemas vesiculares, 

frecuentemente se utilizan para vehiculizar fármacos que, por su naturaleza lipófila, 

son escasamente solubles en el agua o completamente insolubles en medio acuoso 

[47,48]. 

Las nanoesferas son sistemas con una estructura matricial, es decir, partículas cuya 

masa entera es sólida y el activo puede ser adsorbido en la superficie de la esfera 

o encapsulado en el interior de la partícula. Las nanocápsulas son sistemas 

vesiculares, que actúan como una especie de depósito, en el que el fármaco se 

encuentra atrapado en una cavidad que consta de un núcleo oleoso rodeado de una 

cubierta de material sólido [49]. Una representación esquemática de las 

nanopartículas se muestra en la Figura 8. 

                          

 
 
 
 

Figura 8. Clasificación de las nanopartículas poliméricas.   
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1.3.2. Caracterización de las nanopartículas  

 

Las propiedades superficiales y características fisicoquímicas de las nanopartículas 

deben ser caracterizadas durante su elaboración ya que se asocian con el 

comportamiento in vitro/in vivo y permiten adecuar la formulación a una aplicación 

terapéutica específica. 

El tamaño de partícula en las formulaciones destinadas a instilación ocular no debe 

exceder a las 10 micras para evitar una sensación de malestar en el ojo [50]. 

También se debe tener en cuenta que cuanto más pequeñas sean las 

nanopartículas, mayor es el área superficial lo que incrementa su adhesividad a las 

superficies. Un contacto más estrecho entre las partículas cargadas de fármaco y la 

membrana biológica puede permitir  una penetración del fármaco más eficiente en 

el tejido [51]. Teniendo en cuenta el reducido tamaño de las nanopartículas, el 

diámetro medio debe ser evaluado a través de métodos altamente sensibles tales 

como: espectroscopia de correlación de fotones (PCS), difracción laser (LD) y 

microscopia electrónica. De ellas las técnicas de PCS y LD se utilizan habitualmente 

para una determinación rápida del tamaño de partícula y su distribución [52]. 

Existen otras técnicas que además de proporcionar información con respecto al 

diámetro medio facilitan datos relacionados con la forma de las partículas, dentro 

de ellas se encuentra la microscopía electrónica de transmisión (TEM), de barrido 

(SEM) y la microscopía de fuerza atómica (AFM) [53].  

El potencial zeta proporciona información sobre la carga superficial de las partículas 

que puede influir tanto en la estabilidad física como en la mucoadhesión de las 

mismas con las membranas celulares. La formación de agregados suele ocurrir 

cuando las fuerzas de van der Waals son dominantes, lo que resulta en una 

reducción de los valores del potencial zeta y la pérdida de estabilidad del sistema. 

Para efectuar esta determinación se emplean técnicas electroforéticas o 

anemometría laser doppler, empleando la ecuación de Helmholtz Smoluchowski 

[54]. 
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La determinación de la eficiencia de encapsulación es particularmente compleja 

debido al pequeño tamaño de estos, lo que dificulta la separación de la fracción de 

fármaco libre de la fracción asociada. Para ello es necesario implementar y validar 

un proceso apropiado de extracción del fármaco atrapado, ya sea de manera directa 

(rompiendo las nanopartículas) o indirecta (fármaco no encapsulado en la fase 

continua). En ambos casos es necesario realizar ultracentrifugación para separar 

las nanopartículas de la fase continua. Una vez cuantificada la muestra, es posible 

determinar la eficiencia de encapsulación en términos porcentuales que define la 

relación entre la cantidad de fármaco encapsulado y aquel que fue añadido durante 

la elaboración de las nanopartículas. Existen diferentes técnicas analíticas que 

permiten cuantificar la concentración del fármaco como HPLC o espectrofotometría 

ultravioleta [55]. 

El peso molecular del polímero condiciona el tamaño de partícula, la eficiencia de 

asociación del fármaco al polímero y la velocidad de degradación de este último, de 

forma que afecta a la liberación del fármaco de estos sistemas [56]. 

La interacción principio activo/polímero, así como el estado físico en que se 

encuentra la molécula activa una vez encapsulada puede determinarse empleando 

técnicas como espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR), 

difracción de rayos X, espectroscopia de fotoelectrones generado por rayos X (XPS) 

y calorimetría diferencial de barrido (DSC). Esta última también permite evaluar el 

comportamiento térmico de los componentes de las nanopartículas después de ser 

sometidas a las condiciones del proceso de elaboración [57]. 

La evaluación del perfil de liberación del fármaco desde la matriz, se puede producir 

a través de la difusión, erosión del polímero o una combinación de ambos 

mecanismos (Figura 9) [58]. La liberación del fármaco a partir de las nanopartículas 

puede ser determinada in vitro, por diálisis empleando membranas de difusión o 

celdas de difusión de Franz (donante y receptor) con membranas artificiales o 

biológicas a un pH fisiológico, en condiciones Sink. La cinética de liberación (% de 

activo liberado con el tiempo), permite comprender los mecanismos involucrados en 

la cesión de la molécula encapsulada. [52,59].  
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Si la difusión del fármaco es más rápida que la degradación de la matriz, el 

mecanismo de liberación del fármaco se produce principalmente por difusión. Así 

mismo existe una liberación del fármaco atrapado en la capa superficial de la matriz 

polimérica que se disuelve instantáneamente al entrar en contacto con el medio. 

Esto provoca el llamado efecto estallido (burst effect) [60]. A partir de los datos in 

vitro, es posible planificar estudios in vivo, en animales de experimentación 

 
 

 
 
 
 
 

Figura 9. Mecanismos de liberación de fármacos a partir nanopartículas poliméricas 

 
 
 

1.3.3. Nanopartículas de PƐCL 

 

Las nanopartículas poliméricas se han utilizado para muchas vías de administración 

para aumentar la eficacia y especificidad de fármacos nuevos y ya existentes. De 

acuerdo con esta perspectiva, los polímeros biodegradables son de interés 
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primordial debido a su mayor ventaja que es la eliminación de metabolitos del 

polímero fuera del cuerpo por los procesos biológicos innatos [61]. La mayoría de 

los trabajos de investigación se han dirigido al poli (ácido láctico), poli (ácido 

glicólico), poli (PLGA) co-polímeros (láctico-co-glicólico). El éxito de estos polímeros 

para aplicaciones farmacéuticas ha dado lugar además a la evaluación de los 

poliésteres alifáticos tales como poli-ε-caprolactona (PƐCL). Entre los criterios que 

más influyen en la elección de los polímeros para la obtención de sistemas de 

nanopartículas de liberación controlada están incluidos: la biodisponibilidad, la 

biocompatibilidad, el control de la degradación y la facilidad de producción del 

polímero. Así mismo, la naturaleza del polímero y sus propiedades fisicoquímicas 

influyen significativamente en el tamaño de las nanopartículas y en su perfil de 

liberación [62]. 

Además, en comparación con los polímeros naturales, estos polímeros sintéticos 

presentan una elevada reproducibilidad, se formulan fácilmente mediante 

procedimientos sencillos y permiten el control y la predicción de la cinética de 

degradación [61]. Microesferas, nanopartículas, películas, fibras, micelas etc. de 

PƐCL, han sido estudiadas para la administración de fármacos y/o la aplicación de 

ingeniería de tejidos.  

 

1.3.3.1. Características fisicoquímicas 

 

La poli-ε-caprolactona es un poliéster semi-cristalino, biodegradable y biocompatible 

con una temperatura de transición vítrea de -60 °C y punto de fusión que oscila entre 

+59 y +64 °C, dependiendo de la naturaleza cristalina de la PƐCL. El peso molecular 

promedio en distintas PƐCL puede variar entre 10.000 a 42.500 Mn. Existen varios 

mecanismos (aniónicos, catiónicos, coordinación y radical) que pueden afectar la 

polimerización de PƐCL. Cada método se ve afectado por el PM, la distribución del 

PM, la composición del grupo final y la estructura química de los copolímeros [63].  
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El polímero es no tóxico y no mutagénico. Su velocidad de degradación es lenta, 

más lenta que cualquier otro poliéster biodegradable lo que hace que este polímero 

sea adecuado para la administración de fármacos en terapia crónica. Siendo la 

PƐCL un polímero hidrofóbico y de degradación lenta se le considera como un 

vehículo adecuado para atrapar fármacos lipofílicos. Por otra parte, la PƐCL es 

considerablemente más económica que otros polímeros tales como poli-glicólido, 

poliláctico y sus copolímeros [64]. 

La PƐCL es soluble en cloroformo, benceno, tolueno, y diclorometano entre otros. 

Tiene una baja solubilidad en acetona, 2-butanona, acetato de etilo, 

dimetilformamida y acetonitrilo y es insoluble en alcohol, éter de petróleo y éter 

dietílico. 

 

1.3.3.2. Mecanismos de biodegradación de PƐCL 

 

El término biopolímero generalmente se relaciona con biodegradable que 

necesariamente no se traduce en ser bio-reabsorbible, es decir, se degrada y se 

aleja de su sitio de acción in vivo, pero no necesariamente es eliminado del cuerpo. 

En contraste, el término bio-reabsorbilidad se traduce como la eliminación total de 

los materiales extraños iniciales y la degradación de la carga de los productos por 

subproductos (compuestos de bajo peso molecular) que no tienen efectos 

secundarios residuales [65].  

Las PCLs pueden ser biodegradadas por organismos vivos al aire libre (bacterias y 

hongos), pero no son biodegradables en los animales y humanos debido a la falta 

de enzimas apropiadas [66]. Esto no quiere decir que no sean bioreabsorbibles, sino 

más bien, que el proceso lleva mucho más tiempo, dependiendo primero de la 

degradación hidrolítica.  

En una primera etapa la biodegradación de PƐCL se produce por hidrólisis de sus 

enlaces éster. Este tipo de reacción permite la degradación del polímero, 

disminuyendo el peso molecular de los mismos. En las formulaciones de PƐCL, esta 
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disociación no enzimática comienza en las regiones amorfas de grupos carbonilos 

finales de las cadenas poliméricas fragmentadas.  

La permeabilidad al agua en la formulación es el paso limitante de la velocidad para 

esta fragmentación no enzimática. La longitud de estos fragmentos internos 

depende del peso molecular del polímero inicial. La pérdida de peso de la 

formulación se inicia cuando los fragmentos de PƐCL producidos son lo 

suficientemente pequeños para ser difundidos a través de la matriz polimérica 

media. La longitud crítica o el peso molecular para propiciar la difusión de los 

fragmentos de PƐCL es < 5000 Mn. Este proceso se acompaña generalmente por 

la erosión superficial enzimática caracterizada por ranuras y grietas en la superficie.  

En una segunda etapa en la que el polímero tiene un peso molecular y cristalinidad 

bajos, sufren fagocitosis o solubilización en los fluidos corporales y seguidamente 

los productos derivados pasan al ciclo de Krebs para terminar el proceso de 

degradación. La lipasa es capaz de intensificar la velocidad de degradación de 

PƐCL, reduciéndolos a oligómeros y monómeros dentro de 3-4 semanas [65]. El 

esquema de la degradación de PƐCL se refleja en la Figura 10. 

 
 

 
 

Figura 10. Degradación de PƐCL mediante productos intermedios que se eliminan a 

través del ciclo de Krebs 

 

Poli-ε-caprolactona (PCL) 

Ciclo de 

Krebs 
Eliminación del 

cuerpo 

Acido 6 hidroxil caproico 

Acetil Co A 

Productos intermedios de 
hidrólisis 



                                                                                                                                        1. Introducción 

45 
 

Chen et al. [67] reportaron que la presencia de lipasa inicia la degradación de 

microesferas de PCL, por hidrólisis enzimática en la superficie, en tan sólo 3 

semanas. Sin embargo, en ausencia de lipasa no había ninguna señal de la 

degradación, incluso después de 9 semanas. En general se ha demostrado que la 

biodegradación de las nanopartículas poliméricas depende de la naturaleza del 

esqueleto del polímero, la hidrofobicidad, la cristalinidad, la longitud del polímero, la 

presencia o ausencia del enzima y parámetros del producto tales como el tamaño 

de las partículas, la porosidad de su superficie, el proceso de fabricación y la 

geometría [61,67].  

 

1.3.4. Métodos de preparación de nanopartículas de PƐCL 

 

1.3.4.1. Nanoprecipitación o desplazamiento del disolvente 

 

Implica la interacción de dos medios, un medio orgánico en donde el polímero y el 

fármaco se solubilizan en un solvente orgánico (etanol, acetona, hexano, cloruro de 

metileno o dioxano) que es parcialmente miscible en agua y fácil de evaporar. Por 

esta razón, la acetona es el disolvente de polímero más frecuentemente empleado 

en este método. Esta solución orgánica se adiciona gota a gota sobre un medio 

acuoso en presencia o ausencia de un estabilizante (polivinil alcohol, polisorbato o 

poloxamer). El medio orgánico (polímero hidrofóbico y el fármaco) al entrar en 

contacto con el medio acuoso, provoca la insolubilización del polímero, el cual 

precipita [47,68]. 

Las nanopartículas se forman instantáneamente por una rápida difusión del 

disolvente al medio acuoso, bajo agitación magnética, conduciendo a la formación 

de una suspensión coloidal (Figura 11). Posteriormente, el disolvente se elimina a 

presión reducida. La formación instantánea de las partículas es atribuida a las 

turbulencias interfaciales entre las fases liquidas generadas durante el 

desplazamiento del disolvente [69]. 
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Figura 11. Preparación de nanopartículas por el método de nanoprecipitación 

 
 

Las nanocápsulas, también pueden prepararse a través de esta técnica, mediante 

la adición de un volumen de aceite en la fase orgánica, el cual debe ser compatible 

con el polímero y al mismo tiempo, debe solubilizar el fármaco. Por lo que, una de 

las ventajas de esta técnica es que es útil para encapsular fármacos lipófilos e 

hidrófilos. Entre las desventajas del uso de esta técnica están: una baja eficiencia 

de encapsulación del fármaco en la matriz del polímero, comparado con otras 

técnicas y adicionalmente, la dificultad para eliminar completamente el solvente 

orgánico, una vez se han formado las nanopartículas [69]. 

 

1.3.4.2. Salting out 

 

Este método consiste en la separación de un solvente miscible en agua de una 

solución acuosa enriquecida con electrolitos. La acetona suele ser el disolvente 

elegido debido a sus características de solubilización y su buena separación de 

soluciones acuosas con los electrólitos o agentes (salting out). El polímero y el 
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fármaco se disuelven en acetona, y esta solución se emulsifica bajo una fuerte 

agitación mecánica en un gel acuoso que contiene los electrolitos y un estabilizante.  

Esta emulsión aceite/agua se diluye con un volumen suficiente de agua o de 

soluciones acuosas para potenciar la difusión de la acetona hacia la fase acuosa, 

conduciendo así la formación de nanoesferas. El disolvente y los electrolitos se 

eliminan por filtración de flujo transversal (Figura 12) [70]. 

 

 
 

 
 

Figura 12. Preparación de nanopartículas por el método de Salting out 
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agentes estabilizantes compatibles con soluciones acuosas saturadas y que no 

coacerven en presencia del disolvente, además de una serie de intensos lavados 

para eliminar los electrolitos [69]. 

 

1.3.4.3. Difusión del disolvente 

 

Consiste en el uso de un disolvente parcialmente miscible en agua, que previamente 

se satura con agua para asegurar el equilibrio termodinámico entre ambos líquidos. 

El polímero se disuelve en el disolvente saturado con agua, y esta fase orgánica se 

emulsifica, bajo agitación vigorosa, en una solución acuosa que contiene un agente 

estabilizante. La posterior adición de agua al sistema provoca la difusión del 

disolvente a la fase externa, formándose así las nanopartículas. Dependiendo del 

punto de ebullición del disolvente, éste puede eliminarse por destilación o por 

filtración de flujo transversal. El procedimiento está ilustrado en la Figura 13, y al 

igual que en la mayoría de las técnicas anteriores, este método es eficaz para la 

encapsulación de fármacos lipófilos [71]. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
Figura 13. Representación esquemática del método de difusión del disolvente 

 

Polímero precipitado 

Estabilizante 

Difusión del solvente 

Solución 

estabilizada 

Fase acuosa: 
Agente estabilizante 

Fase orgánica:  
Fármaco + polímero en disolvente 

parcialmente miscible en agua 

 

Barra de agitador 
magnético 



                                                                                                                                        1. Introducción 

49 
 

1.3.4.4. Evaporación del disolvente 

 

En este método, el polímero y el fármaco se disuelven en un solvente orgánico y 

volátil. Esta solución es emulsificada en una solución acuosa de un agente 

estabilizante. La emulsión se transforma en una suspensión coloidal por la 

evaporación del solvente orgánico que difunde a través de la fase continua de la 

emulsión. La emulsión puede prepararse en forma individual (agua / aceite y 

viceversa) o como doble emulsión ((agua/aceite)/agua, etc.) [58]. 

En ambos casos se utiliza la homogenización o ultrasonidos para reducir el tamaño 

de la gotícula de la emulsión, seguido de la evaporación del solvente orgánico, ya 

sea por agitación magnética continua a temperatura ambiente o bajo presión 

reducida, seguida de varios lavados con agua destilada para remover los aditivos 

tales como, los tensioactivos (Figura 14) [70]. 

La mayoría de disolventes empleados en esta técnica son organoclorados, por lo 

que siempre se debe verificar el contenido residual de dichos disolventes en la 

formulación final. 

 
 

           
 
 
 

Figura 14. Representación esquemática del método de evaporación del disolvente 
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1.3.5. Estabilización a largo plazo de las nanopartículas 

 

La elevada sensibilidad de las nanopartículas al estrés fisicoquímico durante el 

proceso de elaboración y el almacenamiento constituye la mayor dificultad para sus 

aplicaciones farmacéuticas. Las formulaciones de fármacos basados en 

nanopartículas poliméricas se preparan comúnmente en forma de presentaciones 

sólidas debido a que se logra una mayor estabilidad en el sólido que en el estado 

líquido y además proporciona otros beneficios como la facilidad de manejo y 

almacenamiento y la reducción en los costos de transporte, entre otros [72]. 

El método de secado es el más común para aumentar la estabilidad de las 

nanopartículas poliméricas. En general para convertir una solución o suspensión en 

un polvo seco o matriz seca (pastilla), el agua debe ser removida aplicando calor 

durante el secado ya sea por conducción, convección y / o radiación, que son las 

técnicas básicas utilizadas para vaporizar agua. Asimismo, se pueden aplicar 

presiones bajas para mejorar la tasa de deshidratación [73]. Aunque todas las 

técnicas de secado comparten un objetivo común (es decir, deshidratación), 

conceptualmente son diferentes e introducen diferentes tipos de estrés al 

compuesto que pueden comprometer su estabilidad. Por ello las técnicas requieren 

modificaciones y/o adaptaciones en función de las propiedades del compuesto.  

La elección del método de secado depende de varios factores, tales como: las 

propiedades físicas del producto, la vía de administración del fármaco, el tipo de 

fuente de energía disponible, el sistema de cierre del envase y la escalabilidad de 

los equipos. Para los productos de alto valor, como es a menudo el caso de los 

productos farmacéuticos, el costo de la materia prima puede ser un factor primario 

que determinaría la selección del método del proceso, en cuanto a un bajo 

rendimiento o una recuperación de producto <100 %. El consumo de energía, 

calidad y tiempo de conservación del producto también son parámetros críticos 

evaluados durante la aplicación de la tecnología de secado. Por otra parte, las 

técnicas pueden producir muestras secas que poseen características 

significativamente diferentes [73,74]. 
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El método de secado más utilizado en la industria farmacéutica es la liofilización 

seguida por el secado por pulverización (spray-drying) y secado con fluido 

supercrítico que se perfila como una alterativa viable. Existen modificaciones de 

estos métodos, como el recubrimiento por pulverización (spray coating) o el secado 

por liofilización y pulverización (spray freeze drying-SFD) que se utilizan más a 

pequeña escala [72].  

La liofilización se considera un proceso altamente estabilizante. Esta técnica 

consiste en la desecación de la solución o suspensión por congelación de ésta y la 

posterior sublimación del hielo, sin pasar por una fase líquida intermedia a presión 

reducida. En el caso de una suspensión de nanopartículas, después de la 

desecación completa, se obtienen nanopartículas en polvo en forma de una matriz 

seca que es fácil de manejar y almacenar (Figura 15). 

 
 

 
 

 
 
 

Figura 15. Estados de las nanopartículas al ser sometido a un proceso de liofilización 

 
 

El producto, contenido en viales o en bandejas, es depositado encima de las placas 

de la cámara del liofilizador. Luego se procede a colocar los sensores de 

temperatura dentro del producto. 

La temperatura de las placas se reduce a fin de lograr la completa congelación del 

producto (solidificación). Se enfría el serpentín del condensador que recepcionará 

los vapores de agua emitidos por la muestra. Se pone en marcha la bomba de vacío 

Suspensión de 
nanopartículas 

Suspensión congelada  
de nanopartículas  

Matriz seca de 
nanopartículas 



                                                                                                                                        1. Introducción 

52 
 

que reducirá la presión en el sistema durante todo el proceso. Cuando la presión en 

la cámara es suficiente baja, se inicia la sublimación del hielo. Para compensar el 

consumo de energía que esto significa, se aplica calor a las placas de la cámara 

durante todo el secado primario (Figura 16). Cuando todo el hielo ha sido sublimado, 

se inicia el secado secundario para eliminar el agua o humedad residual. 

 
 
 

 
 

Figura 16. Representación esquemática del sistema de un liofilizador típico 

 
 

El secado por pulverización es una técnica bien conocida para producir polvos, 

gránulos o aglomerados a partir de soluciones o suspensiones de fármacos y sus 

excipientes. En este método, la suspensión de nanopartículas se atomiza en una 

corriente de aire caliente. La atomización conduce a la formación de pequeñas 

gotas, donde el disolvente se evapora instantáneamente conduciendo a la 

formación de partículas de flujo libre tal como se representa en el esquema (Figura 

17). Los parámetros del proceso deben ser controlados cuidadosamente con el fin 

de obtener el tamaño de partícula adecuado. El tamaño de las partículas depende 

del tamaño del inyector, el caudal de pulverización, la presión de atomización, la 

temperatura del aire de entrada y el grado de interrelación de ellos [75]. 
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Figura 17. Representación esquemática del sistema de secado por pulverización 

 

El secado por fluidos supercríticos es relativamente nuevo en el campo 

farmacéutico. Un fluido supercrítico puede ser un líquido o gas y se utiliza por 

encima de su punto crítico termodinámico de temperatura y presión [13]. 

Dos técnicas han sido desarrolladas para este método: La expansión rápida de la 

solución supercrítica (RESS, rapid expansion of a supercritical solution), donde el 

fármaco y el polímero se solubilizan en un fluido supercrítico para luego ser 

expandidos a través de un inyector para pulverización (Figura 18). El fluido 

supercrítico más empleado es el CO2, por su baja toxicidad y baja temperatura 

crítica. Cuando el CO2 se expande durante la pulverización, las gotas se 

descomponen en gotas más finas, que a continuación se secan rápidamente por el 

flujo de gas para producir partículas de soluto que finalmente precipitan y se 

recogen. A pesar de que en esta técnica no emplea disolventes orgánicos para la 

formación de nanopartículas, los productos principales obtenidos se encuentran en 

la microescala en lugar de nanoescala, que es el principal inconveniente de RESS 

[70]. 
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Una variante interesante de esta técnica es la expansión rápida de una solución 

supercrítica en un disolvente líquido (RESOLV, rapid expansion of a supercritical 

solution into a liquid solvent). La presencia de aditivos en el disolvente líquido que 

estabilicen las partículas sólidas e impidan la formación de agregados, incrementa 

la eficacia del proceso con respecto a la técnica RESS. Sin embargo, introduce 

como inconveniente la necesidad de recuperar las nanopartículas de la disolución 

líquida. 

Las principales ventajas que ofrecen los fluidos supercríticos son la reducción en el 

uso de disolventes orgánicos y la posibilidad de formar las nanopartículas sin 

recurrir a elevadas temperaturas. No obstante, este novedoso proceso requiere una 

elevada inversión inicial para la obtención del equipamiento necesario y operar a 

elevadas presiones usando sistemas de alta presión. Sin embargo, es muy 

complicado disolver sustancias muy polares en CO2 supercrítico. No obstante, el 

uso de cosolventes y/o tensioactivos permite disolver especies polares e iónicas 

[76,77]. 

 
 

                                        
 

 
Figura 18. Representación esquemática del sistema de secado por fluidos supercríticos: a) 

rápida expansión de la solución de fluido supercrítico b) rápida expansión de la solución de 

fluido supercrítico en disolvente líquido. 
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Es evidente que no todos los métodos de secado son adecuados y el método ideal 

aún no se ha encontrado. Cada uno de los métodos tiene ventajas típicas, así como 

inconvenientes, de los cuales la relevancia y magnitud, además, puede ser 

determinada por las condiciones aplicadas en el proceso, así como la formulación 

(excipientes utilizados).  

La idoneidad de estos tres métodos de secado específico depende de una serie de 

aspectos relevantes. Lo más importante en este sentido es el nivel de estrés del 

proceso, el riesgo de cristalización, la velocidad del proceso, la facilidad para 

diseñar partículas, la capacidad de recuperación (rendimiento), el coste y la 

experiencia actual en industria (Tabla 1). 

 

Tabla 1. Conceptos generales relativos al secado de los productos por liofilización, 

pulverización y fluidos supercríticos (+: favorable, -: desfavorable) [78]. 

 

 
 

 
 

Métodos de secado 
 

 
 

 

  

 

      

Liofilización  + - + - + - +/- - + 

Por pulverización  - + - + - + + + + 

Por fluidos supercríticos  - + +/- + +/- + + - - 

 
 
 
 

1.4.  LIOFILIZACIÓN  

 

La liofilización como proceso industrial se desarrolló a mediados del siglo XIX. Pero 

sus principios eran ya conocidos y empleados por los incas para la conservación de 

patatas. El procedimiento ancestral consistía en dejar que las patatas se congelasen 
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durante la noche por la acción del frío de los Andes y gracias al calor de los primeros 

rayos de sol de la mañana y la baja presión atmosférica de las elevadas tierras 

andinas se producía la sublimación del agua congelada (liofilización natural) [73]. 

El verdadero desarrollo de la tecnología de liofilización fue durante la Segunda 

Guerra Mundial y en la postguerra, gracias al desarrollo de bombas de vacío 

eficaces [79]. En definitiva, la liofilización se desarrolló durante la guerra como un 

método de conservación de plasma sanguíneo y de penicilina, de modo que estos 

productos llegaran en perfectas condiciones desde los centros de producción hasta 

el frente. Hoy en día, el campo de sus aplicaciones incluye [80]:   

 

 Sustancias químicas puras, fármacos y reactivos de laboratorio, con el fin de 

prolongar la vida útil y controlar las propiedades lábiles o reactivas de la 

molécula. 

 Enzimas terapéuticas e industriales y agentes biológicos, tales como 

proteínas y ADN, para preservar la actividad biológica. 

 Preservación de células, como alternativa al almacenamiento en nitrógeno 

líquido o en congeladores 

 Tejidos para investigación y uso médico como sangre, hueso y tendón, como 

un paso de preservación y seguridad del paciente. 

 Productos alimenticios, que permiten reducir los costes de transporte, 

prolongan la vida útil y maximizan el sabor y el valor nutricional. 

 Preservación y recuperación de enseres especiales o con un valor 

sentimental. Por ejemplo; libros empapados, ramos de novia y hallazgos 

arqueológicos. 

 Como paso de concentración, se utiliza para recuperar materiales de 

muestras diluidas para investigación adicional 
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1.4.1. Beneficios de la liofilización  

 

La liofilización a pesar de ser una técnica compleja es aceptada por las autoridades 

reguladoras como una operación unitaria adecuada en la fabricación de productos 

terapéuticos. Esta técnica ofrece una gama de beneficios únicos [80]: 

 

 El material liofilizado puede almacenarse a temperaturas tan altas como la 

temperatura ambiente, sin sufrir degradación. Sin los requisitos de las 

instalaciones criogénicas o de congelación, el coste energético y el riesgo 

de pérdida de producto por fallo de energía se reduce considerablemente. 

 La liofilización puede ser operada en un ambiente más controlado que 

otras formas de secado, lo que significa menos probabilidad de 

contaminación. 

 El secado puede extenderse hasta alcanzar el nivel de humedad residual 

especificado (del 0.1 % al 5 %) 

 Como el producto se seca sin calentamiento excesivo, las proteínas y otros 

productos que serían desnaturalizados térmicamente se pueden 

conservar con éxito sin pérdida de actividad. 

 Los productos liofilizados tienen una superficie muy elevada, lo que facilita 

su rápida reconstitución. Esto es particularmente importante en el caso de 

las vacunas y anticuerpos de emergencia, que deben administrarse lo 

antes posible. Las sopas y cafés instantáneos y las leches en polvo son 

ejemplos cotidianos de los beneficios de una rápida reconstitución. 

 Los viales se pueden sellar bajo vacío o gas inerte, lo que ayuda a 

preservar los productos sensibles al oxígeno. Cuando se seca en viales o 

ampollas, el volumen de llenado puede controlarse con precisión. 

 Como los productos son mucho más ligeros cuando están secos, la 

liofilización también ofrece el beneficio de reducir los costos de transporte. 
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Aunque también presenta algunos inconvenientes: 

 Es necesaria una gran inversión de equipamiento, alrededor de tres veces el 

de otros métodos. 

 Alto coste energético y elevado tiempo de proceso (entre 4 y 10 h/ciclo 

secado). 

 

1.4.2. Proceso de la liofilización 

 

Un proceso de liofilización típico puede ser dividido en tres etapas: congelación, 

secado primario y secado secundario. La Figura 19 muestra un esquema de un ciclo 

de liofilización típico. 

 
 
 

 
 

Figura 19. Esquema de un ciclo típico de liofilización 

 
 
 

Congelación Secado primario Secado secundario 

Temperatura del condensador 

Temperatura del producto 

Temperatura de la bandeja 

Tiempo 

Presión 

Te
m

p
e

ra
tu

ra
 y

 P
re

si
ó

n
 

°C 



                                                                                                                                        1. Introducción 

59 
 

1.4.2.1. Etapa de congelación  

 

La etapa de congelación se inicia enfriando las bandejas, sobre las cuales se 

colocan los viales con las muestras, a la temperatura de congelación deseada, 

manteniendo esta temperatura constante para equilibrar. En este contexto, la 

muestra primero se enfría hasta que se produzca la nucleación del hielo, lo que 

sucede varios grados por debajo del punto de congelación de equilibrio de la 

muestra, denominado superenfriamiento o supercooling. Después de la nucleación 

del hielo, los cristales de hielo comienzan a crecer dando como resultado la 

congelación de la muestra. En este punto están presentes dos fases, es decir hielo 

y solución concentrada en congelación, y la composición de la muestra se determina 

mediante la curva de congelación de equilibrio del agua en presencia del soluto [81]. 

Para los excipientes cristalinos, la cristalización del soluto ocurre cuando la 

temperatura del producto baja por debajo de la temperatura eutéctica (Teu). Sin 

embargo, para los excipientes amorfos, la congelación continúa hasta que la 

viscosidad excede un valor crítico en el cual se produce la formación vítrea. La 

temperatura de este cambio se denomina temperatura de transición vítrea (Tg). Por 

lo tanto, para asegurar la solidificación completa de la muestra, ésta tiene que 

congelarse por debajo de Tg si está en estado amorfo o por debajo de Teu si está en 

estado cristalino. Como al terminar el enfriamiento, la mayor parte del agua se ha 

separado del soluto, la etapa de congelación es la mayor etapa de deshidratación 

en la liofilización [82]. 

El estrés de la congelación puede producir la desestabilización de las 

nanopartículas. Cuando el hielo se separa de la parte concentrada formada por las 

nanopartículas, éstas pueden agregarse y en algunos casos fusionarse 

irreversiblemente modificando sus características morfométricas y morfológicas. 

Además, la cristalización del hielo podría ejercer un estrés mecánico en las 

nanopartículas produciendo su desestabilización [83]. Por este motivo, 

frecuentemente es necesaria la incorporación de excipientes especiales a la 

formulación para proteger el sistema antes de la liofilización.   
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También es importante ser consciente de la presencia de excipientes farmacéuticos, 

que generalmente se usan con la finalidad de facilitar la isotonicidad (por ejemplo, 

glucosa) o la estabilización (por ejemplo, dextrano y tensioactivos). Tales 

excipientes son de hecho crioprotectores que facilitan la reconstitución acuosa del 

producto liofilizado. 

En general, la etapa de congelación en la liofilización es de suma importancia, ya 

que afecta considerablemente al rendimiento de la liofilización y a la calidad del 

producto final. 

 

1.4.2.2. Etapa de secado primario  

 

El secado primario, en el que la mayor parte del agua se extrae del producto por 

sublimación, se inicia reduciendo la presión en la cámara y elevando la temperatura 

de la bandeja para proporcionar el calor eliminado por sublimación del hielo. 

La presión de la cámara ha de reducirse a un nivel inferior a la presión de vapor de 

hielo a la temperatura del producto. Sin embargo, las presiones demasiado bajas 

son también contraproducentes para velocidades de sublimación rápidas limitando 

la velocidad de transferencia de calor al producto. Como resultado, el hielo se 

elimina por sublimación del producto y se transfiere al condensador. En el 

condensador el vapor de agua es retenido sobre placas frías por cristalización [84]. 

La energía requerida para la transición de fase se proporciona ajustando la 

temperatura de la bandeja. Debido a que la entrada de energía se consume por 

sublimación, la temperatura del producto resultante es mucho menor que la 

temperatura de la bandeja [85]. 

La temperatura del producto que se aproxima a la temperatura del estante debido 

al final de la sublimación, es una forma común de detectar el final del secado 

primario. 
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En el proceso de liofilización, la transferencia de calor de la fuente de calor al 

producto es el paso limitante de la velocidad. Esto es causado por la elevada 

entrada de calor necesaria para la sublimación y por la dificultad de transferir calor 

en sistemas bajo alto vacío. En general, la transferencia de calor al producto se 

basa en tres componentes: radiación de superficies "cálidas", conducción directa 

dentro y entre fases sólidas, y conducción de gas (convección) dentro de las fases 

de vapor por difusión browniana y colisión molecular. La transferencia de masa en 

la etapa de secado primario se refiere a la transferencia de vapor de agua del 

producto a través de canales abiertos, creados por la sublimación previa de hielo, 

al condensador. La mayor y por lo tanto la resistencia más limitante a la 

transferencia de vapor de agua durante el secado primario es la resistencia del 

producto seco.   

Para una eficiencia máxima del proceso, la temperatura del producto debe 

mantenerse lo más alta posible, generalmente por debajo de Tg o Teu, y la presión 

de cámara más baja posible sin perjudicar la velocidad de sublimación [82]. 

Por otra parte, cada aumento de 1 °C en la temperatura del producto disminuye el 

tiempo de secado primario en aproximadamente 13 %, lo que refuerza la premisa 

de que la temperatura de secado debe mantenerse lo más alta posible. El proceso 

se caracteriza por la velocidad de sublimación que puede expresarse como: 

 

      V = 
 Ap(Pp− P0)  

Rp
                         (1) 

 
 

Ap es el área de la sección transversal del vial, Pp es la presión de vapor del producto 

en el frente de sublimación, P0 es la presión de vapor parcial en el vial y Rp es la 

resistencia de la capa seca al flujo de vapor de agua [86]. 

La resistencia del producto ya secado, que representa el 90 % de la resistencia total 

al flujo de vapor, aumenta con el secado progresivo y puede provocar un incremento 

de la temperatura del producto que posiblemente conduce al colapso de la matriz. 
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Sin embargo, la aparición de colapso a pequeña escala puede disminuir Rp y 

aumentar la tasa de sublimación [87]. Al final del secado primario, sólo está presente 

agua no congelada en la matriz liofilizada. Esta agua no puede eliminarse por 

sublimación, sino que debe eliminarse por desorción (secado secundario). 

 

1.4.2.3. Etapa de secado secundario 

 

La matriz seca producida por el secado primario contiene todavía unida un poco de 

agua no congelable que tiene que ser eliminada por desorción a temperaturas más 

altas (entre 20-40 °C). Para evitar el colapso, no se debe aumentar la temperatura 

del producto antes de que se haya eliminado todo el hielo. Asimismo, como el 

contenido de humedad residual al final del secado primario puede ser tan alto como 

30 %, un aumento demasiado rápido en la temperatura de la bandeja puede hacer 

que la temperatura del producto aumente por encima de la temperatura de colapso 

dando lugar al colapso de la matriz [88]. 

Para promover aún más el proceso de secado, algunos autores recomiendan 

disminuir aún más la presión de la cámara para aumentar el gradiente de 

concentración de vapor de agua del producto a su entorno. El secado se ejecuta 

rápidamente durante la parte inicial del secado secundario causada por el alto 

contenido de agua, pero se ralentiza mucho a medida que el secado continúa. Es 

ventajoso una temperatura de bandeja elevada durante un periodo corto en vez de 

una temperatura baja durante un largo tiempo. Ello se debe a que la tasa de 

desorción del agua desacelera dramáticamente con el tiempo a una temperatura 

definida, y los tiempos más largos de 3-6 h, a una temperatura dada reducen el 

contenido de humedad sólo marginalmente [84,89]. 
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1.4.3. Almacenamiento del producto 

 

El éxito de la liofilización de las nanopartículas se basa, no únicamente en la 

resuspensión fácil y completa del liofilizado (sin la presencia de agregados 

macroscópicos), sino también en el mantenimiento de las propiedades 

fisicoquímicas y biofarmacéuticas y la estabilidad a largo plazo [90]. 

Un producto liofilizado debe presentar una degradación mínima y debe tolerar las 

temperaturas atmosféricas para fines de distribución. Sin embargo, sería peligroso 

suponer que los productos liofilizados son completamente estables en 

almacenamiento. La velocidad de desintegración seguirá estando ligada a las 

condiciones de almacenamiento tales como la temperatura, así como los productos 

están en viales cerrados bajo vacío, o rellenados con un gas inerte a presión parcial 

para reducir el efecto del espacio atmosférico de vial en el producto. La exposición 

a la luz también puede afectar la vida útil de un producto, pero como la mayoría de 

los productos generalmente se almacenan en cajas, en la práctica la exposición es 

mínima. 

Los productos farmacéuticos o biotecnológicos reconstituidos de vez en cuando 

pueden verse afectados por iones o componentes filtrados del vial o tapón. Hoy en 

día se dispone de viales y tapones diseñados específicamente para solucionar estos 

problemas [80]. 
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Aunque las nanopartículas (NPs) presentan numerosas ventajas sobre otros 

sistemas de administración ocular de fármacos, tales como la liberación controlada 

del activo, su especificidad de acción, el paso a través de las barreras oculares, la 

buena tolerabilidad, la capacidad de incorporar fármacos lipófilos e hidrófilos y la 

protección del activo de la degradación en el medio biológico, el principal obstáculo 

que limita su utilización es su inestabilidad física o química en suspensiones 

acuosas  Para superar este inconveniente, el contenido de agua debe eliminarse 

para convertir la suspensión de NPs en una formulación en fase sólida capaz de 

mostrar una estabilidad adecuada para el almacenamiento a largo plazo. Con el fin 

de mejorar la estabilidad, la liofilización, es la técnica usualmente aplicada en la 

industria farmacéutica. 

Teniendo en cuenta los aspectos anteriormente mencionados, el principal objetivo 

de este trabajo se ha centrado en la optimización del proceso de liofilización de 

sistemas nanoestructurados biodegradables para administración ocular de 

Flurbiprofeno, evaluando su influencia, una vez esterilizados por irradiación gamma, 

en el comportamiento biofarmacéutico, tolerancia ocular y eficacia terapéutica 

 

Este objetivo global podría desglosarse en los siguientes objetivos parciales: 

 

1. Producción y caracterización de sistemas nanoestructurados de flurbiprofeno 

asociado a matrices poliméricas biodegradables de PƐCL cuya composición 

cuantitativa asegure el cumplimiento de las exigencias básicas 

morfométricas de la vía ocular con una elevada asociación del fármaco al 

polímero.  

 

2. Selección del agente protector más apropiado a fin de mantener las 

características iniciales de las NPs y asegurar las condiciones fisiológicas 

apropiadas para la vía ocular.  
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3. Estudio de las propiedades crio y lioprotectoras del agente estabilizante de 

la formulación (Poloxamer 188). 

 

4. Estudio del proceso de liofilización en sus diferentes etapas, incorporando 

los agentes protectores seleccionados con el propósito de mantener la 

estabilidad físicoquímica de las NPs (tamaño de partícula reducido, 

homogeneidad de la muestra, carga superficial adecuada y elevada 

asociación del fármaco al polímero) y obtener una suspensión acorde a las 

condiciones requeridas para los colirios (osmolaridad y estabilidad después 

de ser reconstituidas) con un mínimo de humedad residual en el producto 

liofilizado. 

 

5. Estudio de las interacciones fármaco-polímero mediante espectroscopia de 

fotoelectrones generado por rayos X y calorimetría diferencial de barrido. 

 

6. Determinación del perfil de liberación in vitro del flurbiprofeno a partir de los 

sistemas matriciales desarrollados en presencia y ausencia del agente 

protector seleccionado, determinando el tipo de cinética de liberación en 

función del modelo matemático de ajuste. 

 

7. Estudio del proceso de esterilización mediante irradiación gamma de estos 

sistemas, analizando su efecto en las características fisicoquímicas de las 

NPs y en el perfil de liberación del fármaco. 

 

8. Determinación de la estabilidad de las formulaciones de flurbiprofeno 

optimizadas, tanto liofilizadas como posteriormente esterilizadas en 

presencia de trehalosa (TRE) o polietilenglicol 3350 (PEG) como agentes 

protectores. 
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9. Análisis del comportamiento reológico de las formulaciones en diferentes 

condiciones (sin agente protector, liofilizados y esterilizados). 

 

10. Estudio del efecto de la liofilización y esterilización de las NPs desarrolladas 

en la permeación corneal y escleral ex vivo, en un modelo de córnea porcina. 

 

11. Determinación de la eficacia antiinflamatoria in vivo y la tolerancia ocular in 

vivo e in vitro de estos sistemas. 

 

En base a los resultados obtenidos por las diferentes técnicas se seleccionarán las 

formulaciones idóneas para administración ocular en función de sus características 

morfométricas (condicionantes de posibles irritaciones oculares), la eficiencia de 

asociación del fármaco al sistema polimérico y el perfil de liberación del principio 

activo, que una vez optimizadas permitan, en un futuro próximo, su desarrollo 

galénico y su posterior utilización en clínica. 
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                                                                                                                                         3.  Resultados 

 
 

Los resultados obtenidos a través de los diferentes análisis llevados a cabo en la 

presente investigación, permitieron generar dos publicaciones científicas, en forma 

de artículos. Los títulos y autores de los mismos, se describen a continuación y al 

mismo tiempo, cada uno de estos artículos se acompaña de un breve resumen:  

 

 

Artículo 1:  

Ramos Yacasi GR., Calpena Campmany AC., Egea Gras MA., Espina García M., 

García López ML. 

Freeze drying optimization of polymeric nanoparticles for ocular Flurbiprofen 

delivery: effect of protectant agents and critical process parameters on long-term 

stability.  

Publicado en Drug Development and Industrial Pharmacy.  

DOI: 10.1080/03639045.2016.1275669 

 

 

Artículo 2:  

Ramos Yacasi GR., García López ML., Espina García M., Parra Coca A., Calpena 

Campmany AC. 

Influence of freeze-drying and γ-irradiation in preclinical studies of flurbiprofen 

polymeric nanoparticles for ocular delivery using d-(+)-trehalose and polyethylene 

glycol.  

Publicado en International Journal of Nanomedicine.  

DOI: 10.2147/IJN.S105606 

 
 
 
 



 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

Freeze drying optimization of polymeric nanoparticles for 

ocular Flurbiprofen delivery: effect of protectant agents 

and critical process parameters on long-term stability 

 

Ramos Yacasi GR., Calpena Campmany AC., Egea Gras MA., Espina García M., 
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3.1. Freeze drying optimization of polymeric nanoparticles for ocular 

Flurbiprofen delivery: effect of protectant agents and critical process 

parameters on long-term stability (Artículo 1). 

 
Resumen 
 

Se prepararon suspensiones de NPs de flurbiprofeno asociado a una matriz de poli-

epsilon-caprolactona (PƐCL), utilizando poloxamer 188 como estabilizante (FB-

PƐCL-NPs), por la técnica del desplazamiento del disolvente, obteniendo unas 

características de tamaño de partícula, índice de polidispersión y carga superficial 

adecuados para la vía de administración ocular. Sin embargo, la suspensión 

presentó una pobre estabilidad cuando fue almacenada por largo tiempo.  

Las NPs fueron sometidas al proceso de liofilización con el objetivo de superar los 

problemas de estabilidad a largo plazo. Primeramente, se realizó la selección de los 

agentes protectores más apropiados para las FB-PƐCL-NPs utilizando un ciclo de 

liofilización conservador. De ello, se obtuvieron dos posibles excipientes: trehalosa 

(TRE) y polietilenglicol (PEG). Se estudió la influencia de la velocidad y la 

temperatura de congelación en la morfometría de las NPs con los agentes 

protectores seleccionados (TRE y PEG), así como la capacidad crioprotectora de 

ellas. Por otro lado, se estudió la influencia de la capacidad protectora de P188 en 

las FB-PƐCL-NPs durante el proceso de liofilización.  

La etapa del secado primario fue diseñada en base a la temperatura de colapso de 

las formulaciones a liofilizar. Teniendo en cuenta que esta etapa es la más costosa, 

la selección de sus parámetros se enfocó al incremento de la velocidad de 

sublimación para las distintas formulaciones, individualmente.  

Finalmente, para terminar con el ciclo de liofilización, las bases del secado 

secundario fueron seleccionadas utilizando un diseño de experimentos. Los factores 

independientes de este estudio fueron: concentración de estabilizante, 

concentración del agente protector, temperatura de la bandeja en el secado 

secundario y tiempo de secado secundario, donde las características de 

congelación y secado primario fueron las seleccionadas previamente. 
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El estudio de la influencia de estos factores en el tamaño de partículas, índice de 

polidispersión, eficiencia de encapsulación, potencial zeta, humedad residual, 

osmolaridad y estabilidad después de ser reconstituidas fueron la plataforma para 

la selección de las fórmulas de FB-PƐCL-NPs más apropiadas para vía ocular. 

Las FB-PƐCL-NPs optimizadas fueron estabilizadas con P188 al 3.5 % (p/p) y 

protegidos con PEG al 8 % (p/p). La suspensión fue sometida a un periodo de pre-

enfriamiento a +10 °C durante 1 h, congelación a -50 ºC durante 4 h, secado 

primario a +5 ºC y 0.140 mbar durante 24 h y un secado secundario de 45 ºC durante 

10 h. 

En estas condiciones las NPs mostraron 188.4 ± 1.3 nm de tamaño promedio de 

partícula, 0.087 ± 0.014 de índice de polidisperción, 85.5 % de eficiencia de 

encapsulación, 0.61 ± 0.12 % de humedad residual, - 16.4 ± 0.1 mV de potencial 

zeta y 325 ± 7 mOsmol/Kg de osmolaridad. Estas características no sufrieron 

cambios estadísticamente significativos a los 12 meses de ser almacenados como 

polvos liofilizados. Después de su reconstitución, la estabilidad en suspensión 

superó el mes de estudio sin cambios fisicoquímicos.  

Además, se utilizó calorimetría de barrido diferencial (DSC) y difracción de rayos X 

(XRD) para estudiar los componentes de las interacciones. Los espectros DSC y 

XRD confirmaron una interacción química adecuada entre los componentes de la 

formulación y mostraron un estado semicristalino después del proceso de 

liofilización. 

Se consiguió una óptima formulación liofilizada para vía ocular. Evidentemente, el 

éxito del diseño de este sistema coloidal prometedor resultó de la cooperación 

racional entre una buena formulación y las condiciones adecuadas en el proceso de 

liofilización. 
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3.2. Influence of freeze-drying and γ-irradiation in preclinical studies of 

flurbiprofen polymeric nanoparticles for ocular delivery using d-(+)-

trehalose and polyethylene glycol (Artículo 2). 

 
Resumen 
 

En este estudio se investigó la suspensión de nanopartículas de poli-epsilon 

caprolactona (PƐCL) estabilizados con poloxamer 188 (P188) como sistema de 

administración ocular para flurbiprofeno (FB-PƐCL-NPs), con el propósito de 

superar los problemas asociados a su estabilidad, esterilidad, tolerancia y eficacia 

(criterios de Goldmann). Estos estudios se realizaron en dos formulaciones de FB-

PƐCL-NPs diferentes; tanto en el tipo y concentración del agente protector, como 

también en su concentración de P188 (1.66 % y 3.5 %). Pero muy parecidos en 

algunas características fisicoquímicas (tamaño de partícula, eficiencia de 

encapsulación y carga superficial) aunque distintas en la homogeneidad de la 

muestra.  

Las formulaciones se sometieron individualmente al proceso de liofilización y 

gamma irradiación con los distintos agentes protectores, polietilenglicol 3350 

(PEG3350) y d - (+) trehalosa (TRE). Ambas formulaciones satisfacían los criterios 

de todos los parámetros fisicoquímicos requeridos para los productos farmacéuticos 

administrados por vía ocular.  

Los estudios reológicos mostraron que las formulaciones de FB-PƐCL-NPs 

presentaron un comportamiento no newtoniano y grandes diferencias en sus valores 

de viscosidad tras la adición del agente protector. Después de la determinación de 

la liberación sostenida del fármaco (in vitro) de las nanopartículas, se procedió al 

estudio del análisis de permeación (ex vivo), utilizando tejidos oculares de cerdo 

(córnea y esclerótica). Estos estudios sugieren que la presencia de PEG3350 influye 

en la reducción de la permeación transcorneal de flurbiprofeno, en cambio, la TRE 

mejoró la permeación del activo a través de la córnea, especialmente después de 

la gamma irradiación. Por otra parte, el estudio de la permeación de flurbiprofeno 
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en esclerótica indicó que ambas formulaciones atraviezan este tejido sin mostrar 

ninguna afinidad significativa por los distintos excipientes (PEG3350 o TRE). 

Las FB-PƐCL-NPs irradiadas protegidas con PEG3350 (IR-NPsPEG) como también 

las irradiadas protegidas con TRE (IR-NPsTRE), que son los producto finales, se 

clasificaron como productos seguros (no irritantes) para la administración oftálmica 

en base a los resultados obtenidos en la prueba de HET-CAM y el test de Draize. 

Además, se realizó la prueba de eficacia antiinflamatoria in vivo, la cual mostró que 

las IR-NPsPEG tienen efectos antiinflamatorios más duraderos que las IR-NPsTRE 

y ambas más efectivas que la solución de fármaco libre. Las formulaciones después 

de su reconstitución acuosa, mostraron una estabilidad física adecuada durante los 

30 días del estudio. 

Este estudio concluye que ambas formulaciones cumplen con los criterios de 

Goldmann y demuestran cómo las nanopartículas esterilizadas (productos finales), 

con características innovadoras de permeación, podrían ser usadas como una 

alternativa factible a una solución de flurbiprofeno para aplicación ocular en ensayos 

clínicos. 
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En la presente memoria se ha llevado a cabo la optimización del proceso de 

liofilización de FB, agente antiinflamatorio no esteroideo, asociado a sistemas 

coloidales de liberación controlada de fármacos de naturaleza polimérica en forma 

de NPs, evaluando su influencia en el comportamiento biofarmacéutico con el fin de 

favorecer la biodisponibilidad tópica del fármaco a nivel ocular para prevenir y/o 

tratar el dolor y la inflamación que afectan a las estructuras del segmento anterior 

del ojo.  

Las NPs desarrolladas se elaboraron a partir de poliésteres alifáticos de PƐCL, 

cuyas características tales como: biocompatibilidad, cinética de degradación más 

lenta que cualquier otro poliéster biodegradable, facilidad de producción y atoxicidad 

han inducido a los investigadores a utilizarlos en sistemas de liberación controlada 

de fármacos [61,62]. Siendo la PƐCL un polímero hidrofóbico y de degradación lenta 

se le considera como un vehículo adecuado para incorporar fármacos lipofílicos 

como el FB (solubilidad en agua a 37 °C: 0.03 mg/mL). 

Para la elaboración de las NPs se seleccionó el método de desplazamiento del 

solvente ya que es un procedimiento reproducible, rápido y económico para la 

preparación de NPs poliméricas monodispersas en un intervalo de tamaños de 

aproximadamente 50-300 nm [68,91]. Esta técnica implica la interacción de dos 

medios; un medio orgánico, donde el polímero y el fármaco son disueltos en 

acetona, que se adicionada gota a gota sobre un medio acuoso en presencia de un 

estabilizante (en nuestro caso P188) bajo agitación magnética. El medio orgánico al 

entrar en contacto con el medio acuoso provoca la insolubilización del polímero, el 

cual precipita ayudado por la rápida difusión del solvente que posteriormente, es 

eliminado mediante rotaevaporación a presión reducida [47]. El mecanismo de 

formación de las NPs por esta técnica se debe a la turbulencia interfacial que se 

genera durante el desplazamiento del solvente.  

El P188, un copolímero tribloque biocompatible, fue seleccionado como tensioactivo 

(agente estabilizante) en la preparación de NPs de PƐCL debido a su prácticamente 

nula toxicidad y a su aprobación por la FDA. Ello permite la administración tópica de 
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estos sistemas coloidales sin necesidad de eliminación previa del tensioactivo no 

asociado al polímero. 

La elaboración de las NPs mediante la técnica de desplazamiento del solvente es 

un proceso complejo, en el cual muchos parámetros experimentales definen las 

características del producto final. Los ajustes sustanciales de las concentraciones 

de PƐCL para producir NPs con un contenido alto de FB y las características 

morfométricas apropiadas (tamaño promedio, PI, potencial zeta) fueron elegidos 

basándonos en base a estudios previos realizados en nuestro laboratorio para 

asegurar el cumplimiento de las exigencias básicas de la vía tópica ocular (tamaño 

de partícula reducido, homogeneidad de la muestra, elevada asociación del fármaco 

al polímero y una buena estabilidad física).  

La elevada sensibilidad de las NPs al estrés fisicoquímico durante el proceso de 

elaboración y sobre todo durante el almacenamiento es la mayor dificultad para sus 

aplicaciones farmacéuticas. Por ello, las formulaciones de fármacos basados en 

NPs poliméricas se preparan comúnmente como formas de dosificación sólidas 

debido a que se logra una mayor estabilidad en el sólido que en el estado líquido y 

además proporciona otros beneficios tales como la facilidad de manejo y 

almacenamiento y la reducción en los costes de transporte, entre otros [83]. 

Dentro de los diferentes procesos de secado utilizados, la liofilización es 

considerada como un proceso altamente estabilizante. La liofilización es una 

operación multietapa en la que, obviamente, cada paso es crítico. Los principales 

factores de este proceso son bien conocidos y deben estar bajo estricto control para 

lograr una operación exitosa. Por lo tanto, antes de la liofilización, la formulación de 

NPs debe caracterizarse físicamente y seguidamente, los parámetros del proceso 

de liofilización necesitan ser optimizados con respecto a las características de la 

formulación. De esta manera, considerando los principios fisicoquímicos implicados 

se logra minimizar los enfoques de ensayo y error [81]. 

En el Artículo 1, la preparación de NPs de PƐCL por el método de desplazamiento 

del solvente con un tamaño promedio de 176.0±0.1 nm, un PI de 0.086±0.010 y un 

potencial zeta de -17.20±0.15 mV, se llevó a cabo de una manera reproducible y 
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eficiente.  El tamaño de partícula es un factor importante en el desarrollo de 

sistemas de liberación de fármacos para vía ocular debido a que conlleva al riesgo 

de irritación ocular [92]: las partículas de elevado tamaño inducen a la secreción 

lagrimal refleja que incrementa el drenaje lagrimal, lo cual lleva a la eliminación de 

la dosis instilada reduciendo la biodisponibilidad del fármaco debido a una 

disminución del tiempo de residencia del activo en el saco conjuntival. Por otro lado, 

los tamaños de partícula pequeños (aprox. 100 nm) favorecen la penetración a 

través de las barreras oculares que aquellos de tamaño mayor (entre 800-1000 nm) 

[51].  

Asimismo, otro factor importante es la carga superficial de las NPs. Valores de 

potencial zeta más elevados, tanto positivos como negativos, tienden a estabilizar 

las suspensiones debido a que la repulsión electrostática que existe entre las 

partículas con la misma carga superficial, previene la agregación de las mismas. En 

nuestro caso, las FB-PƐCL-NPs presentan carga superficial negativa como 

resultado de los grupos carboxílicos terminales en la superficie de las partículas, 

que son característicos en estos tipos de sistemas [57].  

Aunque la liofilización posee numerosas ventajas sobre otros procesos de secado, 

también conlleva ciertos desafíos. Este proceso implica fuerzas inherentes de 

desestabilización que pueden afectar las cualidades de las NPs, por lo que es 

habitual el uso de excipientes, como crio- y lioprotectores. Su selección debe ser 

cuidadosamente pensada, ya que no existe una relación directa entre su uso y la 

estabilización de NPs. Por ello como primer paso para la obtención de un protocolo 

de liofilización adecuado para las FB-PƐCL-NPs, se realizó un rastreo para la 

selección del excipiente más apropiado como agente protector [93].   

Primeramente, las muestras liofilizadas en viales pasaron una inspección visual, 

donde presentaron buena apariencia y un aspecto uniforme. El volumen seco de las 

muestras fue idéntico al de la suspensión coloidal inicial (por tanto, sin colapso o 

contracción en la pastilla liofilizada), lo que indica que el proceso de liofilización al 

que fueron sometidas no sobrepasó la temperatura crítica del producto (temperatura 

de colapso). Seguidamente, las muestras fueron examinadas bajo distintos criterios 



_______________                                                                                                            4. Discusión 

118 
 

de selección (Tabla 1 del Artículo 1), tales como: el tamaño de partículas y PI, para 

evaluar la capacidad de protección del excipiente en el mantenimiento de las 

características morfométricas de las NPs; la osmolaridad, que debe ser similar a la 

del fluido lagrimal (alrededor de 302-318 mOsm/Kg en el ojo normal) para evitar la 

irritación ocular al contacto con la formulación desarrollada para administración del 

FB [94] y el tiempo de reconstitución de las muestras liofilizadas ya que es otro 

parámetro de la calidad del producto y pensando en la comodidad para el paciente 

de hacer el uso más inmediato posible del medicamento.  

Bajo estas bases primarias se descartaron 6 de los 8 agentes protectores 

examinados. Fructosa, manitol, glucosa, PVA y sacarosa no fueron eficaces en la 

preservación de las características morfométricas iniciales de FB-PƐCL-NPs al 3 % 

(p/v). Además, fructosa, glucosa y manitol mostraron valores hiperosmóticos. Sin 

embargo, TRE mostró el mejor comportamiento del grupo de los azúcares de 

acuerdo a los criterios mencionados anteriormente. Ello, posiblemente se deba a 

las ventajas químicas que presenta TRE frente a los otros azúcares, como menor 

higroscopicidad y ausencia de puentes internos de hidrógeno, lo que permite una 

formación más flexible de enlaces de hidrógeno hacia las NPs en la liofilización [83]. 

La mayoría de las muestras liofilizadas se pueden rehidratar fácilmente en agua 

destilada, a excepción del PVA que mostró un tiempo de reconstitución más largo.  

Se detectaron pequeñas diferencias en los parámetros de tamaño de las NPs en 

presencia de PEG, lo que se constató con el menor valor obtenido para Sf/Si, así 

como también con el tamaño promedio de partícula más cercano a los valores 

iniciales. En resumen, PEG fue claramente el agente protector más eficaz, que 

probablemente, funciona como un estabilizador y actúa como un agente de 

revestimiento como lo hace con las proteínas [95]. Por consiguiente, PEG y TRE 

fueron seleccionados como posibles agentes protectores para las FB-PƐCL-NPs. 

Con referencia al diseño del ciclo de liofilización para la selección del agente 

protector, se utilizaron parámetros conservadores con características que 

favorecerían la obtención de un buen producto liofilizado. De este modo, se utilizó 

el siguiente protocolo: un periodo de pre-enfriamiento a +10 °C durante 1 h, que 
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ayuda a la formación de núcleos de hielo en toda la suspensión, lo que permite una 

congelación más homogénea y un superenfriamiento más pequeño [96]. Para 

asegurar la solidificación completa de la muestra, ésta se sometió a un periodo de 

congelación a -50 °C durante 4 h. La selección de los parámetros del secado 

primario fue enfocada con el objetivo de lograr una eficiencia máxima del proceso 

(en este sentido para todos los ciclos de liofilización de esta investigación), es decir, 

por debajo de la Tg o Teu de la muestra a -15 °C y 0.047 mbar durante 56 h y un 

secado secundario a +30 °C durante 6 h. 

Asimismo, se estudió la influencia protectora del P188 en las distintas fases de la 

liofilización para las FB-PƐCL-NPs. La Figura 1 del Artículo 1 indica que las NPs 

presentaron relaciones de Sf/Si y PIf /PIi < 2 después del ensayo de descongelación 

a diferentes concentraciones de P188 (1, 2.5, 5 y 7 %), lo que confirmó su eficiencia 

en la crioprotección para el sistema [97]. Sin embargo, se observó agregación de 

las NPs después de la eliminación del agua, es decir, el P188 no tuvo ningún efecto 

de protección en la etapa de secado, lo que se constató con los altos valores Sf/Si 

y PIf/PIi obtenidos después de la reconstitución acuosa.  

El P188 actúa como estabilizador estérico de la suspensión NPs, debido a su 

excelente solubilidad en agua a través de su bloque de óxido de polietileno (PEO), 

lo que permite las interacciones de enlaces de hidrógeno con moléculas de agua. 

De esta manera, el P188 actúa como separador entre las NPs, evitando su 

aglomeración durante la etapa de congelación [69,98]. A diferencia del PVA, los 

poloxamers son conocidos como pobres estabilizadores estéricos durante la 

liofilización [99]. Este comportamiento no favorecedor se mostró en la etapa de 

secado de las FB-PƐCL-NPs, posiblemente dos extremos de la cadena PEO 

(cristalizada en diferentes partículas) tienden a formar puentes durante la 

sublimación a consecuencia de la baja concentración de agua, por la proximidad de 

las partículas y el enlace covalente de P188 de la superficie de las partículas [83]. 

El ciclo de liofilización es un proceso con etapas críticas, cuyo diseño involucra 

muchos parámetros experimentales los cuales definen las características del 

producto final. Por este motivo, resulta imprescindible evaluar el efecto de los 
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principales parámetros experimentales que afectan a las propiedades, tanto de las 

partículas como de la matriz seca. 

En el proceso de liofilización, la congelación es considerada la fase más agresiva y 

crítica. Los efectos de la temperatura y velocidad de congelación fueron evaluados 

en las FB-PƐCL-NPs con los agentes protectores seleccionados (PEG Y TRE) a 

diferentes concentraciones (3 o 10 %) (Tabla 2). 

 
 

Tabla 2. Características morfométricas de FB-PƐCL-NPs después del test de 
descongelación 

 
 

 
Agente 

protector 
(%, w/v) 

Congelación rápida  Congelación lenta 

Tamaño de 
NPs  (nm) 

PI SF/SI  
Tamaño de 
 NPs (nm) 

PI SF/SI 

PEG 10% 197.3±2.222 0.098±0.018 1.16  201.8±2.217 0.086±0.021 1.22 

PEG 3% 169.6±1.003 0.090±0.024 1.01  165.9±1.089 0.095±0.026 0.99 

TRE 10% 178.1±1.823 0.109±0.019 1.06  177.4±2.850 0.103±0.016 1.06 

TRE 3% 177.1±1.892 0.117±0.011 1.08  174.4±2.045 0.113±0.057 0.99 

Ninguno 199.0±2.052 0.190±0.018 1.19  261.4±2.014 0.317±0.076 1.57 

 
PI, polidispersión; SF/SI, relación del tamaño de partícula después de la agregación del agente protector 

y después del tratamiento de descongelación. 

 
 

No se observaron diferencias estadísticamente significativas en el tamaño y PI de 

las NPs protegidas con PEG o TRE entre ambas condiciones de congelación, lo que 

indica que ambos métodos de congelación son eficaces para evitar la agregación 

de NPs. Sin embargo, se observó un ligero aumento estadísticamente significativo 

en los valores de PI en las FB-PƐCL-NPs protegidas con TRE, probablemente 

debido a los valores de Tg de TRE y PEG (-36 °C y -25 °C respectivamente), que 

apunta a la formación vítrea anticipada de PEG e impide la agregación micelar antes 

de TRE.  

Las condiciones de congelación deben evitar la agregación de las NPs y aumentar 

la velocidad de secado. En vista de que ambos métodos impiden por igual la 

agregación de las FB-PƐCL-NPs, el criterio de selección se hizo en base a la 



_______________                                                                                                            4. Discusión 

121 
 

obtención de un secado eficiente. Una congelación lenta conduce a la formación de 

grandes cristales de hielo con una estructura de pocos y largos poros ayudando a 

la reducción del tiempo de sublimación. Por tanto, se seleccionó el protocolo de 

congelación lenta (Sección de congelación del Artículo 1) ya que evita agregación 

de las FB-PƐCL-NPs y facilita el escape de vapor de agua durante la sublimación 

reduciendo el tiempo de secado. 

Los parámetros en la fase de secado primario se seleccionaron de acuerdo a la 

curva de Chang y Fischer [100], que muestra la relación matemática entre la presión 

de la cámara, la temperatura de la bandeja, la temperatura del producto y el ajuste 

de sublimación, e ilustra la razón para maximizar la tasa de sublimación. Tal modelo 

aparentemente simple está sujeto a complejidades considerables que dificultan al 

ajuste de las condiciones óptimas de secado y la obtención de un tiempo de ciclo 

económico de secado. El secado primario se centró en la eliminación del agua del 

producto justo por debajo de su Tco para una eficiente utilización de la energía. 

Después de los estudios sobre congelación y secado primario, se seleccionaron 

cuatro variables de formulación que podían ser críticas para las características 

fisicoquímicas de estos sistemas liofilizados. Las dos primeras variables están 

enfocadas en la formulación (concentración del estabilizante y del agente protector). 

Las consiguientes variables están orientadas a la parte del proceso que completaría 

el diseño del ciclo de liofilización, el secado secundario (temperatura de las 

bandejas y tiempo del secado secundario). Se aplicó un diseño factorial completo 

de dos niveles para cada uno de los protectores (TRE y PEG). Se prepararon un 

total de 32 formulaciones (Tablas 2a y 2b del Artículo 1) con el fin de evaluar el 

efecto de estas cuatro variables y sus interacciones en el tamaño promedio de 

partícula, PI, eficiencia de asociación del fármaco al polímero, potencial zeta, 

humedad residual, osmolaridad, y estabilidad en suspensión después de ser 

liofilizada. Se llevó a cabo un análisis de varianza (ANOVA) para identificar la 

significancia (p < 0.05) de los efectos individuales de los factores y sus interacciones 

en las propiedades de las partículas.  
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Estos estudios se llevaron a cabo con el propósito de obtener una composición 

cuantitativa y los parámetros del diseño del ciclo de liofilización, tales que nos 

aseguren el cumplimiento de las exigencias básicas de la vía ocular (tamaño de 

partícula reducido, homogeneidad de la muestra, elevada asociación del fármaco al 

polímero, baja humedad residual, osmolaridad adecuada y una buena estabilidad 

física) aún después de un periodo largo de almacenamiento. El uso de diseños 

experimentales está muy extendido para optimizar parámetros de ciertos procesos, 

especialmente para establecer las condiciones óptimas que permitan obtener una 

determinada respuesta y se han aplicado, con éxito, en formulaciones 

farmacéuticas entre las que se encuentran las NPs [52]. 

El análisis estadístico de los resultados obtenidos en el diseño factorial realizados 

con NPs protegidas con TRE demostró que tanto la concentración de TRE de forma 

independiente como la interacción TRE-P188 influyeron significativamente sobre el 

tamaño promedio de las FB-PƐCL-NPs y su PI, ayudando a la obtención de un 

menor tamaño (Figura 2 del Artículo 1). Debido a su menor higroscopicidad y 

ausencia de puentes de hidrógeno internos frente a otros azúcares, la interacción 

TRE-agua es más fuerte que la interacción agua-agua. Ello permite un mejor 

aislamiento de las FB-PƐCL-NPs y por ende un mantenimiento de su tamaño [101]. 

Por otra parte, estos parámetros morfométricos (tamaño promedio y PI) aumentan 

cuando la concentración de P188 aumenta. El incremento del tamaño promedio de 

partícula con la concentración de P188 se debe a una agregación en las NPs; tal 

como se ha mencionado antes, ello se puede atribuir a que P188 podría formar 

puentes inter-particulares durante la sublimación [83].  

Igualmente, de acuerdo al diseño factorial con PEG se puede observar que la 

presencia de este protector influye en la obtención de una menor polidispersión de 

las FB-PƐCL-NPs (Figura 3 del Artículo 1). La agregación de PEG a la formulación 

ayuda a la formación de una matriz polimérica compacta, ya que sus moléculas se 

unen a las NPs como lo hace el tensioactivo [102] y además, la agregación de PEG 

incrementa la viscosidad en la suspensión notablemente (Sección de estudios 

reológicos del Artículo 2). Es probable que ambos factores contribuyan a la 

estabilización de las FB-PƐCL-NPs. Asimismo, esta buena estabilización se ve 
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reflejada en el tamaño de las partículas, el cual no fue influenciado por ninguna de 

las cuatro variables estudiadas.  

Estás cuatro variables seleccionadas para el estudio tampoco demostraron, en 

ambos diseños, ninguna influencia en la eficiencia de encapsulación de las NPs. Se 

ha reportado que la asociación del fármaco al polímero para NPs preparadas 

mediante la técnica del desplazamiento de solvente, depende principalmente de la 

solubilidad del fármaco en el polímero. Cuando el fármaco presenta una baja 

afinidad por el polímero, tiende a difundir desde la fase orgánica a la acuosa durante 

el proceso de formación de las NPs, dando lugar a porcentajes bajos de 

encapsulación [103,104]. El FB es poco soluble en agua, en medio ácido a pH 

inferiores al pKa (4.23) del fármaco se encontrará en su forma no disociada 

(insoluble). Por ende, el fármaco tiene más afinidad por el polímero dando lugar a 

una mayor eficiencia de asociación del fármaco al polímero e incrementando así, el 

tamaño de partícula de estos sistemas. 

Asimismo, se observó que la osmolaridad está influenciada por la concentración del 

agente protector (TRE o PEG) y la concentración de estabilizante, siendo la primera 

la más influyente en el incremento de esta respuesta. 

El principal propósito de someter un material a secado, a menudo es incrementar 

su estabilidad a largo plazo. El agua actúa como plastificante del estado amorfo, 

disminuyendo la Tg y aumentando así la movilidad molecular. Además, el agua 

puede participar directamente en reacciones de degradación ya sea como reactivo 

(es decir, hidrólisis) o como catalizador y también puede servir como disolvente o 

medio de reacción. Por ello, es importante obtener niveles de humedad residual 

suficientemente bajos para que, la viabilidad y la integridad del producto no se vean 

comprometidas con el tiempo [105]. Las variables seleccionadas no mostraron 

influencia en la HR de las formulaciones preparadas con PEG. Aunque todas las 

NPs preparadas con PEG presentaron concentraciones de sólidos diferentes (4.0-

11.9 % p/p) y se sometieron a diferentes condiciones de proceso de secado 

secundario, todas ellas mostraron valores de HR < 1 % de acuerdo con el método 

de Karl Fischer (Tabla 2b del Artículo 2). Este comportamiento se basa en las 
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propiedades conformacionales de la secuencia -OCCO- en la cadena PEG, donde 

la mayoría de las posibles conformaciones de rotación alrededor del enlace C-C son 

relativamente no polares, mientras que sólo dos son fuertemente polares. El 

aumento de la temperatura, como sucede en el secado secundario, tiene dos 

impactos: las conformaciones no polares comienzan a regir las propiedades de la 

cadena, por lo que las interacciones con el agua son menos favorables y la actividad 

del agua se ve aumentada, especialmente cuando disminuye su concentración 

[106]. También se reportó que el número de moléculas de agua unidas por unidad 

monomérica de PEG disminuye mientras se va secando [107]. Por lo tanto, las 

interacciones PEG-agua se vuelven menos favorables con el aumento de la 

temperatura lo que facilitaría un secado con mínima HR %. Las NPs liofilizadas con 

TRE mostraron valores bajos de HR % cuando las suspensiones fueron expuestas 

a una temperatura de bandeja más alta y por un tiempo más prolongado en el 

secado secundario. Este resultado refuerza la premisa de que los productos 

amorfos como TRE son más difíciles de secar que los productos cristalinos como el 

PEG [84]. La interacción TRE/agua es mucho más fuerte que la interacción 

agua/agua. La TRE amorfa tiene compartimientos de dihidrato cristalino donde las 

moléculas de agua residual son atrapadas e inmovilizadas en una matriz vítrea 

cuando el agua es escasa. Además, el enlace α-1,1-glicosídico en TRE es mucho 

menos susceptible a la hidrólisis que el enlace α,β-1,2 glicosídico de otros azúcares 

no reductores (como la sacarosa). Finalmente, la TRE presenta la transición 

reversible de TRE dihidrato a las formas cristalinas anhidras. Todos estos factores 

probablemente ralentizan la liberación de agua [101]. Por lo tanto, para eliminar el 

agua absorbida en NPs protegidas con TRE son necesarias temperaturas más altas 

y tiempos más largos. 

Como ya es conocido, los sistemas de liberación controlada de fármacos son 

inestables durante periodos largos de almacenamiento, por ello suelen conservarse 

en forma de liofilizados. Sin embargo, también es importante el estudio de la 

estabilidad física y química después de la reconstitución acuosa, ya que la 

agregación de excipientes requeridos para la liofilización puede desfavorecer este 
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factor, principalmente durante el tiempo de utilización del medicamento (1 mes para 

los colirios reconstituidos).  

La estabilidad después de la reconstitución acuosa mostró una fuerte dependencia 

de la concentración de agente protector. Tanto TRE como PEG favorecen la 

estabilidad de estos sistemas desde el punto de vista cinético, probablemente 

debido a que los fenómenos de migración se minimizan, disminuyendo el riesgo de 

sedimentación, cremado o agregación de las partículas [52]. Por otra parte, la 

temperatura de la bandeja en el secado secundario (T°.SD), las interacciones del 

agente protector- T°.SD también influenciaron la estabilidad de manera positiva para 

ambos casos (p < 0.05). La interacción TRE-tiempo de secado secundario mostró 

un ligero dominio en la estabilidad. Sin embargo, no hay investigaciones previas que 

relacionen estos factores (T°.SD y tiempo de secado secundario) con la obtención 

de suspensiones más estables después de su reconstitución. Otro factor a 

considerar en la estabilidad es la carga superficial de las NPs, el análisis de las 

cuatro variables seleccionadas para el estudio demostró que ninguna de ellas 

influyó en la carga superficial de las NPs. Este hecho se puede atribuir a la presencia 

de P188, un tensioactivo no-iónico, que probablemente impide la unión de iones a 

las NPs por impedimento estérico.  

A partir de los resultados obtenidos en el diseño factorial y de acuerdo con los 

objetivos de este estudio, se utilizó el programa JMP 7 para predecir y seleccionar 

las condiciones experimentales más apropiadas. Las condiciones con las que se 

obtuvieron las formulaciones de las NPs con los mejores valores de tamaño de 

partícula reducido, PI bajo, porcentaje alto de FB encapsulado en la matriz 

polimérica, potencial zeta elevado, baja HR, osmolaridad adecuada para vía 

oftálmica y buena estabilidad en suspensión después de ser liofilizadas son las 

siguientes: FB-PƐCL-NPs estabilizadas con 1.66 % de P188 y protegidas con 5 % 

de TRE, fueron sometidas a un periodo de pre-enfriamiento a +10 °C durante 1 h, 

congelación a -50 °C durante 4 h, secado primario a -3 °C y 0.140 mbar durante 24 

h y un secado secundario de +42 °C durante 10 h. Las FB-PƐCL-NPs estabilizadas 

con 3.5 % de P188 y protegidas con 8 % de PEG, fueron sometidas a un periodo de 

pre-enfriamiento a +10 °C durante 1 h, congelación a -50 °C durante 4 h, secado 
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primario a +5 °C y 0.140 mbar durante 24 h y un secado secundario de +45 °C 

durante 10 h. Las muestras fueron analizadas inmediatamente después de la 

liofilización y después de 1 año de almacenamiento a temperatura ambiente sin 

mostrar diferencias significativas entre la media de los valores de los factores 

analizados (Tabla 3 del Artículo 1), presentando buena apariencia de su matriz 

liofilizada y corto tiempo de reconstitución. 

La estabilidad física después de la reconstitución acuosa de las FB-PƐCL-NPs 

optimizadas se analizó usando el analizador óptico TurbiScan®Lab, a distintos días 

durante un mes de almacenamiento a +4 °C. La suspensión mostró un pronunciado 

pico de la señal retrodispersada (> 10 %) en el lado izquierdo de la gráfica de las 

FB-PƐCL-NPs protegidas con TRE, el cual indicó una migración de partículas en la 

parte inferior del vial, por tanto, se dio un proceso de sedimentación (Figura 6a del 

Artículo 1). Esta desestabilización no se observó en la gráfica de las NPs protegidas 

con PEG (Figura 6b del Artículo 1) durante los 30 días del estudio. 

Tal como se mencionó anteriormente, la carga superficial influye en la estabilidad 

de estos sistemas debido a que las partículas con la misma polaridad de carga 

eléctrica presentan repulsión electrostática. La agregación de PEG o TRE no alteró 

la carga superficial de la NPs, lo que indica la fuerte presencia de P188 en la 

superficie de las NPs (Tabla 2 del Artículo 2). Por otra parte, la presencia de PEG 

incrementa notablemente la viscosidad en la formulación, lo cual favorece la 

estabilidad de la suspensión de NPs (Sección de estudios reológicos del Artículo 2). 

Las interacciones fisicoquímicas fármaco – polímero en las FB-PƐCL-NPs antes y 

después de liofilizar, se evaluaron por difracción de rayos X y análisis de calorimetría 

diferencial de barrido (DSC). Los espectros de rayos X de la PƐCL y del P188 

demuestran que ambos tienen una estructura semicristalina, mientras que el FB 

pone de relieve una estructura cristalina (Figura 7 del Artículo 1). El análisis de los 

difractogramas obtenidos por rayos X para F-A y F-B (formulaciones bases sin 

agente protector) reveló una combinación de dos estructuras (FB y PƐCL), 

asimismo, se vieron picos a 2θ = 19.3 ° y 23.3 ° correspondientes al P188 (Figura 7 

del Artículo 1). Probablemente, después de la centrifugación quedó un poco de agua 
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retenido al P188 en el sedimento, facilitando al P188 situarse fuera de las NPs 

durante la desecación [108]. El espectro de rayos X de F-A presentó picos de P188 

inferiores a F-B, debido al diferente porcentaje de P188 en su preparación, 1.66 % 

y 3.5 %, respectivamente (datos de F-B no mostrados). 

Los termogramas obtenidos por DSC de las NPs y sus componentes se muestran 

en la Figura 8 Artículo 1. El P188, la PƐCL y el FB mostraron termogramas con un 

solo pico endotérmico agudo que corresponden al punto de fusión; 54.1 ± 0.1 °C, 

64.5 ± 0.1 °C, 114.6 ± 0.1 °C respectivamente. Las FB-PƐCL-NPs mostraron un 

evento térmico único a 56.0 ± 0.1 °C, sin observarse un pico correspondiente a la 

fusión de los cristales de FB, lo cual indicó que la mayor parte del fármaco está 

disperso en la matriz polimérica [60]. Resultados similares fueron obtenidos por 

otros autores [94]. 

La temperatura de fusión de las F-A fue inferior a la temperatura de fusión de las 

NPs libres de fármaco debido al contenido del FB. Asimismo, F-A mostró un valor 

de entalpía bajo, consecuencia de la asociación de PƐCL y FB (103.4 ± 0.1 J/g y 

106.1 ± 0.1 J/g, respectivamente) que disminuyen la entalpía debido a que las 

moléculas de FB actúan como impureza en la parte cristalina del polímero. 

Con respecto a las muestras liofilizadas, los difractogramas obtenidos por rayos X 

mostraron dos picos a 2θ = 19.1 ° y 23.3 ° que corresponden a los picos más 

intensos de P188. La intensidad de esta señal está directamente relacionada con la 

cantidad de P188 utilizada en la preparación de las NPs. Los perfiles de los otros 

componentes mostraron su conversión al estado amorfo, puesto que no se observó 

los picos característicos del principio activo y polímero. 

El Artículo 2 está enfocado a los estudios pre-clínicos de las FB-PƐCL-NPs, ya que 

el desarrollo de NPs para preparaciones oculares debe satisfacer los criterios de 

Goldmann (estabilidad, esterilidad, tolerancia y eficacia). La eficacia terapéutica es 

el criterio más importante para la preparación oftálmica ya que depende no sólo de 

la estabilidad y tolerancia de la preparación sino también de la permeabilidad ocular 

de los ingredientes activos [109]. 
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La liofilización es el proceso por el cual se logró la estabilización de las FB-PƐCL-

NPs y permitió obtener dos posibles formulaciones apropiadas para vía ocular: FB-

PƐCL-NPs liofilizadas con TRE (FD-NPsTRE) y liofilizadas con PEG (FD-NPsPEG). 

Ambas formulaciones fueron el resultado de los estudios del proceso de liofilización 

y de composición de las FB-PƐCL-NPs para que sean idóneos como productos 

farmacéuticos oftálmicos (Artículo1). FD-NPsTRE y FD-NPsPEG son diferentes 

tanto en el tipo y concentración de agente protector, como también en su 

concentración de P188 (Tabla 1 del Artículo 2), pero muy parecidos en cuanto al 

tamaño de partícula (191.7 ± 1.9 nm y 190.4 ± 1.3 nm para FD-NPsTRE y FD-

NPsPEG, respectivamente) y la eficiencia de encapsulación (ambas alrededor de 

85 %), sin diferencia estadísticamente significativa. La polidispersión de FD-

NPsPEG se mostró dentro del rango de los sistemas monodispersos (PI ˂ 0.1), 

mientras que FD-NPsTRE mostró valores de polidispersión ˃ 0.1 debido 

principalmente a la capacidad protectora de TRE durante el proceso de liofilización 

(Artículo 1). Asimismo, ambas formulaciones tenían una similar carga superficial 

negativa. Estos resultados están resumidos en la Tabla 2 del Artículo 2.  

Las formulaciones oculares deben satisfacer la necesidad de ser estériles. El 

método más idóneo para lograr este objetivo es la gamma irradiación y se usa 

principalmente para productos farmacéuticos termolábiles, por su alto poder de 

penetración, baja reactividad química, bajos niveles de residuos, pequeños cambios 

de temperatura en la muestra y pocas variables a controlar durante el proceso. Sin 

embargo, se ha sugerido que la dosis que garantiza la esterilidad (25 kGy) puede 

cambiar las propiedades del polímero y la cinética de liberación, por ello es esencial 

analizar la eficacia del producto después de este proceso [110,111]. 

Dado que estas formulaciones tienen un objetivo terapéutico, las formulaciones de 

FD-NPsTRE y FD-NPsPEG fueron irradiados a una dosis de 25 kGy (IR-NPsTRE e 

IR-NPsPEG). Para conocer los efectos de la liofilización y esterilización en la 

liberación de FB y el perfil de permeación ocular, se decidió evaluar el perfil de las 

suspensiones de FB-PƐCL-NP con el agente protector (NPsTRE y NPsPEG) y sin 

el agente protector (F-A y F-B) antes de ser sometidos a estos procesos. El proceso 

de gamma- irradiación no tuvo ningún efecto sobre el tamaño promedio de partícula, 
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PI, carga superficial y eficiencia de encapsulación de las formulaciones liofilizadas 

optimizadas. Los valores de estas propiedades en las distintas muestras estudiadas 

se muestran en la Tabla 2 del Artículo 2. 

Así, todas las formulaciones para el ensayo de liberación de FB y permeación 

ocular, se consideraron suspensiones de NPs satisfactorias; presentando valores 

de potencial zeta negativo ( -12.00 mV - -18.40 mV), eficiencia de encapsulación 

elevada (85-86 %) y osmolaridad ocular apropiada a excepción de F-A y F-B 

(suspensiones sin objetivo terapéutico). Adicionalmente, se analizaron las 

propiedades reológicas de las formulaciones, presentando curvas de viscosidad 

constantes y crecientes que corresponden al comportamiento newtoniano y que 

indican que las formulaciones se adhieren fácilmente al aplicarse sobre la superficie 

ocular. Los resultados obtenidos revelan que la inclusión de un 16.0 % de PEG y 

10.0 % de TRE en las formulaciones produce un incremento significativo de la 

viscosidad. FD-NPsTRE y IR-NPsTRE mostraron una viscosidad baja frente a las 

formulaciones preparadas con PEG (FD-NPsPEG y IR-NPsPEG), que beneficia la 

redispersión después de la reconstitución acuosa del producto liofilizado facilitando 

su dispensación.  

La determinación de los perfiles de liberación in vitro permite predecir el 

comportamiento in vivo de las NPs. Esos estudios fueron llevados a cabo en células 

de Franz bajo condiciones sink, en un medio de PBS isotónico a pH 7.4 (próximo al 

pH lagrimal) y 32 ºC (temperatura del área precorneal), con el fin de reproducir las 

condiciones fisiológicas de la vía ocular. Los perfiles de liberación de FB de estos 

sistemas coloidales se compararon con la solución del fármaco libre (1.0 mg/mL en 

PBS pH 7.4). Los resultados obtenidos revelan que la liberación de FB desde la 

solución de fármaco libre fue más rápida comparada con las FB-PƐCL-NPs, 

asimismo, las formulaciones F-A y F-B a pesar de tener distintas concentraciones 

de P188 presentaron un perfil de liberación de FB muy similar (Figura 1A del 

Artículo2). Resultados similares fueron reportados por otros autores para la 

liberación de fármaco in vitro con diferentes cantidades de P188 [112].  
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La liberación del fármaco a partir de partículas poliméricas puede ocurrir a través de 

la difusión, erosión del polímero o una combinación de estos [113]. Si la difusión del 

fármaco es más rápida que la degradación de la matriz, el mecanismo de liberación 

del fármaco se produce principalmente por difusión. Una liberación rápida del 

fármaco, conocido como “efecto estallido” se debe a la fracción del mismo adsorbida 

o débilmente unida a la superficie de la NPs [60]. Todas las formulaciones exhiben 

un comportamiento de liberación sostenido, con una liberación rápida al inicio, 

debido a la cantidad FB presente en la superficie de las NPs, seguido por una fase 

de liberación lenta, correspondiente a la difusión del fármaco atrapado en el interior 

de las mismas (Figura 1 del Artículo 2). 

Sin embargo, la velocidad de liberación y las cantidades de FB liberadas disminuyen 

después de la agregación de agente protector a las FB-PƐCL-NPs (Figura 1B del 

Artículo 2). Este perfil fue mucho más evidente para las FB-PƐCL-NPs protegidas 

con PEG que con TRE. Ello se atribuye al aumento en la viscosidad del medio de 

dispersión de la suspensión que conlleva a un descenso más lento de las NPs al 

tejido ocular. Asimismo, otros autores reportaron que la agregación de PEG ayuda 

en la formación de una estructura muy compacta con la matriz polimérica después 

del proceso de secado lo que podría retardar la difusión del fármaco [102]. Contrario 

a ello, las NPs protegidas con TRE alcanzaron una cantidad liberada más alta de 

FB (Figura 1C y D del Artículo 2). La TRE se considera un agente protector que 

induce o aumenta la porosidad de las NPs, lo que ayuda a obtener una liberación 

más rápida de FB. Ello está relacionado directamente con la etapa de congelación 

de la liofilización; TRE es capaz de formar enlaces de hidrógeno más flexibles con 

las NPs, creando una red abierta de poros durante la sublimación que pueden 

afectar las características morfológicas de los NPs [96,114].  

La viscosidad intrínseca de las FB-PƐCL-NPs protegidas con PEG aumentó de 

5.425 mPa/s a 6.594 mPa/s después del proceso de gamma irradiación (IR-

NPsPEG). Sin embargo, el perfil de liberación no señaló ninguna influencia 

apreciable de los componentes de la matriz. Probablemente, este efecto se redujo 

por las grandes cantidades de PEG contenidas en las NPs liofilizadas. Por otra 

parte, IR-NPsTRE mostraron una velocidad de liberación muy similar a la solución 
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de fármaco libre, debido a la fácil descomposición de la capa de TRE después de la 

gamma irradiación, facilitando una exposición directa de las NPs [115]. Estos 

resultados concuerdan con autores que reportaron que TRE incrementa la 

liberación del fármaco tanto después de la liofilización como después de la 

irradiación [115,116]. 

La cantidad FB liberado desde las formulaciones ensayadas, se ajustó a diferentes 

modelos cinéticos, calculándose el coeficiente de determinación (r2) y el valor de 

AIC, el cual indica la idoneidad del modelo para un determinado conjunto de datos. 

Cuanto menor sea el valor de AIC, el modelo se ajusta mejor al conjunto de los 

datos. Los valores de AIC obtenidos a partir de las cantidades de FB liberadas y 

acumuladas a las 10 h del ensayo para las formulaciones, se ajustan 

adecuadamente al modelo cinético de primer orden lo que fue confirmado por r2, 

con excepción de NPsPEG and FD-NPsPEG, que se ajustan adecuadamente al 

modelo cinético de hipérbola (Tabla 3 del Artículo 2). Ello indica que la liberación de 

FB desde estas formulaciones, se produce por difusión pasiva, especialmente a 

través de los poros de la matriz. Además, el bajo PM de FB (244.25 Da) mejora el 

mecanismo de difusión [112,117]. Es importante mencionar que la liberación de FB 

no se vió afectada por la cantidad de P188, ni por la polidispersión del tamaño de 

las NPs en suspensión. 

Las NPs además de permitir la liberación controlada del agente activo, deberían 

permitir alcanzar niveles de concentración terapéutica efectivos en el tejido afectado 

del organismo, independientemente de la vía de administración por un período de 

tiempo prolongado y con una escasa o nula exposición sistémica [118]. Cuando los 

fármacos penetran en el organismo a través de la mayoría de las vías de 

administración, deben atravesar varias membranas celulares semipermeables, que 

actúan como barreras biológicas que, de modo selectivo, inhiben el paso de las 

moléculas de fármaco [119]. Es así como el ojo logra mantener sus estructuras 

inalteradas para una correcta visión, lo que lo convierte en un órgano difícil para la 

absorción de principios activos  
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Con el fin de evaluar la capacidad de estos sistemas para favorecer la penetración 

corneal, se estudió la permeación corneal ex vivo de estas partículas y se comparó 

con la solución de fármaco libre (1 mg/mL).  

F-A mostró un coeficiente de permeabilidad (Kp) más pequeño que F-B, 

probablemente, la mayor cantidad de P188 en F-B reforzó la penetración del 

fármaco en la córnea (Figura 2A del Artículo 2). La inclusión del agente protector en 

las FB-PƐCL-NPs cambió significativamente el rendimiento en ambas 

formulaciones (Figura 2B del Artículo 2). La diferencia de PI entre FD-NPsPEG y 

IRNPsPEG, al igual que en la liberación in vitro, tampoco influyó en el perfil de 

permeación transcorneal de FB. FD-NPsTRE y IR-NPsTRE alcanzaron un 

incremento significativo en la penetración del fármaco a través de la córnea (Figura 

2C-D del Artículo 2). Alcanzando incluso IR-NPsTRE una cantidad de FB permeado 

a través del tejido corneal de 116.03 μg/cm2, cantidad muy similar a la solución de 

fármaco libre, 119.70 μg/cm2. Por otro lado, IR-NPsPEG mostró un Kp más bajo y 

la mayor cantidad de fármaco retenido en la córnea, 33.95±0.99 %/cm2⋅g en 

comparación con las otras muestras. Estos resultados refuerzan las premisas 

mencionadas anteriormente; la TRE facilita la liberación de FB de la matriz 

polimérica debido al favorecimiento de la formación de las depresiones sobre la 

superficie de las NPs, asimismo, promueve considerablemente la permeación de 

FB a través de la córnea después de la gamma irradiación.   

Se determinó el nivel de hidratación corneal, lo que indicó que todas las córneas 

están dentro del rango de hidratación corneal normal. Por tanto, las formulaciones 

evaluadas no causaron daños tisulares en el epitelio ni endotelio (Sección de 

estudio de permeación corneal del Artículo 2)[120]. 

La esclerótica es un tejido bastante permeable, además, tiene 20 veces más 

superficie que el tejido de la córnea, lo que la convierte en una buena posibilidad en 

el transporte de fármacos a estructuras oculares posteriores, asociándolos a 

diferentes sistemas de liberación controlada, que minimicen los posibles efectos 

adversos. [121,122]. Del mismo modo que la permeación corneal ex vivo, se estudió 

la permeación escleral ex vivo y se comparó con la solución de fármaco libre (1 
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mg/mL) con el fin de evaluar la capacidad de estos sistemas para favorecer la 

penetración escleral. 

El FB fue capaz de atravesar la esclerótica a pesar de tener naturaleza hidrófila 

[123]. La solución de fármaco libre alcanzó el coeficiente de permeabilidad más alto, 

seguidas por F-A y F-B que fueron muy similares entre ellas (P ˃ 0.05). La adición 

del agente protector influyó en la reducción de la permeabilidad escleral (Figura 3B-

D del Artículo 2). El proceso de liofilización y la gamma irradiación no tuvieron ningún 

efecto sobre el coeficiente de permeabilidad de las NPs (P ˃ 0.05). Además, los 

productos finales, IR-NPsTRE y IR-NPsPEG, alcanzaron cantidades de FB 

acumulado muy parecidos (18.20 μg/cm2 y 17.70 μg/cm2, respectivamente), lo que 

indica que no hay diferencia de eficacia terapéutica entre ellos (Figura 3D del 

Artículo 2). Todo ello demuestra nuevamente que las diferencias de las 

características morfométricas y la viscosidad de las formulaciones en estudio eran 

menos importantes que la afinidad química del FB con los tejidos diana. Aunque la 

solución de fármaco libre mostró una eficacia de permeación superior a las 

suspensiones de FB-PƐCL-NPs irradiadas (productos finales), en este ensayo no 

consideró la eliminación rápida de la solución a través del parpadeo del ojo y el 

drenaje del flujo naso-lagrimal, lo que reduce su biodisponibilidad al ~ 75 % [124]. 

Las estructuras externas oculares están constituidas por diferentes tejidos muy 

sensibles a la irritación ocular inducida por agentes químicos o farmacológicos, que, 

en casos extremos, pueden desencadenar un cuadro clínico de ulceración corneal 

y pérdida de visión. Con el fin de determinar la potencial irritación ocular inducida 

por los sistemas coloidales desarrollados, se utilizaron dos ensayos para determinar 

la tolerancia ocular de las formulaciones: el ensayo de HET-CAM (in vitro) basado 

en la observación de reacciones, tales como hemorragia, coagulación intravascular 

o lisis de los vasos sanguíneos [125] y el test de Draize (in vivo), ya que la legislación 

española todavía exige la realización de este ensayo antes de la comercialización 

de fármacos administrados por vía tópica. La aplicación de ambos métodos reveló 

una tolerancia ocular óptima para las formulaciones IR-NPsTRE y IR-NPsPEG 

(Artículo 2). 
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Uno de los aspectos básicos para la idoneidad de un sistema polimérico de 

liberación controlada de fármacos por vía ocular, además de sus propiedades 

fisicoquímicas, su farmacocinética y su tolerancia ocular es la eficacia biológica y 

terapéutica. 

La eficacia antiinflamatoria in vivo de estos sistemas en la prevención de los 

procesos inflamatorios secundarios frente a una agresión de carácter químico, 

inducida por ácido araquidónico, fue evaluada examinando el grado de inflamación 

del iris y conjuntiva ocular. Durante los primeros 60 minutos, IR-NPsTRE, IR-

NPsPEG y la solución de fármaco libre redujeron por igual el grado de inflamación 

ocular y la hiperemia del iris (Figura 4 del Artículo 2). A los 60 minutos siguientes, la 

eficacia antiinflamatoria de las NPs fue evidentemente superior a la solución de 

fármaco libre, presentando IR-NPsPEG un mayor y continuo efecto antiinflamatorio.  

La NPs poseen propiedades bioadhesivas que incrementan el tiempo de 

permanencia del fármaco sobre la superficie ocular y consecuentemente una 

prolongada acción farmacológica [108,112,126]. Además, ha sido descrito 

previamente que el tiempo de residencia de las NPs es mayor en los tejidos oculares 

inflamados debido a las modificaciones fisiológicas que acompañan estos procesos 

[127]. 

Nuevamente las estabilidades de las suspensiones optimizadas fueron evaluadas 

para verificar si el proceso de gamma irradiación tuvo alguna influencia sobre este 

factor en los productos finales (IR-NPsTRE, IR-NPsPEG), ya que constituye otro 

parámetro de calidad del producto. El perfil de radiación retrodispersada (BS) por 

las muestras de IR-NPsPEG (Figura 5B del Artículo 2) no sufrió cambios con 

relación al perfil de FD-NPsPEG (Figura 6B del Artículo 1), es decir continuó 

presentando una muy buena estabilidad durante los 30 días de estudio. Por otro 

lado, IR-NPsTRE (Figura 5ª del Artículo 2) presentó una variación de BS inferior al 

5 % en el lado derecho del perfil de transmisión (parte inferior del vial) que indicó un 

proceso de sedimentación (después de 30 días). Esta variación física es 

considerada reversible y es mucho menor a la registrada en el perfil de la FD-

NPsTRE (Figura 6A del Artículo 1). Ello puede estar relacionado principalmente por 
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el incremento de la viscosidad y la influencia de la esterilización sobre las NPs para 

estabilizar este sistema coloidal.  

Las investigaciones recogidas en esta Tesis Doctoral aseguran los beneficios del 

desarrollo de la liofilización con PEG y TRE de NPs de PƐCL para liberación 

controlada de FB para el tratamiento de procesos inflamatorios a nivel ocular. Los 

principales resultados que se han obtenido constituyen, en cierta medida, una base 

a la expansión industrial de estos sistemas coloidales.  
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En este trabajo, el FB se formuló en NPs de PƐCL para administración ocular. 

Teniendo en cuenta todos los resultados obtenidos en los diferentes ensayos para 

la estabilización de las FB-PƐCL-NPs y su influencia en distintos estudios pre-

clínicos, se puede concluir que: 

 

1. La asociación de un agente antiinflamatorio no esteroideo, flurbiprofeno (1.0 

mg/ml), a poli-Ɛ-caprolactona (3.3 mg/ml) por la técnica de desplazamiento 

del solvente, en presencia de Poloxamer 188 (16.6 mg/ml) como agente 

estabilizante de la formulación, ha permitido obtener nanopartículas con 

unas características morfométricas (tamaño promedio de partícula de 176 

nm y polidispersión inferior a 0.1) y carga superficial (potencial zeta -17.2 

mV) adecuadas para administración ocular, aunque con una estabilidad 

limitada. 

 

2. Los agentes protectores utilizados en el proceso de liofilización de las NPs 

(TRE y PEG) se seleccionaron en base a su idoneidad en el mantenimiento 

de la morfometría inicial de estos sistemas, el tiempo de reconstitución y la 

osmolaridad de la formulación una vez reconstituida, aspecto crucial para 

los preparados de administración ocular. 

 

3. El P188 demostró capacidad protectora para las FB-PƐCL-NPs durante la 

etapa de congelación de la liofilización, sin embargo, no fue capaz de 

mantener las propiedades morfométricas de las NPs en la etapa de secado, 

es decir el P188 es un buen crioprotector más no lioprotector. 

 

4. Dado que el análisis del proceso de congelación (rápido o lento) de las FB-

PƐCL-NPs con los agentes protectores seleccionados no puso de relieve 

diferencias significativa en la agregación de las mismas, se seleccionó la 

congelación lenta que conduce a la formación de grandes cristales de hielo 

con una estructura de poros largos y escasos que permite incrementar la 

velocidad de sublimación. 
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5. Las condiciones de secado primario seleccionadas en base a la temperatura 

de colapso de las formulaciones (determinada mediante microscopia de 

liofilización) utilizando la curva de Chang y Fischer para la elección de los 

parámetros, fueron: +5 °C a 0.140 mbar para las FB-PƐCL-NPs protegidas 

con PEG y -3 °C a 0.140 mbar para las protegidas con TRE. 

 

6. La optimización del proceso de liofilización de las FB-PƐCL-NPs, por diseño 

de experimentos, puso en relieve el efecto de dos variables relacionadas 

con el producto (concentración del estabilizante y del agente protector) y 

dos relacionadas con el proceso (temperatura y tiempo de secado 

secundario), así como sus interacciones en la morfometría de las partículas, 

la humedad residual, la osmolaridad y la estabilidad en suspensión después 

de ser liofilizada, más no en su carga superficial y la eficiencia de asociación 

del fármaco al polímero. 

 

7. Tanto la concentración de TRE y PEG como la interacción TRE-P180 

disminuye los parámetros morfométricos de las FB-PƐCL-NPs. El tamaño 

promedio de las NPs protegidas con TRE disminuye al disminuir la 

concentración P188. La presencia de PEG como crioprotector mejora la 

homogenicidad de la muestra, reduciendo su polidispersión. 

 

8. La osmolaridad depende de la concentración del estabilizante y en mayor 

medida del agente protector utilizado. No se observaron variaciones 

significativas de la HR (HR < 1 %) en las FB-PƐCL-NPs protegidas con PEG 

en función de las variables analizadas, a diferencia de las NPs con TRE que 

mostraron valores bajos de HR cuando fueron expuestas a una temperatura 

de bandeja en el secado secundario más elevada y por un tiempo más 

prolongado.  

 

9. Los análisis espectroscópicos y térmicos de la interacción fármaco-polímero 

en los sistemas matriciales desarrollados ponen de manifiesto que la mayor 
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parte del fármaco se encuentra en forma de dispersión molecular en el 

polímero. 

 

10. La esterilización por gamma irradiación (a 25 KGy) de las formulaciones 

liofilizadas no modificó la morfometría ni la carga superficial de las 

partículas, manteniéndose la asociación inicial del fármaco al polímero y su 

osmolaridad. 

 

11. Los perfiles de liberación in vitro de las nanopartículas mostraron que 

ambos aditivos, TRE y PEG3350, condicionan el proceso en mayor medida 

que las características morfométricas de dichas partículas.   

 

12. La estabilidad de las FB-PƐCL-NPs una vez reconstituidas fue superior en 

presencia de PEG, (30 días) respecto a las de TRE (15 días). El proceso de 

gamma irradiación mejoró considerablemente la estabilidad de las FB-

PƐCL-NPs en presencia de TRE (30 días), manteniendo sus características 

morfométricas, con una baja humedad residual y osmolaridad adecuada 

para administración ocular, aún después de un año de almacenamiento en 

su forma sólida.  

 

13. En la permeación transcorneal, la liofilización y la gamma irradiación 

obstaculizan la liberación de FB de las formulaciones que contienen PEG, 

mientras que estas condiciones tienen un efecto contrario sobre las 

formulaciones que contienen TRE. Sin embargo, estos procesos no 

influyeron en la permeación transescleral. 

 

14. Los estudios de eficacia antiinflamatoria in vivo de ambas formulaciones de 

FB-PƐCL-NPs pusieron de relieve una disminución significativa de la 

inflamación ocular y la hiperemia en mayor grado respecto a la solución de 

fármaco libre con una tolerancia ocular óptima, siendo las nanopartículas 

con PEG, las que presentan mayor duración del efecto antiinflamatorio.  
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15. El éxito del diseño del sistema coloidal, FB-PƐCL-NPs protegidas con PEG, 

resultó de la cooperación racional entre una buena formulación y las 

condiciones adecuadas en las etapas de congelación y secado enfocados 

principalmente en la calidad del producto y en un ahorro significativo de 

tiempo y de energía para la industria. Estos sistemas poliméricos podrían 

constituir, tras el desarrollo galénico y clínico adecuado, una nueva forma 

de administración de flurbiprofeno de interés en la prevención de la 

inflamación secundaria a cirugía ocular. 
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