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RESUMEN 

Los sistemas nanoestructurados lipídicos (NLC) han surgido como una 
herramienta prometedora en la nanomedicina, ofreciendo una gran 
versatilidad para la administración dirigida de fármacos. Su biocompatibilidad, 
capacidad de carga y liberación prolongada los hacen ideales para 
aplicaciones terapéuticas. 

En el tratamiento del cáncer, los NLC pueden encapsular múltiples fármacos, 
mejorando su eficacia y reduciendo sus efectos secundarios. Compuestos 
como la Apigenina (APG) y la Melatonina (MEL) han demostrado propiedades 
anticancerígenas y pueden beneficiarse de la protección y liberación 
controlada que ofrecen los NLC. La APG, un flavonoide con propiedades 
antioxidantes y antiinflamatorias ha mostrado potencial en la prevención y 
tratamiento de diversos tipos de cáncer. La MEL, una neurohormona con 
propiedades antioxidantes y antitumorales, además de demostrar su potencial 
en diferentes estudios clínicos, también puede complementar la acción de la 
APG. 

En el campo de la oftalmología, los NLC también ofrecen grandes ventajas. Su 
capacidad para penetrar barreras oculares, prolongar el tiempo de residencia 
de los fármacos y de hidratar epitelios, los convierte en sistemas de liberación 
potenciales para el tratamiento de enfermedades como el síndrome del ojo 
seco, enfermedades inflamatorias y el cáncer ocular. Tanto la APG como la MEL 
han mostrado propiedades beneficiosas para la salud ocular, como la 
reducción de la inflamación y la protección contra el daño oxidativo. 

El objetivo de esta investigación es optimizar y evaluar seis sistemas de 
liberación de fármacos basados en NLC, encapsulando APG y MEL, donde tres 
formulaciones presentaron carga superficial negativa para el tratamiento de 
enfermedades proliferativas y tres se formularon con carga superficial positiva 
para su uso en oftalmología. Todas las formulaciones evaluadas exhibieron 
propiedades fisicoquímicas adecuadas y un perfil de liberación sostenido de 
APG y MEL. En los ensayos in vitro para explorar el potencial antitumoral de las 
formulaciones, mostraron una citotoxicidad elevada en todas las líneas 
celulares tumorales, siendo capaces de internalizarse en solo 5 minutos, 
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manteniéndose en su interior hasta 4 horas. Por otra parte, los sistemas 
oftálmicos evaluados demostraron una excelente biocompatibilidad, según los 
ensayos de MTT y HET-CAM, y no indujeron irritación ocular en el test de Draize. 
Además, los ensayos de eficacia, que incluyeron modelos celulares y animales, 
confirmaron su potencial terapéutico en los tratamientos del ojo seco, del 
melanoma uveal y de la inflamación ocular del segmento anterior. Los 
resultados presentados en este estudio respaldan la hipótesis de que los 
sistemas nanoestructurados a base de APG y MEL constituyen una alternativa 
terapéutica segura y eficaz para el tratamiento de las enfermedades 
oncológicas y oftálmicas.  

 

ABSTRACT 

Nanostructured lipid carriers (NLC) have emerged as a promising tool in 
nanomedicine, offering a versatile platform for drug target delivery. Their 
biocompatibility, high loading capacity, and prolonged release makes them an 
excellent potential therapeutic tool. 

In cancer treatment, NLC can encapsulate multiple drugs, improving their 
efficacy and reducing side effects. Compounds such as Apigenin (APG) and 
Melatonin (MEL) have demonstrated antitumoral properties, and they can be 
protected and released in a sustained manner due to NLC loading capacity. 
APG, a flavonoid with antioxidant and anti-inflammatory properties, has shown 
potential in the prevention and treatment of various types of cancer. MEL, a 
neurohormone with antioxidant and antitumor properties, in addition to 
demonstrating its potential in different clinical trials, can also complement the 
action of APG. 

In the field of ophthalmology, NLC also offer great advantages. Their ability to 
penetrate ocular barriers, prolong the residence time of drugs, as well as their 
ability to hydrate epithelia, turns them into potential delivery systems for the 
treatment of diseases such as dry eye syndrome, inflammatory pathologies, 
and ocular cancer. Both APG and MEL, have shown beneficial properties for 
ocular health, such as reducing inflammation and protecting against oxidative 
damage. 
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The objective of this research is to optimize and evaluate six drug delivery 
systems based on NLC, encapsulating APG and MEL, in which three 
formulations presented a negative surface charge for the treatment of 
proliferative diseases and three were formulated with a positive surface charge 
to be used in ophthalmology. All formulations evaluated exhibited adequate 
physicochemical properties and a sustained release profile of APG and MEL. In 
vitro assays were performed to explore the antitumoral potential of NLC, 
showing enhanced cytotoxicity in all tumoral cell lines and also, being able to 
be internalize after 5 minutes and remaining inside the cells up to 4 hours after 
administration. On the other hand, the evaluated ophthalmic systems 
demonstrated excellent biocompatibility, according to MTT and HET-CAM 
assays, and did not induce ocular irritation in vivo. Additionally, efficacy assays 
performed in cellular and animal models, confirmed their therapeutic potential 
in the treatment of dry eye, uveal melanoma and anterior segment 
inflammation. The results presented in this study support the hypothesis that 
APG and MEL-based nanostructured systems constitute a safe and effective 
therapeutic alternative for the treatment of oncological and ophthalmic 
diseases. 
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1. Introducción 
La nanomedicina es una disciplina relativamente reciente que surge como una 
necesidad para los pacientes, con el objetivo de mejorar y revolucionar los 
tratamientos farmacológicos. Ésta se basa en la capacidad de modificar 
diferentes materiales a escala nanométrica para crear nanomateriales, 
dispositivos y sistemas de liberación de fármacos. Esto ha supuesto un gran 
avance para la farmacología, gracias a su capacidad de mejorar propiedades 
de los fármacos encapsulados en estos sistemas, como la difusión, el tiempo 
de semivida, la liberación de fármacos y los perfiles de distribución [1]. Estas 
propiedades, como el elevado ratio superficie/volumen, la capacidad de 
transportar fármacos y la capacidad de interactuar con las biomoléculas, 
permiten a los nanomateriales realizar funciones que no son posibles con las 
tecnologías tradicionales [2]. 

Históricamente su progreso puede dividirse en tres etapas. En su inicio, 
aproximadamente en los años 60, se descubrieron los liposomas, que no 
fueron aprobados hasta el 1995 como sistemas de liberación de fármacos, 
siendo los liposomas encapsulando doxorrubicina el primer sistema liposomal 
en el mercado. En una segunda etapa comenzaron a validarse clínicamente y 
comercializarse diferentes nanotratamientos, y simultáneamente, surgieron 
nuevos sistemas de liberación como el DepoDur® (morfina liposomal) o el 
Onyvide® (irinotecan liposomal) [3]. Finalmente, en la etapa actual, la 
nanofarmacoterapia ha experimentado una gran expansión para la prevención 
y tratamiento de diferentes patologías [4], existiendo más de 50 formulaciones 
aprobadas para uso clínico [5]. 

El interés de la nanotecnología en la comunidad científica ha ido aumentando 
desde su descubrimiento gracias a sus múltiples características, tales como la 
mejora en la liberación de fármacos con baja solubilidad en agua, su capacidad 
de dirigir fármacos a células o tejidos de manera específica, la liberación de 
combinaciones de agentes terapéuticos, la posible visualización del vehículo 
in vivo, y la capacidad de proteger principios activos [6]. Con el objetivo de 
cumplir todas las características mencionadas, durante las últimas décadas se 
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han desarrollado una gran variedad de nanosistemas orgánicos e inorgánicos. 
Los nanosistemas inorgánicos, tales como las nanopartículas (NPs) metálicas 
o los quantum dots, se consideran generalmente más tóxicos que los orgánicos 
debido a que éstos últimos pueden ser mayoritariamente digeridos por el tracto 
gastrointestinal humano y no se acumulan en el organismo [7,8]. Por otro lado, 
los nanosistemas orgánicos, formados por proteínas, carbohidratos, lípidos o 
polímeros, se caracterizan generalmente, por tener una baja toxicidad y ser 
biodegradables. Además, normalmente su matriz se genera por interacciones 
intermoleculares no covalentes, de manera que suelen ser más lábiles in vivo y 
tienen rutas de eliminación establecidas en el cuerpo [9].  

En el año 1990, M.R. Gasco y R.H. Müller desarrollaron las NPs lipídicas como 
alternativa a los diferentes nanosistemas orgánicos ya conocidos, tales como 
las NPs poliméricas, cuya producción a gran escala era más costosa [10,11]. 
La idea del desarrollo de estos nuevos sistemas surgió debido a que el uso de 
los lípidos para liberación de fármacos era conocido, ya que existían en el 
mercado diferentes medicamentos a base de estos, como los liposomas [11]. 
Asimismo, los lípidos son muy bien tolerados por el cuerpo como por ejemplo, 
los glicéridos que se encuentran en soluciones para la nutrición parenteral o 
las cremas a base de ácidos grasos que se usan para hidratar la piel [11]. Las 
primeras NPs lipídicas que se desarrollaron fueron las NPs de lípidos sólidos o 
solid lipid nanoparticles (SLN) y posteriormente en el año 1999 se introdujo una 
segunda generación de éstas primeras, los sistemas lipídicos 
nanoestructurados o nanostructured lipid carriers (NLC) [12]. Sin embargo, no 
fue hasta unos 20 años después (2018) cuando se aprobó el primer 
medicamento, Onpattro®, conteniendo el fármaco patisiran para el tratamiento 
de la amiloidosis hereditaria por transtiretina, y ganaron visibilidad en el 2020, 
con la llegada de las vacunas contra la COVID-19, cuando fueron utilizadas las 
NPs lipídicas como vectores no víricos para administrar cadenas de ARNm al 
organismo [13].  
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1.1. Nanopartículas lipídicas: SLN y NLC 

La primera generación de NPs lipídicas desarrolladas, las SLN, fueron ideadas 
para combinar las ventajas generales de las NPs con las de las emulsiones a 
base de lípidos, creando un sistema de liberación de fármacos natural y 
biocompatible [14]. Las SLN son partículas de tamaño submicrónico, 
constituidas por lípidos biocompatibles y biodegradables sólidos a 
temperatura ambiente y a temperatura corporal [15]. Las ventajas de las SLN 
son diversas, como su capacidad de liberar de manera controlada los fármacos 
encapsulados, tanto hidrofílicos como hidrofóbicos, la posibilidad de dirigirlas 
de manera activa o pasiva a diferentes dianas, la protección ante la 
degradación del fármaco incorporado, el incremento en la biodisponibilidad 
del activo, su baja toxicidad junto a su elevada afinidad por las barreras 
biológicas aumentando así su penetración en tejidos más internos, su 
capacidad de modificar los parámetros farmacocinéticos y de distribución del 
fármaco encapsulado y la facilidad de su producción a gran escala [15,16]. A 
pesar de todas sus ventajas como sistema de liberación de fármacos, las SLN 
presentan algunos inconvenientes. Debido a su matriz formada únicamente a 
base de lípidos sólidos y tensioactivos, éstas poseen una estructura que 
cristaliza rápidamente, de manera que tienen una baja capacidad de cargar 
fármacos ya que estos pueden ser expulsados de la matriz durante su 
almacenamiento y tienen problemas de estabilidad a largo plazo, como la 
agregación y degradación de los componentes (Figura 1) [15,17].  

Con el objetivo de mejorar los inconvenientes de las SLN, casi 10 años después, 
Müller desarrolló la segunda generación de NPs lipídicas, los NLC, en las 
cuales se incorporó un lípido líquido, es decir un aceite, modificando así la 
estructura cristalina de las SLN. La incorporación de un aceite en su estructura 
condujo a una disminución de la cristalinidad de la muestra, volviéndola más 
amorfa. Este cambio mejoró las características de las NPs lipídicas, 
aumentando la capacidad de carga de fármaco en el interior de la matriz, 
previniendo y modulando la liberación del activo y aumentando su estabilidad 
[18].  
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Figura 1. Diferencias estructurales y capacidad de carga de fármaco entre las matrices de 
SLN y NLC almacenados a largo plazo. Basado en [19]. 
 

La variación del contenido de lípidos y los diferentes parámetros de la 
formulación provocan un cambio en la matriz lipídica y en la disposición de los 
lípidos sólidos y líquidos dentro de los NLC. Müller et al. clasificaron los NLC en 
tres tipos según estas posibles variaciones [12,20]: 

• Tipo 1 (Cristal imperfecto): se forman con un contenido bajo de lípido 
líquido que deforma la estructura cristalina del lípido sólido. Dado que 
los fármacos lipofílicos son más solubles en los lípidos líquidos, un 
aumento en la concentración lipídica total se traduce en una mayor 
incorporación del fármaco [12,20]. 

• Tipo 2 (Múltiples tipos): contienen una alta cantidad de aceite, lo que 
da lugar a la formación de compartimentos nanométricos de aceite 
dentro de la nanopartícula, donde se acumula el fármaco solubilizado. 



  Introducción 

5 

La elevada liposolubilidad conduce a una baja expulsión del activo y 
una liberación lenta del mismo [12,20]. 

• Tipo 3 (Amorfo): se forma mediante la mezcla de lípidos sólidos y 
líquidos de manera específica para evitar la cristalización del núcleo. 
Este enfoque da como resultado una menor expulsión del fármaco 
debido a la cristalización del núcleo sólido [12,20]. 

Por otro lado, la estabilidad estructural de los NLC está asociada 
principalmente a su composición y la concentración de tensioactivo. Por lo 
tanto, estos parámetros deben tenerse en cuenta para garantizar su estabilidad 
y almacenamiento. Durante la preparación y almacenamiento, los triglicéridos 
sufren modificaciones cristalinas α, β y β′ (Figura 2) [21].  
 

 

Figura 2. Formas polimórficas de cristales de triacilglicéridos, donde aparecen 
representadas las posibles transiciones polimórficas, las estructuras de empaquetamiento 
de subceldas y las características de estabilidad. Basado en [22]. 

 
La forma α (hexagonal) de los triglicéridos es la menos estable con un punto de 
fusión y calor latente más bajos. En contraposición, la forma β (triclínica) es la 
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más estable con un punto de fusión y calor latente más elevados [23]. Estas 
formas polimórficas pueden estudiarse a través de estudios de interacción 
tales como la difracción de rayos X (X-ray diffraction o XRD) y calorimetría 
diferencial de barrido (differential scanning calorimetry o DSC), con el objetivo 
de entender y predecir el estado cristalino de la muestra y con ello su 
estabilidad [24]. 

Por lo tanto, la composición de los NLC es un parámetro importante en su 
fabricación puesto que tanto los lípidos que la componen como sus 
proporciones afectan a los parámetros fisicoquímicos de la formulación final 
[25].  

 

1.1.1. Composición de los sistemas lipídicos 

nanoestructurados 

Los NLC están formados por lípidos sólidos y líquidos en una proporción que 
varía de 70:30 a 99,9:0,1. Esta mezcla provoca una estructura amorfa, creando 
espacios adicionales donde pueden incorporarse fármacos. Como las 
moléculas lipofílicas suelen ser más solubles en lípidos líquidos, esta 
"imperfección" favorece la carga de fármacos en los NLC [26].  

Además, los materiales utilizados en la formulación de NLC deben ser 
biocompatibles y no presentar toxicidad, ya que actuarían como excipientes en 
la formulación final. La Administración de Alimentos y Medicamentos de los 
Estados Unidos (FDA) clasifica estos materiales como generalmente 
reconocidos como seguros (Generally Recognized as Safe, GRAS) y la Agencia 
Europea del Medicamento (EMA) les da una numeración según cómo se 
clasifican [27,28]. La elección de los excipientes juega un papel crucial en la 
determinación del tamaño de partícula y las propiedades fisicoquímicas de los 
NLC [29].  

Los lípidos son el componente principal de los NLC y juegan un papel clave en 
la capacidad de carga de fármacos, en la acción prolongada y en la estabilidad 
de las formulaciones. Se han utilizado diferentes tipos de lípidos sólidos para 
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la fabricación de NLC, como ácidos grasos, triglicéridos, diglicéridos, 
monoglicéridos y ceras [30]. Entre los diferentes lípidos sólidos, las mezclas de 
éstos son los más interesantes para la fabricación de NLC, debido a que la 
mezcla de diferentes tipos puede crear una matriz lipídica más imperfecta [24]. 
Por ejemplo, el behenato de glicerilo, más conocido como Compritol® 888 ATO, 
es una mezcla de glicéridos de ácidos grasos, predominantemente el ácido 
behénico. Éste es un excipiente lipídico que se utiliza generalmente en 
industria cosmética como tensioactivo, agente emulsionante y agente inductor 
de viscosidad en emulsiones o en cremas. Este lípido es muy utilizado en la 
fabricación tanto de SLN como de NLC, debido a sus características 
favorables, como su apolaridad, menor citotoxicidad que otros lípidos, su 
elevada capacidad de disolver fármacos gracias a la presencia de mono-, di- y 
triglicéridos y los espacios adicionales que se crean por su mezcla de 
acilgliceroles [31].  

En cuanto a los lípidos líquidos, también juegan un papel importante en las 
propiedades fisicoquímicas de las NPs, como el tamaño, la viscosidad y la 
distribución del fármaco. Se han usado diferentes lípidos líquidos para la 
preparación de NLC, principalmente aceites que contienen diferentes ácidos 
grasos, como el ácido oleico [12]. Una estrategia muy interesante es el uso de 
aceites naturales que además de ayudar a crear una matriz más amorfa 
aportan características farmacológicas a ésta [32]. Un claro ejemplo es el 
aceite de rosa mosqueta (RHO), que destaca por su alto contenido en 
compuestos bioactivos, lo que le confiere interesantes propiedades 
funcionales y cosméticas [33]. El RHO se extrae de las semillas del fruto de la 
rosa silvestre (Rosa canina) [34] y contiene una gran concentración de ácidos 
grasos poliinsaturados como el ácido linoleico, el ácido alfa-linolénico y el 
ácido oleico  [35], que participan en la estructura de las membranas celulares 
y desempeñan un papel fundamental en la respuesta inflamatoria [36]. 
Además, contiene otros compuestos bioactivos como los tocoferoles, los 
carotenoides (precursores de la vitamina A que actúan como antioxidantes y 
estimulan la regeneración celular), los fitoesteroles, que poseen propiedades 
antiinflamatorias [37,38], y el ácido trans-retinoico, un derivado de la vitamina 
A responsable de promover la renovación celular epitelial, siendo uno de los 
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componentes al que se le atribuye sus propiedades cicatrizantes, además de 
tener propiedades antiproliferativas [39–41]. Debido a su composición con gran 
potencial farmacéutico, el RHO se ha utilizado durante décadas en el campo 
médico para tratar heridas y cicatrices. Además de su uso tradicional, tiene un 
gran potencial para tratar otras afecciones, como las enfermedades 
proliferativas u oculares [35,42]. 

Finalmente, el tipo y número de tensioactivos también es un parámetro de 
formulación importante. Se emplean uno o una combinación de tensioactivos 
(entre el 1,5 y el 5 % p/v) para estabilizar el nanosistema, formando una capa a 
su alrededor. Utilizar más de un tensioactivo puede conducir a un menor 
tamaño de partícula y menor cristalinidad que un sistema con un solo 
tensioactivo [29]. Durante la formulación de los NLC, la cristalización de las 
partículas coloidales y su solidificación, son procesos que se producen 
simultáneamente, y a su vez, el área superficial de éstas aumenta, de modo 
que todo el sistema se vuelve inestable. Por tanto, el uso de uno o más 
tensioactivos es un requisito para mejorar la estabilidad de los NLC, dado que 
éstos se adsorben en la interfaz entre las fases lipídica y acuosa, reduciendo la 
tensión superficial gracias a su naturaleza anfipática [30,43]. Los polisorbatos, 
concretamente el polisorbato 80 (Tween® 80), son tensioactivos no iónicos 
conocidos por su capacidad de aumentar la penetración de las NPs en tejidos 
muy restrictivos, como la barrera hematoencefálica o la barrera 
hematorretiniana [44]. Por lo tanto, su uso en NPs para que puedan acceder a 
tejidos diana muy protegidos puede suponer una estrategia para aumentar la 
biodisponibilidad del fármaco en estos tejidos. Por otro lado, la adición de un 
co-tensioactivo a la formulación de otra naturaleza al usado, por ejemplo, uno 
de naturaleza catiónica e hidrófoba si se usa el polisorbato 80, el cual es no 
iónico e hidrofílico, puede aumentar la estabilidad de los NLC y aportar alguna 
característica adicional, como carga positiva [45]. La carga positiva de las NPs 
puede suponer una ventaja para aumentar su tiempo de residencia en un tejido 
específico que posea carga negativa, como el cartílago, el menisco, los 
tendones y ligamentos, el núcleo pulposo, el epitelio ocular, el vítreo y la piel 
[46,47].  
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En conclusión, la elección de la composición de los NLC no tan solo afecta a 
sus propiedades fisicoquímicas, sino que también es relevante para su efecto 
terapéutico.  
 

1.1.2. Características fisicoquímicas de los NLC 

Las características fisicoquímicas de los NLC son parámetros clave que 
determinarán diferentes aspectos de las mismas [48].  Los cambios que sufren 
las NPs tras la exposición a los fluidos biológicos pueden ser tanto ventajosos 
como altamente perjudiciales para su funcionalidad esperada en el sitio diana, 
lo que debe tenerse en cuenta durante su diseño (Tabla 1). Las NPs pueden 
penetrar las membranas de los sistemas celulares (orgánulos o núcleos) e 
interactuar con dianas naturales debido a sus características fisicoquímicas. 
Por otra parte, los métodos de fabricación de los NLC pueden modificar estas 
características. Los diferentes procedimientos de formulación incluyen 
métodos de alta (homogeneización de alta presión y ultrasonidos) o baja 
energía (emulsificación/evaporación de solventes o microemulsión). Las 
características más importantes que influyen en la interacción de las NPs con 
los sistemas biológicos incluyen su tamaño y carga, sus propiedades 
hidrófilas/hidrófobas, y la composición del recubrimiento superficial o su 
funcionalización [49]. 

El tamaño reducido de las NPs constituye una de sus principales 
características, permitiéndoles atravesar barreras biológicas, penetrar 
fácilmente en células y desplazarse a través de ellas, llegando a los tejidos y 
órganos diana. Esto influye significativamente en su valor terapéutico y 
diagnóstico. Diversos factores, como la captación celular y la eliminación, el 
tráfico intracelular, la citotoxicidad, la penetración tumoral y el tiempo de 
circulación en sangre se ven afectados por el tamaño de las NPs [49,50]. 

La carga superficial de las NPs, determinada en base al potencial zeta (ZP), 
también tiene un impacto significativo en sus interacciones con las células. El 
ZP puede afectar el grado de captación celular y la interacción de las partículas 
con las biomoléculas. Además, la carga superficial está relacionada con la 
estabilidad de las NPs, ya que ejerce una repulsión electrostática entre ellas, 
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lo que impide la agregación. Generalmente, las NPs con un valor de ZP superior 
a ± 20 mV se consideran estables y tienen menos tendencia a agregarse [51].  

Las propiedades hidrófilas/hidrófobas de las NPs es otro de los factores clave 
que juega un papel importante en su capacidad para interactuar con 
biomoléculas y células. Generalmente, las NPs de carácter hidrófobo como los 
NLC, por su naturaleza lipídica, tienden a ser captadas por las membranas 
biológicas, penetrando directamente en la membrana celular [52].  

Tabla 1. Relación entre las características fisicoquímicas de las NPs y su toxicidad. 
Adaptado de [53,54]. 

Características 
fisicoquímicas Efecto en la toxicidad 

Tamaño y área 
superficial 

Las NPs más pequeñas (<100 nm) son más tóxicas 
debido a su capacidad para penetrar en el núcleo 
celular. A mayor disminución del tamaño, mayor 
aumento del área superficial y mayor reactividad. 
Influye en la distribución y eliminación del material en 
el sistema biológico. 

Forma y 
morfología 

Las nanopartículas no esféricas pueden fluir a través 
de los capilares y causar consecuencias biológicas. 
Las formas alargadas bloquean canales iónicos y son 
más tóxicas que las esféricas. 

Carga superficial Las partículas cargadas positivamente suelen ser más 
tóxicas, debido a la mayor captación celular y/o su 
efecto dañino sobre las membranas celulares y 
lisosomales. 

Composición y 
estructura 
cristalina 

La composición química y la estructura cristalina 
influyen en la liberación de iones tóxicos y en la 
formación de radicales libres. 

Recubrimiento 
superficial y 
rugosidad 

El recubrimiento puede reducir la toxicidad 
estabilizando las nanopartículas y evitando la 
liberación de iones tóxicos. La rugosidad afecta la 
interacción célula-NP. 
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El recubrimiento de las NPs es una estrategia que puede proporcionar 
estabilidad, proteger contra la degradación y optimizar la interacción con 
tejidos específicos [55]. Los recubrimientos más utilizados para las NPs son 
poliméricos, como el polietilenglicol (PEG), el chitosano o el ácido hialurónico 
(HA) entre otros [56]. Concretamente, el HA posee aplicaciones muy 
prometedoras en la administración tópica debido a que se encuentra en la 
matriz intercelular de la mayoría de los tejidos conectivos, especialmente en la 
piel, donde tiene una función protectora y estabilizadora de la estructura [57]. 
A nivel ocular se ha demostrado que el HA aumenta la estabilidad de la película 
lagrimal, reduce la tensión superficial, mejora la sensibilidad al contraste y la 
calidad óptica de la superficie. El HA demuestra propiedades viscoelásticas 
que pueden lubricar la superficie ocular, reduciendo la fricción durante el 
parpadeo y los movimientos oculares [58].  Por otra parte, aunque las NPs se 
dirigen a ciertas dianas terapéuticas de manera pasiva, la liberación dirigida es 
una estrategia prometedora para mejorar la afinidad de unión y la especificidad 
de las células diana [59]. Esta liberación se basa en la unión covalente de 
ligandos moleculares pequeños como carbohidratos, péptidos, anticuerpos o 
aptámeros, a la superficie de las NPs que pueden interactuar específicamente 
con los receptores de las células diana [60].  
 

1.1.3. Acción terapéutica dual de los sistemas lipídicos 

nanoestructurados 

Los NLC son sistemas nanoestructurados muy versátiles que surgieron de la 
unión de dos estrategias diferentes: las ventajas terapéuticas que aportan las 
NPs para alcanzar órganos diana y transportar así fármacos, y las 
características más dermocosméticas de las emulsiones, aportando lípidos 
capaces de hidratar, lubricar y ejercer una acción oclusiva a nivel tópico 
[61,62].  

Estos sistemas han demostrado un potencial creciente como vehículos para 
transportar fármacos, particularmente al mejorar significativamente la 
eficiencia de encapsulación para fármacos lábiles, tanto hidrófilos como 
hidrófobos, protegiéndolos de la degradación en el organismo y evitando la 
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degradación química, mejorando su biodisponibilidad y modulando su 
liberación. Los NLC se pueden utilizar para administrar fármacos por diversas 
vías, como la parenteral, tópica, oral, oftálmica y pulmonar, para el tratamiento 
de enfermedades del sistema nervioso central, enfermedades inflamatorias, 
tumores, afecciones de la piel, infecciones bacterianas, fúngicas y víricas, así 
como para la administración de anestésicos locales [63]: 

• Administración tópica: es un área de gran potencial para los NLC. Las 
ventajas distintivas de los NLC en la administración tópica de fármacos 
son la capacidad de proteger ingredientes químicamente lábiles frente 
a la descomposición, la posibilidad de modular la liberación del 
fármaco y la propiedad de formar películas lipídicas adhesivas sobre la 
piel que pueden tener un efecto oclusivo [64]. 

• Administración parenteral: los NLC se pueden utilizar para todas las 
aplicaciones parenterales, desde intraarticulares e intramusculares 
hasta subcutáneas e intravenosas, dependiendo de su tamaño de 
partícula, y el objetivo terapéutico, ya que pueden dirigir fármacos a 
órganos específicos. Las NPs, al igual que todas las partículas 
coloidales inyectadas por vía intravenosa, suelen eliminarse de la 
circulación por el hígado y el bazo [65].  

• Administración oral: su administración es posible como una 
dispersión acuosa o como una forma farmacéutica tradicional, es 
decir, comprimidos, pellets, cápsulas o polvos en cápsulas. El efecto 
protector de las NPs, junto con sus propiedades de liberación sostenida 
y controlada, previenen la degradación prematura de los fármacos y 
mejoran su estabilidad en el tracto gastrointestinal. La reducción de 
efectos secundarios y el enmascaramiento del sabor también son dos 
objetivos relevantes para su administración oral [66]. 

• Administración pulmonar: los NLC protegen a los fármacos 
encapsulados de las enzimas presentes en el epitelio bronquial y 
alveolos, además de aumentar su biodisponibilidad y disminuir los 
efectos sistémicos de éstos. Su composición reduce la probabilidad de 
inducir una respuesta inmune, ya que los lípidos administrados son 
biocompatibles y biosimilares [67]. 
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• Administración ocular: los NLC tienen un gran potencial para tratar 
enfermedades oftálmicas ya que pueden mejorar la bioadhesión 
corneal y la permeación del fármaco, para tratar los tejidos más 
internos del ojo, como la retina y el nervio óptico [12]. 

• Administración nasal: los NLC tienen un gran potencial para mejorar 
la administración de fármacos al cerebro después de su administración 
intranasal, principalmente debido a su capacidad para penetrar 
membranas biológicas y promover la partición de gotas de tamaño 
nanométrico en la mucosa nasal, lo que resulta en un mayor tiempo de 
residencia [68]. 

Por otro lado, los NLC poseen este perfil dual de acción, debido a que a nivel 
tópico presentan diferentes características como su capacidad para mejorar la 
estabilidad química de los activos, protegiendo los ingredientes de la 
degradación por factores ambientales como la luz y el oxígeno. Asimismo, 
mejoran la biodisponibilidad de los activos en la piel, facilitando su penetración 
y absorción en las capas cutáneas, y aumentan la estabilidad física de las 
formulaciones tópicas, evitando la agregación de partículas y manteniendo la 
uniformidad del producto [69]. Además, son capaces de proporcionar un efecto 
oclusivo en la superficie de la piel, creando una película protectora que reduce 
la pérdida de agua transepidérmica y aumenta la hidratación de la piel. Los NLC 
proporcionan una mejor hidratación y oclusión de la piel en comparación con 
los sistemas de administración tradicionales (por ejemplo, las emulsiones) 
debido a su tamaño pequeño. El grado de oclusión depende del tamaño de las 
partículas, donde las partículas más pequeñas permiten una menor 
evaporación de agua [69,70].  

Debido a esta capacidad dual de los NLC, tanto como sistema de liberación de 
fármacos como de acción local hidratante, los NLC pueden aplicarse a una 
gran variedad de patologías con diferentes fines terapéuticos, desde tratar 
enfermedades como las enfermedades proliferativas que requieren un uso 
dirigido de fármacos a los tejidos internos, hasta su aplicación tópica con el fin 
de mejorar superficies como la piel o el ojo.  
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1.2. NLC para el tratamiento de enfermedades 
proliferativas 

El cáncer es una enfermedad con una gran morbididad y mortalidad a nivel 
mundial. Esta patología se puede considerar como un conjunto de 
enfermedades caracterizadas por el crecimiento descontrolado y la 
proliferación de células anormales en el cuerpo [71]. Estas células, 
denominadas células cancerosas o tumorales, pueden invadir y destruir tejidos 
sanos y pueden diseminarse a otras partes del cuerpo a través del sistema 
sanguíneo o linfático, un proceso conocido como metástasis [72]. Anualmente, 
decenas de millones de personas son diagnosticadas con cáncer en todo el 
mundo y más de la mitad de los pacientes fallecen. En muchos países europeos 
el cáncer ocupa el segundo lugar como causa de muerte, solo superado por las 
enfermedades cardiovasculares [73]. Según el último análisis a nivel mundial 
(Figura 3), en el año 2022 hubo una incidencia de alrededor de 20 millones de 
casos, con una mortalidad de 10 millones de personas aproximadamente [74]. 
Debido a las mejoras significativas en el tratamiento y la prevención de las 
enfermedades cardiovasculares, el cáncer se convertirá próximamente en la 
principal causa de muerte en varias regiones del mundo. Dado que la población 
adulta de edad avanzada es la más susceptible al cáncer y el envejecimiento 
poblacional continúa aumentando en muchos países, el cáncer seguirá siendo 
un importante problema de salud global [75,76].  
Los tratamientos terapéuticos convencionales utilizados para el tratamiento 
del cáncer son la cirugía, la quimioterapia, la radioterapia, la inmunoterapia y 
la terapia hormonal. Aunque la quimioterapia y la radioterapia pueden ser 
citostáticas y citotóxicas, estos métodos a menudo se asocian con efectos 
secundarios agudos y un alto riesgo de recidivas. Los efectos secundarios más 
comunes inducidos por estos tratamientos incluyen neuropatías, supresión de 
la médula ósea, trastornos gastrointestinales y cutáneos, pérdida de cabello y 
fatiga [77].  
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Figura 3. Incidencia estandarizada por edad de cáncer en el 2022 según la agencia 
internacional de investigación contra el cáncer “Global Cancer Observatory” [74].  
 

Además, los fármacos utilizados en la quimioterapia pueden acabar 
presentando multiresistencia a fármacos (multidrug resistance o MDR), que 
limitan su eficacia. Por otra parte, los agentes inmunoterapéuticos han 
mostrado resultados prometedores no solo en el tratamiento del cáncer 
primario, sino también en la prevención de las metástasis y la reducción de la 
tasa de recurrencia. Sin embargo, la inmunoterapia puede acabar provocando, 
como principal efecto secundario, una enfermedad autoinmunitaria. Además, 
diferentes estudios sugieren que la inmunoterapia es menos efectiva frente a 
tumores sólidos que linfomas [78]. Estos cánceres generan una matriz 
extracelular inusual que dificulta la infiltración de las células inmunitarias. 
Estas terapias e inmunoterapias interfieren con las vías de señalización 
cruciales para los comportamientos malignos y las funciones homeostáticas 
normales de la epidermis y la dermis, causando efectos adversos 
dermatológicos [79]. Otra estrategia novedosa es la medicina personalizada o 
medicina de precisión en oncología, que es un enfoque emergente para el 
tratamiento y la prevención de tumores que tiene en cuenta la variabilidad inter 
e intratumoral en los genes, el entorno inmunológico tumoral y el estilo de vida 
y las morbilidades de cada persona diagnosticada con cáncer [80]. Sin 
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embargo, su implementación llevará tiempo y requerirá inversiones 
sustanciales en infraestructura. Se requieren modificaciones fundamentales 
en la infraestructura y los métodos de recopilación, intercambio y 
almacenamiento de datos para lograr un tratamiento personalizado [81]. 

La demanda de desarrollar nuevas estrategias para buscar terapias precisas 
contra el cáncer sigue ganando impulso en estos últimos años. En las últimas 
décadas, las NPs están ganando interés para abordar las limitaciones de los 
enfoques terapéuticos actuales. Los sistemas de administración de fármacos 
basados en NPs han demostrado beneficios en el tratamiento y control del 
cáncer al ofrecer una buena farmacocinética, una diana precisa, menos 
efectos secundarios y menor efecto MDR [82]. 

Siguiendo los avances de la nanotecnología, desde el año 2010 se han 
comercializado varios fármacos nanoterapéuticos y muchos otros han entrado 
en la fase clínica. Estos fármacos han progresado en el campo de los sistemas 
de administración de fármacos y la MDR a fármacos antitumorales al brindar la 
oportunidad de terapias combinadas y la inhibición de los mecanismos de 
resistencia a los fármacos [83]. Concretamente, las NPs han demostrado ser 
capaces de penetrar profundamente en los tejidos, lo que potencia el efecto de 
permeabilidad y retención mejorada (EPR) (Figura 4). Además, las 
características de su superficie influyen en la biodisponibilidad y la vida media 
al atravesar eficazmente las fenestraciones epiteliales. El EPR se considera una 
razón importante para la focalización pasiva de tumores por partículas 
submicrónicas, como las NPs menores de 400 nm [84]. 

La ventaja más importante de los NLC en la administración de fármacos 
quimioterapéuticos es la capacidad de este sistema nanoestructurado de 
encapsular más de un fármaco con diferentes propiedades fisicoquímicas 
debido a la presencia de dos lípidos distintos [84,85]. Durante la preparación 
de los NLC, se puede controlar con precisión la proporción de dos 
antineoplásicos diferentes con propiedades fisicoquímicas distintas para su 
administración conjunta a las células tumorales. Además, materiales 
genéticos como ARN, ADN, etc., también pueden administrarse 
conjuntamente con fármacos quimioterapéuticos lipofílicos. Los NLC poseen 
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una mayor capacidad de carga de fármacos lipofílicos debido a su composición 
de lípidos líquidos y proporcionan una mayor estabilidad de almacenamiento, 
una expulsión de fármaco insignificante y una liberación controlada del 
fármaco en comparación con otros sistemas nanoparticulados [84,86].  

 

Figura 4. Los tejidos normales carecen de espacios entre las células endoteliales 
adyacentes, lo que permite que las NPs se extravasen de la vasculatura. Los tejidos 
tumorales presentan espacios grandes (100-400 nm) entre las células endoteliales de la 
vasculatura tumoral. El EPR permite que las nanopartículas no dirigidas de tamaño 
adecuado se unan, internalicen y liberen fármacos en el tumor. Basado en [87]. 
 

En la actualidad, los productos naturales juegan un papel crucial en la terapia 
del cáncer. Un número considerable de agentes anticancerígenos utilizados en 
la clínica son naturales o derivados de fuentes naturales como plantas, 
animales y microorganismos (incluidos los de origen marino). Ejemplos 
clásicos de compuestos derivados de plantas son la vincristina, la irinotecan, 
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el etopósido y el paclitaxel, los cuales son ampliamente utilizados en el 
tratamiento del cáncer [88,89]. Por este motivo la comunidad científica ha 
buscado nuevos tratamientos contra los diferentes procesos tumorales, con 
principios activos como la Apigenina (APG) y la Melatonina (MEL). 

Además, se podría utilizar matrices activas como el RHO para potenciar la 
actividad terapéutica de éstos. El RHO ha demostrado en un estudio en el cual 
usaron un sistema de liberación nanométrico (nanocápculas) conteniendo el 
RHO como excipiente, incrementaba dos veces el efecto antitumoral en una 
línea celular de cáncer de mama (MCF-7) y una de glioma, sin afectar a la 
viabilidad de los astrocitos [90]. Por otro lado, el extracto del fruto y las semillas 
de Rosa canina, que comparte cierta similitud con la composición del RHO, ha 
sido objeto de varias investigaciones que demuestran su eficacia en este 
ámbito (Tabla 4). 

Tabla 2. Resumen de los estudios de la actividad antiproliferativa del rosa de mosqueta.  

Extracto Línea celular Resultados Ref. 

Extracto 
etanólico 

Cáncer de mama 
MCF-7 y MDA-
MB-468 

Inducción de apoptosis tardía en 
MCF-7 y apoptosis temprana en 
MDA-MB-468.  

[91] 

Extracto 
del fruto  

Cáncer 
colorrectal Caco-
2 

Alteraciones en el ciclo celular 
(muerte celular por una vía 
apoptótica). 

[92] 

Extracto 
acuoso  

Cáncer 
colorrectal HT-29 

Disminución de la motilidad 
celular dosis-dependiente. 

[93] 

Extracto 
crudo 

Glioblastoma A-
172, U-251 MG y 
U-1242 MG 

Inhibición de la proliferación 
celular al disminuir la fosforilación 
de AKT, MAPK y p70S6K.  

[94] 

Polifenoles 
acídicos  

Cáncer 
colorrectal Caco-
2 

Disminución de la viabilidad 
celular. 

[95] 

Tres 
fracciones 
del té  

Cáncer cervical 
HeLa, de mama 
MCF-7 y cáncer 
colorrectal HT-29 

Los flavonoides mostraron la 
actividad antirradical y mayor 
inhibición del crecimiento celular 
en comparación a las otras dos 
fracciones (vitamina C y fenoles). 

[96] 
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A pesar de que los mecanismos exactos por los cuales el extracto de Rosa 
canina ejerce su efecto antiproliferativo no están completamente dilucidados, 
se ha propuesto que la reducción de las especies reactivas de oxígeno (ROS), 
la modulación del ciclo celular y la inducción de apoptosis podrían estar 
involucrados [97]. Concretamente se ha descrito que el extracto regula el ciclo 
celular, ralentizando el crecimiento de las células cancerosas en la fase G0/G1 
o induciendo su apoptosis [91,94]. 

1.3. NLC para el tratamiento de enfermedades 
oculares 

El ojo humano es un órgano complejo con intrincadas barreras anatómicas y 
fisiológicas. Éste tiene una estructura esférica de tres capas: la capa externa y 
fibrosa es la esclerótica; la capa media y vascular se llama úvea; y la capa más 
interna, formada por tejido nervioso, la retina. Además, el ojo se divide en el 
segmento anterior y el segmento posterior. El segmento anterior contiene la 
córnea, la conjuntiva, el iris, los procesos ciliares, el cristalino, el aparato 
lagrimal, los párpados y las cámaras anterior y posterior. El segmento posterior, 
que se encuentra fisiológicamente muy protegido por diferentes barreras, está 
detrás del cristalino y contiene la esclerótica, la coroides, la retina, el humor 
vítreo y el nervio óptico (Figura 5) [12].  

Las enfermedades más comunes que afectan el segmento anterior del ojo son 
el síndrome del ojo seco (dry eye disease o DED), el glaucoma, la conjuntivitis 
alérgica, la uveítis anterior y las cataratas [99]. Las enfermedades prominentes 
que afectan el segmento posterior del ojo incluyen la degeneración macular 
relacionada con la edad (age-related macular degeneration o AMD), el edema 
macular diabético, la vitreoretinopatía proliferativa, la uveítis posterior y el 
citomegalovirus [100]. A nivel global, la discapacidad visual es un problema de 
salud pública significativo. Según datos recientes, aproximadamente 258 
millones de personas en el mundo presentan alguna discapacidad visual, y de 
ellas, 39 millones son completamente ciegas [101]. Estos datos resaltan la 
necesidad de intensificar la investigación en el desarrollo de nuevas estrategias 
terapéuticas para el tratamiento de las enfermedades oculares, con el objetivo 
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de mejorar significativamente la calidad de vida y la función visual de los 
pacientes. 

 

Figura 5. Anatomía del ojo humano. Basado en [98]. 
 

La administración tópica de medicamentos oftálmicos a través de gotas o 
pomadas es el método más común para tratar afecciones oculares. Sin 
embargo, la biodisponibilidad de estos fármacos en el ojo es limitada debido a 
diversos factores fisiológicos y anatómicos [102]. La producción constante de 
lágrimas por las glándulas lacrimales diluye los medicamentos, reduce su 
tiempo de contacto con la superficie ocular y dificulta su penetración a través 
del epitelio corneal. Además, el volumen administrado de las formulaciones 
oftálmicas puede ser drenado rápidamente a través del conducto nasolacrimal 
hacia la circulación general, disminuyendo aún más la cantidad de fármaco 
que alcanza los tejidos oculares. Por último, la circulación sanguínea en la 
conjuntiva también puede influir en la absorción de los medicamentos tópicos 
[103]. 

En conjunto, estas barreras fisiológicas y anatómicas resultan en una pérdida 
significativa de fármaco durante la administración tópica, estimada en 
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alrededor del 95 % [101]. Esto plantea un desafío para el desarrollo de 
formulaciones oftálmicas más efectivas que puedan superar estas 
limitaciones y mejorar la eficacia terapéutica. 

Debido a la complejidad anatómica del ojo, las NPs son un sistema de 
liberación de fármacos capaces de penetrar estas barreras para llegar a 
cualquier tejido ocular [104]. En particular, los NLC poseen propiedades que 
las hacen únicas respecto al resto de sistemas nanoscópicos, posicionándolas 
como un tratamiento prometedor para diferentes patologías oculares debido a 
su potencial como sistemas de liberación, pero también sus mecanismos con 
los cuales hidratan la superficie ocular (Figura 6) [105]. La biocompatibilidad y 
las propiedades mucoadhesivas de los NLC mejoran su interacción con la 
mucosa ocular, lo que contribuye a prolongar el tiempo de residencia corneal 
del fármaco cargado, aumentando su biodisponibilidad ocular y reduciendo 
tanto los efectos secundarios locales como sistémicos. Los NLC podrían 
diseñarse para tratar los trastornos oculares más importantes, como la 
inflamación, el DED, procesos tumorales o incluso enfermedades que afectan 
a estructuras del segmento posterior del ojo [106]. 

Los productos naturales se han utilizado en la medicina tradicional durante 
siglos y siguen desempeñando un papel importante en el desarrollo de 
tratamientos modernos y en la terapéutica clínica. Recientemente, ha habido 
un aumento en la investigación que explora la eficacia de los productos 
naturales en el tratamiento de los trastornos oculares y sus mecanismos 
fisiológicos subyacentes [108]. La suplementación con productos naturales ha 
demostrado efectos preventivos y terapéuticos en personas con riesgo de 
padecer o con enfermedades oculares relacionadas con la edad debido a su 
capacidad para eliminar radicales libres, disminuir las moléculas 
inflamatorias, neutralizar la reacción de oxidación que ocurre en las células 
fotorreceptoras, disminuir el factor de crecimiento endotelial vascular y 
aumentar el sistema de defensa antioxidante [109]. Por este motivo la 
comunidad científica ha buscado nuevos tratamientos a base de productos 
naturales, como la APG y la MEL. 
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Figura 6. Mecanismos de acción propuestos de las NPs lipídicas cuando son administradas 
en forma de colirio. (A) Internalización en el epitelio corneal. (B) Unión a la glicocálix del 
epitelio y liberación sostenida del fármaco encapsulado en el epitelio corneal. (C) Unión a 
la capa lipídica de la película lagrimal. (D) Fusión de los NLC con la capa lipídica, mejorando 
la estabilidad de la película lagrimal. Basado en [107]. 
 

Además, podría utilizarse un excipiente natural como el RHO para potenciar el 
efecto de la APG y la MEL, debido a que es ampliamente conocido por sus 
propiedades hidratantes y cicatrizantes a nivel tópico. Sin embargo, el uso del 
aceite como excipiente activo en afecciones oculares no ha sido investigado. 
Por un lado, el efecto directo que podría aportar el RHO aplicado tópicamente 
en la superficie ocular es su capacidad regeneradora, necesario en 
enfermedades como el DED. En piel se ha descrito que las lesiones cutáneas 
tratadas con RHO exhiben una mejor reconstrucción y mayor formación de 
colágeno, un incremento en la proliferación de fibroblastos y menor infiltración 
de células inflamatorias [110]. Uno de los mecanismos que se han descrito 
para su capacidad regenerativa es la modulación de los macrófagos, que 
adoptan dos fenotipos principales: M1 (proinflamatorio) y M2 
(antiinflamatorio). La transición efectiva de M1 a M2 es esencial para una 
cicatrización adecuada, donde el RHO promueve este cambio, favoreciendo la 
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cicatrización [110]. Por otra parte, debido a sus propiedades antioxidantes y 
antiinflamatorias, tendría potencial en muchas enfermedades oculares, como 
el DED o cualquier otra afección que curse con inflamación, como la uveítis o 
el glaucoma. Se han realizado diferentes estudios en distintos tejidos utilizando 
el extracto de rosa mosqueta, que han puesto en relieve una gran capacidad de 
reducir la inflamación a través de diversos mecanismos [111], como la 
inhibición del proceso de señalización factor nuclear κB (NF-κB), reduciendo la 
producción de enzimas (MMP, COX-2) y citoquinas proinflamatorias (TNFα, IL-
1β, IL-6, CCL5) [112,113]. Además, los galactolípidos juegan un papel 
importante en sus efectos antiinflamatorios ya que son capaces de inhibir 
específicamente la producción de moléculas inflamatorias como las 
prostaglandinas y el óxido nítrico. Esto, a su vez, reduce la secreción de 
diversas citoquinas que alimentan la inflamación [34].  
 

1.3.1. Inflamación ocular 

La inflamación ocular se ha convertido en un tema clave en oftalmología. 
Existen numerosas enfermedades inflamatorias oculares que pueden afectar 
distintas localizaciones, incluyendo la órbita, los anexos oculares, la superficie 
ocular, la conjuntiva, la córnea, la esclerótica, la úvea, los vasos retinianos y el 
nervio óptico. El abordaje de la inflamación ocular presenta desafíos 
diagnósticos y terapéuticos, considerando la etiología y el pronóstico 
individual. Recientemente se ha evidenciado que algunas patologías 
previamente consideradas no inflamatorias, como la AMD, el edema macular, 
el glaucoma, los procesos tumorales y el síndrome del ojo seco dependen en 
cierto grado de mediadores inflamatorios, por lo que su tratamiento debería 
abordarse, al menos parcialmente, como una condición inflamatoria [114]. 
Para el tratamiento de la inflamación ocular, existen dos principales grupos de 
fármacos con propiedades antiinflamatorias: los antiinflamatorios no 
esteroideos (AINE) y los corticosteroides [115]. Sin embargo, los tratamientos 
a largo plazo con éstos pueden inducir efectos adversos locales. En el caso de 
los AINE, pueden provocar úlceras y perforaciones en la córnea [116], y los 
corticoides pueden producir muchas complicaciones, tales como la toxicidad 
epitelial, hipertensión ocular o cataratas [117].  
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Los NLC constituyen un sistema prometedor para tratar la inflamación ocular, 
debido a que pueden aumentar la biodisponibilidad de fármacos con acción 
antiinflamatoria y además, su matriz lipídica puede aportar propiedades 
adicionales al fármaco encapsulado, ya que muchos lípidos tienen 
propiedades antiinflamatorias y antioxidantes [118].   
 

1.3.2. Síndrome del ojo seco (DED) 

El DED es una patología multifactorial que afecta la película lagrimal y la 
superficie ocular provocando síntomas de incomodidad, alteraciones visuales 
y potencialmente daño en la superficie del ojo, pudiendo producir úlceras 
corneales en los casos más graves. Se caracteriza por una desestabilización de 
la película lagrimal, donde se produce un aumento de la osmolaridad del film 
lagrimal, irritando la superficie ocular y provocando inflamación [119]. Además, 
el estrés desecante, el oxidativo y el de hiperosmolaridad activan las vías de 
señalización celular en la superficie ocular, lo que conduce a la producción de 
citocinas proinflamatorias (TNF-α, IL-1β e IL-6) y metaloproteinasa de matriz 
(principalmente MMP9). Estos factores promueven la maduración de las 
células presentadoras de antígenos y permiten que las células presentadoras 
de antígenos maduras migren a los ganglios linfáticos a través de los vasos 
linfáticos aferentes. En los ganglios linfáticos, las células presentadoras de 
antígeno (APC) inducen a las células T efectoras (Th1 y Th17) y las reclutan para 
migrar a la superficie ocular. Mientras tanto, las APC activan el inflamasoma 
NLRP3, promoviendo la secreción de IL-1β e IL-18 y agravando aún más la 
inflamación de la superficie ocular (Figura 7) [120]. 

La primera línea de tratamiento consiste en aplicar lágrimas artificiales en 
forma de colirio, gel o pomada para lubricar el ojo, manteniendo así la humedad 
de la superficie ocular. Estas lágrimas artificiales actúan aliviando 
instantáneamente los síntomas al disminuir la osmolaridad de la lágrima y 
diluir los marcadores inflamatorios. Sin embargo, las lágrimas artificiales 
carecen de propiedades antiinflamatorias y no abordan la patogenia 
fundamental de la enfermedad. Por otro lado, los tratamientos habituales para 
la inflamación ocular incluyen corticosteroides y AINE, pero su uso prolongado 
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conlleva efectos secundarios severos [121,122]. En estos últimos años la 
nanotecnología ha ido ganando espacio en el mercado de DED. En particular, 
los NLC debido a su composición lipídica, pueden mejorar y contribuir a formar 
un recubrimiento lipídico sobre la superficie ocular, evitando así la evaporación 
de los componentes acuosos de la lágrima. Además, cuando se combinan con 
excipientes acuosos como el HA o el PEG, los NLC mejoran las deficiencias 
tanto acuosas como lipídicas de la película lagrimal, contribuyendo a una 
reducción de las molestias oculares que experimentan los pacientes que 
sufren esta enfermedad ocular [123].  

 

Figura 7. Respuesta inflamatoria de la superficie ocular en el ojo seco. Adaptado de [120]. 

 

1.3.3. Melanoma ocular 

El cáncer ocular es una enfermedad que se caracteriza por el crecimiento 
descontrolado de células anormales en el ojo, que puede afectar a cualquier 
parte del ojo, incluyendo la retina, la úvea (principalmente iris y coroides) y el 
párpado. Estudios epidemiológicos previos en poblaciones occidentales 
sugieren que los tumores oculares representan alrededor del 0,2 % de los 
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diagnósticos de cáncer y menos del 0,1 % de las muertes por cáncer. Sin 
embargo, a pesar de su baja incidencia, estos cánceres disminuyen 
significativamente la calidad de vida y son mortales si no se tratan. El 
melanoma uveal (uveal melanoma o UM) es el cáncer intraocular más 
frecuente en adultos y también el más letal, con una tasa de supervivencia del 
50 % a 10 años. En niños, el cáncer intraocular más común es el retinoblastoma 
cuyo tratamiento de primera línea es la enucleación, lo que conlleva a una 
ceguera irreversible [124]. El uso de NPs se ha investigado ampliamente en el 
diagnóstico y tratamiento de procesos tumorales oculares, dado que facilitan 
una administración de fármacos sostenida y dirigida con efectos secundarios 
mínimos. Su tamaño nanométrico, morfología y características superficiales 
facilitan su entrada en el tejido ocular, superando las barreras oculares, 
mejorando así su biodisponibilidad y eficacia terapéutica. Son lo 
suficientemente grandes para no filtrarse a través de la vasculatura y lo 
suficientemente pequeñas para ser eliminadas de la circulación por fagocitosis 
[125].  
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1.4. Apigenina 

La APG, también conocida como 4',5,7-trihidroxiflavona (Figura 8), es uno de 
los flavonoides más abundantes y estudiados. Se encuentra en cantidades 
significativas en plantas como el tomillo y otras especies, pero principalmente 
se encuentra en la manzanilla (Matricaria chamomilla). Es un metabolito 
secundario vegetal, que suele encontrarse en la naturaleza en forma 
glicosilada, siendo más soluble que su forma pura, la cual es inestable y poco 
soluble en agua [126]. Por esta razón, una estrategia para proteger y solubilizar 
a la APG sería su encapsulación en NLC. 

 

Figura 8. Estructura química de la APG. 
 

1.4.1. Apigenina como tratamiento antiproliferativo 

La primera referencia científica de la APG se remonta a la década de 1950, pero 
fue en los años 80 cuando se estableció su conexión con los procesos 
tumorales. Estudios pioneros revelaron sus propiedades terapéuticas, 
destacando su capacidad para inhibir la mutagénesis y la promoción tumoral. 
Desde entonces la APG ha sido objeto de una intensa investigación, 
posicionándose como un prometedor agente quimiopreventivo del cáncer en 
una amplia gama de tumores [127,128]. Su mecanismo de acción es complejo 
y multifactorial. La APG interactúa con diversas vías moleculares, modulando 
la expresión de genes supresores de tumores y alterando procesos clave como 
la angiogénesis, la inflamación (a través de la inhibición del NF-κB) y la muerte 
celular programada. Además, se ha observado que induce la autofagia, un 
proceso celular fundamental en la eliminación de componentes dañados, lo 
que contribuye a su efecto antitumoral [129]. Estos hallazgos sugieren que la 
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APG podría actuar en múltiples frentes, lo que la convierte en una molécula con 
un gran potencial terapéutico en estos procesos [130]. 
 

1.4.2. Apigenina en patologías oculares  

La manzanilla ha sido tradicionalmente una de las plantas más usadas a nivel 
ocular para tratar conjuntivitis y limpiar la zona ocular [131]. Uno de los 
principales componentes de ésta es la APG, que además de sus prometedoras 
propiedades antioxidantes, antinflamatorias y antibacterianas posee ciertas 
propiedades protectoras a nivel ocular (Tabla 2) [132].   

Por un lado, la APG destaca como antiinflamatorio debido a que ha demostrado 
ser capaz de reducir citoquinas proinflamatorias, como las interleucinas 6 (IL-
6), IL- 1β y el TNF-α y aumentar las interleucinas antiinflamatorias como la IL-
10 [133]. Esto hace que la APG pueda resultar un fármaco muy útil en 
enfermedades que cursan con inflamación ocular, como podría ser el DED. Por 
otro lado en las capas más internas del ojo, es decir retina y nervio óptico, la 
APG ha demostrado tener capacidad neuroprotectora principalmente gracias a 
su poder antioxidante, protegiendo estos tejidos del daño oxidativo [134]. 
Debido a todas estas propiedades prometedoras, la APG es un activo con un 
elevado potencial a nivel ocular, tanto para tratar afecciones que afectan a las 
capas más externas del ojo, como el DED, como para las que afectan a los 
tejidos más internos, como el glaucoma, la retinopatía diabética, o la AMD.  
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Tabla 3. Evidencias científicas de la APG para su uso oftálmico en diferentes modelos in vitro e in vivo.  

Modelo Resultados Ref. 
Ratas Sprague–Dawley, 
administración por sonda 
gástrica. 

- Recuperación de la función de la superficie ocular. 
- Disminución de los niveles de factor de TNF-α, IL-1β e IL-6. 

[133] 

Ratones C57BL/6 KO Nrf2, 
administración intragástrica. 

- Promoción de la translocación nuclear de Nrf2. 
- Incremento de los niveles de expresión de Nrf2. 
- Aumento de las actividades del superóxido dismutasa y GSH-Px. 
- Disminución de los niveles de ROS y malondialdehido. 

[134] 

Cultivo primario de células de 
ganglionares de retina de rata. 

- Disminución de la viabilidad de las células ganglionares de la retina (RGC) 
inducida por el TNF-α. 

- Inhibición de la apoptosis inducida por TNF-α. 
- Aumento de la producción de ATP y la captación de oxígeno.  
- Reducción de la actividad de la caspasa-3.  
- Disminución de la activación del NF-κB. 

[135] 

Células humanas endoteliales 
microvasculares de la retina. 
Ratones C57BL/6, 
administración intravítrea. 

- Bloqueo de múltiples citoquinas que inducen hiperpermeabilidad. 
- Estabilización de tres tipos de monocapas de células endoteliales 

vasculares primarias. 
- Mejora de la función de la barrera vascular retiniana in vivo. 

[136] 

Línea celular de retina de rata 
(R28). 
Ratas Wistar, administración 
intravítrea. 
 
 

- Protección de la capa plexiforme interna de la retina y el complejo de 
células ganglionares. 

- Reducción de la apoptosis de las RGC y la liberación de lactato 
deshidrogenasa. 

- Aumento del potencial de membrana mitocondrial. 
- Disminución de la producción de las ROS extracelulares. 

[137] 
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Línea celular de microglía de 
ratón (BV2). 
Ratones rd1, administración 
intravítrea. 

- Supresión de la producción de quimiocinas inducida por lipopolisacárido 
(LPS). 

- Inhibición de la activación M1 inducida por LPS. 
- Reducción de las quimiocinas inflamatorias en la retina. 
- Supresión de la activación de microglía y glía de Müller. 
- Aumento del grosor de la capa nuclear externa de la retina de los ratones. 

[138] 

Línea celular de microglía 
humana (HMC3). 
Ratones C57BL/6J. 

- Disminución de la producción de factores inflamatorios inducidos por LPS 
e IFN-γ en la microglía in vitro. 

- Reducción de los puntajes clínicos y patológicos de la uveítis autoinmune. 
- Reducción de los niveles de las citoquinas inflamatorias en la retina. 
- Inhibición de la transición de microglía M1 en la retina. 

[139] 

Ratones C57BL/6J, 
administración intravítrea o 
intraperitoneal. 

- Supresión de la neovascularización. 
- Efectos antiapoptóticos y antioxidantes en la retinopatía inducida por 

oxígeno. 

[140] 

Células humanas endoteliales 
de la vena umbilical. 
Ratas pardas de Noruega. 

- Inhibición del desarrollo de la neovascularización coroidea. 
- Modulación de la proliferación y migración de las células endoteliales. 

[141] 

Línea celular del epitelio 
pigmentario de la retina 
humana (ARPE-19). 

- Aumento de la supervivencia de las células tratadas con peróxido. 
- Protección de las células ante la apoptosis inducida por peróxido. 
- Aumento de la expresión de ARNm, de la proteína de Nrf2 y estimulación de 

su translocación nuclear. 
- Incremento de la expresión y actividad de enzimas antioxidantes. 
- Disminución de los niveles de ROS y MDA. 

[142] 
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1.5. Melatonina 

La MEL es una neurohormona producida principalmente por la glándula pineal 
que regula el ritmo circadiano y los ciclos de sueño (Figura 9). La MEL se ha 
identificado en todos los grupos principales de seres vivos, incluyendo 
bacterias y otros microorganismos unicelulares, plantas y animales, así como 
en humanos [143]. En la actualidad, la MEL se prescribe para ayudar a conciliar 
el sueño, aunque presenta muchos otros efectos beneficiosos. Por esta razón, 
actualmente se acepta que la MEL no solo es una hormona, sino también un 
protector celular, involucrado en la inmunomodulación, los procesos 
antioxidantes y la hematopoyesis. Además, numerosos estudios han 
demostrado que posee importantes propiedades oncoestáticas, tanto a través 
de mecanismos dependientes como independientes de receptores [144].  

 

Figura 9. Estructura química de la MEL. 
 

Sin embargo, la MEL tanto a nivel fisiológico como químico, se degrada 
principalmente por la luz, aunque también le afecta la temperatura y se 
desestabiliza en solución acuosa [145]. Por esta razón, su encapsulación en 
NLC la protegería de esta degradación por factores externos, permitiendo 
ejercer su acción. 
 

1.5.1. Melatonina como tratamiento antiproliferativo 

En la actualidad, muchas de las propiedades antitumorales de la MEL están 
bastante bien descritas y la evidencia de diferentes estudios clínicos (Tabla 3) 
indican una relación entre la MEL y la supresión tumoral. Los estudios in vitro 
sugieren que tanto dosis farmacológicas como fisiológicas son capaces de 
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reducir el crecimiento de células malignas de mama y otras células tumorales. 
En modelos de roedores, la pinealectomía (extirpación de la glándula pineal) 
estimula el crecimiento tumoral, mientras que la administración exógena de 
MEL ejerce actividad anti-iniciadora y oncoestática en diversos cánceres 
inducidos químicamente [146]. 

Tabla 4. Evidencia clínica de los efectos anticancerígenos de la MEL. Adaptado de [147]. 

Tipo de estudio Tipo de cáncer Conclusión 

Ensayo 
prospectivo de 
fase II 

Mama La MEL mejoró el sueño y la calidad de 
vida en pacientes con cáncer. 

Ensayo clínico 
aleatorizado de 
fase II 

Cabeza y cuello La MEL redujo la mucositis y mejoró el 
dolor en pacientes tratados con 
radiación concurrente. 

Ensayo clínico 
aleatorizado 

Pulmón 
metastásico 

La administración concomitante de la 
MEL puede reducir la anemia inducida 
por cisplatino en pacientes con cáncer. 

Estudio piloto 
aleatorizado 

Gastrointestinal La MEL puede producir un efecto 
estabilizador del peso. 

Estudio 
aleatorizado 

Colorrectal La IL-2 subcutánea en dosis bajas y la 
MEL se pueden utilizar como terapia de 
segunda línea para el tratamiento. 

Estudio piloto 
de fase II 

Mama 
metastásico 

La MEL indujo regresiones tumorales 
objetivas en pacientes con cáncer de 
mama metastásico refractario al 
tamoxifeno. 

 

Los mecanismos más destacados propuestos para explicar la acción 
antitumoral de la MEL incluyen su actividad antimitótica y antioxidante, y su 
potencial modulación de la duración del ciclo celular a través del control de la 
vía p53-p21. Se cree que la MEL tiene actividad antimitótica por su efecto 
directo sobre la proliferación dependiente de hormonas a través de la 
interacción con receptores nucleares. Otra explicación es que esta hormona 
aumenta la expresión del gen supresor tumoral p53. Se ha demostrado que las 
células que carecen de p53 son genéticamente inestables y por lo tanto, más 
propensas a desarrollar tumores [148,149]. 
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1.5.2. Melatonina en patologías oculares  

Fisiológicamente, la MEL se encuentra en los tejidos oculares, ya que tiene 
diferentes receptores específicos en retina, córnea, cuerpo ciliar, cristalino, 
coroides y esclera [150]. Aunque no se conoce exactamente el rol de la MEL en 
el ojo, se le han atribuido diferentes propiedades. La acción más reconocida es 
su relación rítmica con la presión intraocular (intraocular pressure o IOP), 
reduciéndola cuando la MEL se encuentra en su pico máximo del día [151]. Otra 
propiedad atribuida a la MEL debido a sus receptores en la córnea, es su 
capacidad de acelerar la epitelización de la córnea y regular su hidratación 
[150]. Sus receptores en el cristalino parecen estar relacionados con su posible 
acción protectora frente a las cataratas [152]. A nivel de retina, se ha sugerido 
que los receptores de la MEL participan en los cambios relacionados con el 
envejecimiento. La disminución fisiológica de los niveles de MEL en las 
personas mayores se ha relacionado con el inicio de la AMD, lo que sugiere la 
participación de estos receptores en la protección contra dicha degeneración 
[153].  

Se ha demostrado que la MEL actúa directamente como un captador de 
radicales libres y además, estimula diversas enzimas antioxidantes, 
incluyendo la superóxido dismutasa, la glutatión peroxidasa y la glutatión 
reductasa. Mediante estas acciones combinadas, esta hormona podría ser un 
agente protector contra diversas enfermedades oculares en las que la 
generación de radicales libres y el estrés oxidativo se consideran factores 
causales, como la AMD, las cataratas y el glaucoma [154]. Más allá de su 
acción antioxidante, se están acumulando evidencias que sugieren que los 
eventos mediados por los receptores de la MEL son cruciales para el 
mantenimiento de los ritmos oculares normales y que la alteración de estos 
ritmos podría conducir a una variedad de trastornos oculares, como el UM. Los 
primeros estudios realizados en 1997 y 1998 demostraron que la MEL puede 
inhibir el crecimiento de células de UM. Los precursores de la MEL, el triptófano 
y la serotonina no mostraron este efecto. Además, el UM podría expresar 
receptores transmembrana para la MEL, haciendo que esta neurohormona 
pueda ser un potencial tratamiento para este tipo de cáncer [155].  
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2. Hypothesis and objectives 
The doctoral thesis hypothesis is the development of novel controlled drug 
delivery systems containing APG, MEL, or both encapsulated in biocompatible 
lipid NPs, which can provide an effective treatment to deliver these active 
compounds either to tumors, or to act topically to improve the functionality of 
the ocular surface. Therefore, our main hypothesis is that by incorporating APG 
and MEL into NLC, it may improve both drugs delivery, enhance their 
therapeutic efficacy, and potentially offer a new treatment for these 
pathologies. 

The main objective of this doctoral thesis is the development and evaluation of 
a novel controlled drug delivery system based on NLC encapsulating APG and 
MEL, either individually or in combination. This system aims to address the 
limitations associated with the current therapies for ocular and proliferative 
diseases, including poor solubility, bioavailability, and chemical instability. 

Therefore, the specific objectives of this research are the following ones: 

– To develop and optimize nanostructured lipid systems containing APG, 

MEL and/or both drugs manufactured by using the hot high pressure 

homogenization method. 

– To characterize the physicochemical properties of the formulations in 

terms of morphometry (average size and polydispersity index), surface 

charge (zeta potential) and encapsulation efficiency. 

– To study the interactions between the components and their 

crystallinity, evaluate the stability, and demonstrate that NLC possess 

a controlled drug release profile. 

– To evaluate the anti-proliferative activity of negatively charged 

formulations in different cancer cell lines, as well as their accumulation 

into a selected cancer cell line.  
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– To corroborate that the positively charged formulations are suitable for 

ocular administration using in vitro and in vivo models. 

– To determine the in vivo effectiveness of the positively charged APG-

NLC in a rabbit model of DED and its side effects such as inflammation. 

– To investigate the potential of the positively charged MEL-NLC to treat 

uveal melanoma by using uveal melanoma cell line and to assess its 

ocular biodistribution in a rabbit model.  
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3. Resultados 
El desarrollo de la presente investigación dio lugar a seis publicaciones en 
forma de artículos científicos y una patente. 

3.1.  Dually active Apigenin-loaded nanostructured lipid carriers for cancer 
treatment.  

3.2.  Antitumoral Melatonin-loaded nanostructured lipid carriers. 

3.3. Novel nanostructured lipid carriers loading Apigenin for anterior segment 
ocular pathologies 

3.4. Melatonin loaded nanostructured lipid carriers for the treatment of uveal 
melanoma 

3.5. Nanostructured lipid carriers co-encapsulating Apigenin and Melatonin: an 
innovative strategy against cancer 

3.6. Combination of Apigenin and Melatonin loaded nanostructured lipid 
carriers as a natural ocular inflammation treatment 

ANEXO. Patent: Lipid nanoparticles for the treatment of ocular diseases. 
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4. Discusión 
Los NLC son unos sistemas nanoestructurados capaces tanto de transportar 
activos y liberarlos de manera sostenida de manera dirigida, como de ejercer 
una acción local al ser administrado tópicamente.  En esta tesis doctoral se 
exploraron ambas características de estos sistemas, encapsulando APG, MEL 
o ambos activos para el tratamiento de procesos tumorales, o su 
administración en forma de colirio para el tratamiento de enfermedades 
oculares. 

Los procesos tumorales y las enfermedades oculares representan dos desafíos 
para la salud pública a nivel mundial. Ambas afecciones tienen como 
características comunes a diferente nivel su impacto significativo en la calidad 
de vida de los pacientes, la complejidad de sus mecanismos patogénicos, el 
incremento de la incidencia anual y la necesidad de estrategias terapéuticas 
innovadoras. 
 

4.1. NLC para el tratamiento de enfermedades 
proliferativas 

El método de fabricación seleccionado para la preparación de las NPs fue la 
homogeneización de alta presión en caliente, debido a sus múltiples ventajas, 
tales como la capacidad de producción a gran escala, la ausencia de solventes 
orgánicos y su bajo coste [12,156]. La optimización de los parámetros de la 
técnica mediante un diseño de experimentos (DoE) permite obtener un espacio 
de diseño asociado a un elevado grado de información sobre las tendencias 
que siguen estos sistemas, realizando un número mínimo de experimentos 
[157]. Este se llevó a cabo analizando el efecto de las variables independientes 
seleccionadas (presión, número de ciclos de homogeneización y tiempo de 
emulsión primaria) sobre las variables dependientes (tamaño promedio de 
partícula (Zav) y el índice de polidispersión (PI)). Utilizando una formulación sin 
fármaco encapsulado, la optimización del método mostró que, a mayor presión 
y mayor número de ciclos de homogenización, se producían NLC más 
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pequeños y homogéneos. Un comportamiento similar fue reportado por Ding et 
al. [158], analizando los cambios de Zav a medida que modificaban la 
concentración de lípido líquido, tensioactivo y la presión de trabajo. También 
observaron una tendencia en la presión, cuyo incremento disminuía el tamaño 
de las NPs, mientras que la proporción de los demás componentes únicamente 
disminuía el tamaño en rangos intermedios del estudio. El efecto de la presión 
fue atribuido a que las colisiones entre gotas, que aceleran su ruptura, se 
intensificaron al aumentar la presión. Los experimentos llevados a cabo por 
Nekkanti et al. [159] pusieron en relieve que al aumentar el número de ciclos de 
homogenización de 5 a 60, las NPs obtenidas eran cada vez más pequeñas. 

La concentración de los componentes se optimizó mediante un diseño de 
experimentos compuesto de cuatro niveles y cuatro factores para cada 
fármaco y uno para la combinación de estos, seleccionando como variables 
independientes la concentración de fármaco, la concentración de fase lipídica, 
la proporción de lípido sólido en ésta y la concentración de tensioactivo. Para 
las tres formulaciones, se observó la misma tendencia respecto al Zav, donde 
los incrementos de la concentración de fase lipídica, aumentaba el tamaño. 
Este hecho ya ha sido reportado por otros autores [160]. Por otra parte, en el PI 
se obtuvieron tendencias opuestas y la variable independiente que influía 
significativamente en el DoE fue la concentración de lípido sólido. En el caso de 
los APG-NLC, a menor concentración de lípido sólido aumentaba el PI, y de 
manera opuesta en los MEL-NLC y los APG-MEL-NLC. Se observó que, en las 
formulaciones cargadas con los fármacos individuales, el efecto de esta 
tendencia era mayor que en la formulación dual, por lo que se atribuyó esta 
tendencia a la diferencia estructural química de los fármacos, que podría estar 
relacionada con sus diferentes solubilidades. Por otro lado, el ZP mostró la 
misma tendencia en todas las formulaciones, donde a mayor concentración 
del tensioactivo no iónico Tween® 80, el ZP se volvía más neutral. Este 
comportamiento, descrito también por otros autores, puede atribuirse a que el 
carácter negativo de las NPs, (en este caso debido  principalmente a la 
ionización del lípido sólido Compritol® 888 ATO [161]), se ve disminuido por la 
adsorción del tensioactivo en la superficie de la partícula [162]. El último 
parámetro estudiado, la EE, no se vio afectado significativamente por ninguna 
variable independiente en el caso de las formulaciones cargadas con cada 
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fármaco individualmente, donde la EE fue elevada en ambos casos (superior al 
80 % en prácticamente todas las formulaciones del DoE), pero sí en las co-
encapsuladas, donde a mayor proporción de fármacos, aumentaba la EE. Esta 
tendencia ya fue observada por otros autores [163], que atribuyeron este efecto 
a la capacidad de los NLC a tener una mayor carga de activos debido a la 
incorporación del lípido líquido a la matriz y a la naturaleza lipofílica del 
fármaco utilizado. Colectivamente, se obtuvieron NLC con un tamaño 
promedio inferior a 200 nm, un PI menor a 0,2, una carga superficial de 
alrededor de −20 mV y una elevada EE para ambos fármacos. 

Los estudios de interacción fármaco-matriz mostraron un incremento en el 
carácter amorfo de la matriz lipídica tras la incorporación de los fármacos, 
sugiriendo su solubilización en la fase lipídica [164]. Los termogramas 
obtenidos mostraron que las mezclas de lípidos fueron en todos los casos más 
cristalinas, debido a que tenían una temperatura de fusión (Tm) y una entalpía 
de fusión (ΔH) mayores que los NLC estudiados, indicando que necesitaban 
más energía para conseguir su fusión [165]. En cambio, las formulaciones de 
NLC en todos los casos mostraron valores menores, indicando que eran 
estructuras más amorfas. Comparando todas las formulaciones cargadas 
negativamente, la estructura más cristalina fue la de los MEL-NLC, 
probablemente debido a que éstos estaban compuestos por un alto porcentaje 
de lípido sólido en comparación a los APG-NLC y los APG-MEL-NLC. Por otro 
lado, la formulación más amorfa que mostró valores menores de Tm y ΔH fueron 
los APG-MEL-NLC, que podría estar atribuido a su porcentaje menor de fase 
lipídica, con una alta proporción de lípido líquido. La espectroscopia de 
infrarrojos de transformada de Fourier (FTIR) confirmó la ausencia de enlaces 
covalentes entre cualquiera de los dos fármacos y los componentes lipídicos 
de la matriz, sugiriendo que los enlaces de hidrógeno y las fuerzas hidrófobas 
eran las fuerzas predominantes que median la asociación fármaco-lípido, 
permitiendo así la acomodación tanto de la APG como de la MEL dentro de la 
NLC y facilitando la posterior liberación de los fármacos [166]. El análisis de 
difracción de rayos X (XRD) puso de relieve que la presencia de las formas 
polimórficas estables β y β’ de los triacilglicéridos contribuye a una mejor 
estabilidad de los NLC [24,167]. Concretamente, todas las formulaciones 
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mostraron uno de los picos característicos de la forma más estable de los 
lípidos, la forma β, pero con diferentes intensidades, lo cual se correlacionó 
con su estabilidad, siendo las intensidades de mayor a menor el de MEL-NLC, 
seguida de APG-NLC y el de menor intensidad la combinación de fármacos 
APG-MEL-NLC [165].  

Los resultados de los estudios de estabilidad revelaron que todas las 
formulaciones fueron más estables almacenadas a temperatura de 4 °C, donde 
la formulación MEL-NLC presentó la mayor estabilidad durante un periodo de 
16 meses, seguida por APG-NLC que mantuvo sus parámetros fisicoquímicos 
y perfil de BS durante 10 meses, y finalmente APG-MEL-NLC, que tuvo una 
estabilidad de 4 meses. La mayor estabilidad de MEL-NLC podría ser atribuida 
a la formación de una estructura cristalina más estable, que protege a la 
formulación contra la agregación y sedimentación [24]. Por otro lado, la menor 
estabilidad de los APG-MEL-NLC podría estar relacionada con su menor 
contenido de matriz lipídica y la posible disminución de las fuerzas 
electrostáticas entre las partículas [168]. Estos hallazgos sugirieron que la 
composición lipídica y la estructura cristalina fueron los factores cruciales que 
influyeron en la estabilidad a largo plazo de estas formulaciones.  

Los estudios de liberación in vitro realizados demostraron perfiles de liberación 
sostenida para ambos activos en comparación con sus soluciones o fármacos 
libres. En las tres formulaciones se observó una liberación inicial rápida (“burst 
release”) seguida de una liberación lenta y prolongada. La liberación inicial 
rápida podría corresponder a la liberación del fármaco adsorbido en la 
superficie de la nanopartícula, mientras que la liberación lenta y prolongada 
podría estar relacionada con la liberación del fármaco encapsulado en el 
núcleo lipídico interno. En cuanto a los parámetros farmacocinéticos, se 
observaron diferencias en la liberación entre los diferentes fármacos 
dependiendo de la formulación. La liberación de la APG desde los APG-NLC fue 
más lenta que la MEL desde los MEL-NLC, lo que podría estar relacionado con 
la mayor solubilidad de APG en la matriz lipídica [169,170]. La incorporación de 
ambos fármacos en una única nanopartícula lipídica afectó la liberación de 
APG en comparación con los APG-NLC. Los APG-MEL-NLC liberaron APG a una 
velocidad ligeramente superior y alcanzaron una mayor cantidad de fármaco 
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liberado en el medio. En cambio, la MEL se liberó de una manera más lenta 
desde la formulación dual, lo cual podría estar relacionado con la diferente 
composición del medio de liberación, formado por el tensioactivo Tween® 80 a 
una elevada concentración, el cual está descrito que produce una liberación 
más lenta en comparación al medio de liberación del estudio previo, formado 
por dodecilsulfato sódico a una concentración menor [171]. La adición del 
Tween® 80 fue necesaria para asegurar la completa disolución de la APG. 

Se realizaron estudios in ovo para investigar un posible mecanismo de acción 
de los APG-NLC y para demostrar la biocompatibilidad de los MEL-NLC. Los 
resultados de los ensayos de angiogénesis in ovo corroboraron la actividad 
antiangiogénica de las NPs lipídicas cargadas con APG. Como controles se 
emplearon una solución salina fisiológica como control negativo y para el 
estudio de la actividad angiogénica, el factor de crecimiento fibroblástico 
básico (bFGF) como control positivo de angiogénesis, que es un potente 
inductor de la formación de nuevos vasos sanguíneos, y su implicación en la 
angiogénesis patológica es ampliamente reconocida debido a su capacidad 
para estimular la proliferación de células endoteliales vasculares [172]. Por un 
lado, se evaluó el efecto del APG libre a la misma concentración que la utilizada 
en los APG-NLC. Los resultados indicaron una reducción no significativa en el 
número de microvasos de la membrana corioalantoidea (CAM) tras el 
tratamiento con APG. En otros estudios se ha demostrado que 
concentraciones de APG superiores a las empleadas en este trabajo pueden 
inhibir la angiogénesis en la CAM. En cambio, los APG-NLC fueron capaces de 
reducir significativamente la angiogénesis en el embrión. Los resultados 
obtenidos sugirieron que la encapsulación de la APG incrementó tanto su 
biodisponibilidad como su bioactividad [173]. Dado que la APG es un inhibidor 
de diversos factores de crecimiento, como el factor de crecimiento endotelial 
vascular y el bFGF [174,175], y considerando que las NLC vacías no ejercieron 
ningún efecto modulador sobre la angiogénesis, se concluyó que las NPs 
desarrolladas favorecieron la penetración de la APG potenciando así su 
actividad antiangiogénica. Por otra parte, debido a que la CAM es una 
membrana extraembrionaria altamente vascularizada que carece de 
inervación y es funcionalmente análoga a la placenta de los mamíferos, ofrece 
un método de cribado inicial, que podría complementar a los estudios 
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posteriores convencionales en roedores [176]. Por ese motivo, para confirmar 
la compatibilidad de los MEL-NLC se realizó el mismo estudio analizando la 
CAM en la búsqueda de daños en ésta. Los resultados mostraron que tanto la 
MEL libre como los MEL-NLC no causaron ningún efecto letal en el embrión de 
gallina ni dañaron o provocaron cambios morfológicos en la CAM, confirmando 
así su seguridad y biocompatibilidad. Tanto el fármaco libre como la 
formulación tampoco indujeron cambios en la angiogénesis del embrión. Esto 
puede ser debido a que la MEL en tejidos sanos contribuye a regular la 
angiogénesis. Su actividad reguladora está bien documentada, donde el 
triptófano, la serotonina y la MEL participan en procesos clave durante la 
gestación, incluyendo el desarrollo fetal y la función placentaria [177]. La 
placenta humana presenta capacidad para sintetizar MEL y estudios 
experimentales sugieren un papel beneficioso de esta hormona en el 
crecimiento fetal [177,178].  

La actividad antiproliferativa de las formulaciones se evaluó frente a cinco 
líneas celulares diferentes después de 24 y 72 horas. Las líneas celulares 
seleccionadas fueron de pulmón A549 y dos de mama, uno que expresa 
receptores de estrógeno (MCF-7) y el triple negativo MDA-MB-468, que no tiene 
los receptores hormonales más comunes. Estas líneas representan dos de los 
tipos de tumores sólidos que más muertes causan mundialmente [74]. 
También se escogió una línea celular de leucemia (MV4-11), debido a que es la 
neoplasia maligna infantil más común en todo el mundo [179,180]. Los 
resultados mostraron que las soluciones de fármacos libres no tuvieron efecto 
sobre la proliferación celular a las 24 horas, excepto en el caso de la APG sobre 
la línea celular de leucemia. En cambio, las NLC tuvieron efecto 
antiproliferativo desde las 24 horas, excepto en el caso de MEL-NLC en la línea 
celular de leucemia. Este efecto se atribuyó a la capacidad de los NLC para 
penetrar en las células, resultando un aumento de la concentración 
intracelular del fármaco [181]. A las 72 horas, los fármacos libres mostraron 
cierta actividad antiproliferativa contra todas las líneas tumorales utilizadas. 
En cambio, los NLC mostraron una gran actividad citotóxica en todas las líneas 
celulares a las 72 horas, probablemente relacionado con su capacidad de 
liberar lenta y sostenidamente el fármaco de su interior [182]. Comparando 
todas las formulaciones, los resultados demostraron una marcada actividad 
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antiproliferativa de APG-MEL-NLC en la línea celular de leucemia MV4-11, 
superior a las formulaciones individuales. Esta sinergia potencialmente se 
atribuye a la combinación de los mecanismos de acción de APG y MEL, 
favorecida por la encapsulación en NLC. Sin embargo, en la línea celular de 
cáncer de pulmón A549, la actividad de APG-MEL-NLC fue similar a la de MEL-
NLC, sugiriendo una posible interacción entre ambos compuestos que impide 
un efecto sinérgico. En el contexto del cáncer de mama se observó un contraste 
interesante. Mientras que APG-MEL-NLC mostró una alta citotoxicidad en la 
línea celular MCF-7, su efecto fue menos pronunciado en la línea celular triple 
negativa MDA-MB-468. Estos resultados sugieren que la estructura celular y el 
microambiente tumoral pueden influir en la eficacia terapéutica proveniente de 
la co-encapsulación de APG y MEL. Por otro lado, los NLC vacíos mostraron una 
notable actividad antitumoral debido principalmente al RHO y también su 
combinación con el tensioactivo Tween® 80. El tensioactivo mejora la 
penetración celular de los NLC [183], mientras que el RHO presenta 
propiedades antioxidantes y antiproliferativas. Estudios previos han 
demostrado la eficacia del RHO en diferentes tipos de cáncer, incluyendo su 
capacidad para reducir la migración celular e inhibir el crecimiento tumoral 
[90,113]. Por lo tanto, la combinación de APG con NLC que contienen RHO 
podría ser una estrategia terapéutica prometedora. 

Los resultados de la internalización celular a través de citometría de flujo 
demostraron que los NLC son rápidamente absorbidos por las células 
leucémicas y permanecen en su interior durante un período prolongado. Esta 
capacidad de penetración celular podría explicar su alta eficacia antitumoral. 
La composición lipídica de los NLC, especialmente la presencia de lípidos 
líquidos, favorece su absorción y retención intracelular, lo que los convierte en 
un sistema de liberación prometedor para fármacos [184,185]. 
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4.2. NLC para el tratamiento de enfermedades 
oculares 

A partir de cada formulación con carga superficial negativa se prepararon 3 
nuevas formulaciones conteniendo un co-tensioactivo que le aportó un ZP 
positivo. Este cambio de carga superficial, de negativa a positiva, se realizó con 
el objetivo de aumentar la biodisponibilidad ocular de la formulación, 
favoreciendo la adhesión de las partículas a la mucosa ocular negativa gracias 
a las interacciones electrostáticas, aumentando así el tiempo de residencia de 
la formulación en la superficie ocular [186]. Además, a la formulación 
conteniendo APG se le incorporó HA, un polisacárido aniónico de origen natural 
con propiedades muco-miméticas, formando así HA-APG-NLC. El HA permite 
prolongar el tiempo de residencia precorneal y reducir la desecación de la 
superficie ocular, y además aumenta la viscosidad en dispositivos de 
liberación ocular [187].  

La concentración del bromuro de dimetildioctadecilamonio (DDAB) se escogió 
en base a obtener un Zav inferior a 200 nm, un PDI lo menor posible y un ZP 
cercano a +20 mV. La adición de cantidades crecientes del co-tensioactivo 
catiónico DDAB afectó de manera similar a todas las formulaciones. A mayor 
concentración de éste, el Zav disminuía, lo cual podría estar relacionado con la 
disminución de la tensión superficial [188], el PDI aumentaba y el ZP se volvía 
más positivo. Basándose en estos parámetros, las concentraciones escogidas 
fueron 0,05 % para HA-APG-NLC, 0,07 % para la formulación de MEL cargada 
positivamente (MEL-NLC+) y 0,06 % para la formulación dual positiva (APG-
MEL-NLC+), concentraciones muy similares que afectaron de diferente manera 
a cada formulación.  

Los estudios de interacción demostraron que la adición de cada uno de los 
activos a la matriz lipídica dio lugar a un aumento de la estructura amorfa de los 
lípidos, sugiriendo que estos fueron internalizados en la matriz lipídica. En el 
caso de la APG, tanto la Tm como la ΔH fueron menores en la formulación 
cargada positivamente (HA-APG-NLC), sugiriendo que estos sistemas tenían 
una estructura más amorfa, ya que necesitaban menos energía para conseguir 
su completa fusión [165]. En cambio, los MEL-NLC presentaron un 
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comportamiento diferente, siendo la formulación cargada negativamente la 
que mostró menores valores de ΔH, sugiriendo así que la estructura de los MEL-
NLC+ era más cristalina. La formulación dual también mostró un 
comportamiento similar, en este caso con unos valores de ΔH similares en la 
formulación positiva y negativa, pero mayor Tm en la formulación positiva, lo 
cual podría estar relacionado con una mayor cristalinidad de las partículas 
cargadas positivamente [189]. Generalmente, la disminución del Tm y ΔH 
también es resultado del tamaño de partícula en el rango nanométrico, la 
elevada área superficial específica y la presencia de tensioactivo [190]. En 
cuanto al análisis mediante espectroscopia FTIR, para todas las formulaciones 
indicó la ausencia de enlaces covalentes entre los activos y la matriz lipídica, 
respaldando la hipótesis de que su interacción está principalmente mediada 
por fuerzas no covalentes, como enlaces de hidrógeno e interacciones 
hidrofóbicas [166]. En los estudios de XRD se pudieron observar las formas β y 
β’ en las formulaciones. En todas las formulaciones se pudo observar que, en 
la mezcla de lípidos había principalmente la forma β’, pero las formulaciones 
de NLC en cambio, aparecía o aumentaba la señal de la forma β, la forma más 
estable físicamente de las estructuras cristalinas de los lípidos [191]. Además, 
la cristalinidad de las muestras observadas en los estudios de interacción se 
correlaciona con su estabilidad, de forma que las formulaciones más amorfas 
resultaron formulaciones más estables. Este efecto también podría estar 
relacionado con la concentración de fase lipídica que contienen estos 
sistemas [165].  

Los estudios de liberación in vitro pusieron de manifiesto que, en todos los 
casos, los fármacos fueron liberados lenta y sostenidamente de los NLC en 
comparación con las soluciones de fármaco libre. Todas las formulaciones 
mostraron en común una liberación bifásica, iniciada con una primera etapa de 
liberación rápida del fármaco depositado en la superficie, seguido del 
encapsulado en el interior de la matriz lipídica. Por un lado, los HA-APG-NLC y 
MEL-NLC+ mostraron una liberación más rápida en comparación con sus 
respectivas formulaciones cargadas negativamente. Sin embargo, la co-
encapsulación de APG y MEL en NLC dio lugar a en una liberación más lenta de 
ambos compuestos en comparación con sus formulaciones individuales. Esta 
discrepancia podría deberse a la menor concentración individual de cada 
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compuesto en los NLC de carga dual o a una menor concentración total de 
lípidos.  

Con el objetivo de evaluar la biocompatibilidad ocular de las formulaciones, se 
llevaron a cabo ensayos in vitro utilizando células HCE-2 como modelo celular 
corneal. En todas las concentraciones estudiadas, ni APG ni MEL mostraron 
toxicidad celular. Por otro lado, los resultados demostraron que los NLC con un 
tiempo de incubación de 5 minutos no presentaron toxicidad, lo cual es 
significativo considerando el breve tiempo de residencia en la superficie ocular 
debido al drenaje nasolacrimal [192]. Sin embargo, un aumento en el tiempo de 
incubación condujo a una toxicidad leve en la mayoría de las concentraciones 
evaluadas. Este hecho se atribuyó a la carga positiva de los NLC, que facilita la 
interacción electrostática con las células cargadas negativamente. Esta 
interacción puede incrementar el estrés oxidativo y la producción de ROS [193]. 
Además, la alta afinidad de los NLC por las células favorece su internalización, 
como se observó en los estudios de fluorescencia [194]. A pesar de la toxicidad 
leve detectada en los ensayos de viabilidad celular, la morfología celular no se 
alteró, lo que sugiere que las formulaciones no causan daño estructural 
significativo [195]. Además, las formulaciones encapsulando los fármacos, 
mostraron menor toxicidad que las formulaciones vacías. Esto podría ser 
debido a que APG y MEL podrían ejercer efectos protectores en las células HCE-
2 al contrarrestar el estrés oxidativo y restaurar el equilibrio redox celular. La 
APG ha demostrado atenuar la disminución de proteínas clave en la 
señalización de supervivencia celular y estimular la expresión de enzimas 
antioxidantes [196]. Además, la MEL ha sido descrita por sus propiedades 
antioxidantes y su capacidad para proteger la membrana mitocondrial y regular 
los procesos inflamatorios [197]. Estos efectos combinados podrían contribuir 
a la rápida protección que ambos fármacos brindan a las células HCE-2. 

Con el fin de evaluar la seguridad ocular de las diferentes formulaciones se 
llevaron a cabo estudios in vitro e in vivo. El ensayo in vitro HET-CAM permite la 
evaluación de respuestas vasculares inducidas por la exposición aguda de la 
sustancia de prueba a la CAM. Estas respuestas son comparables a las 
observadas en el ojo de conejo debido a la similitud estructural y funcional 
entre los tejidos vasculares e inflamatorios de la conjuntiva ocular y la CAM 
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[198]. Los resultados de la prueba HET-CAM in vitro indicaron que las 
formulaciones no produjeron ningún signo de irritación en la CAM. Asimismo, 
el ensayo cuantitativo HET-CAM TBS confirmó la ausencia de daño celular 
significativo. Tanto las soluciones de APG como de MEL causaron cierta 
irritación in vitro, lo cual podría atribuirse al uso de pequeñas cantidades de 
solventes orgánicos para disolver los activos. A nivel in vivo, ninguna 
formulación causó ningún signo de irritación ocular, únicamente la solución de 
APG causó una ligera molestia al ser aplicada, sin causar posteriormente 
enrojecimiento o inflamación.  

En cuanto a los estudios de eficacia terapéutica in vivo, los APG-NLC mostraron 
ser una opción terapéutica prometedora para el tratamiento del DED, debido a 
la combinación de las propiedades antioxidantes y antiinflamatorias del APG 
con la capacidad de los NLC para proporcionar una liberación sostenida y 
mejorar la biodisponibilidad [199,200]. En el test de Schirmer, donde se evaluó 
la cantidad de lágrimas, los APG-NLC mostraron diferencias significativas 
(p < 0,0001) en comparación a una solución comercial basada en HA. Además, 
en la tinción con fluoresceína, que evalúa el estado de la córnea [201], tanto los 
APG-NLC como los NLC vacíos mostraron diferencias significativas (p < 0,001) 
respecto al control tratado con suero fisiológico. Finalmente, se realizó la 
tinción de rosa de Bengala, que se utiliza para evaluar la integridad de la 
película lagrimal [202]. En esta tinción, se pudo observar que los únicos 
tratamientos capaces de restaurar la película fueron los APG-NLC y los NLC 
vacíos (p < 0,05). La eficacia de los NLC vacíos fue principalmente atribuido al 
RHO contenido en la matriz lipídica, que podría aportar propiedades 
adicionales, como favorecer la cicatrización de heridas y la regeneración 
tisular, ya que contiene ácidos grasos esenciales que desempeñan un papel 
crucial en la reparación de tejidos y en la reducción de la inflamación [203].  

Los MEL-NLC fueron aplicados en estudios in vitro para estudiar su potencial 
contra el UM. Los resultados obtenidos sugirieron que los MEL-NLC 
presentaron una mayor citotoxicidad contra las células de UM en comparación 
con la solución de MEL. Esta mayor efectividad podría atribuirse a una mejor 
penetración de los NLC en las células tumorales, lo que aumenta la 
concentración intracelular de MEL. Además, se ha descrito que las células de 
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UM expresan receptores de MEL [204]. Esto podría ser de relevante 
importancia, debido a que los MEL-NLC presentaron una liberación rápida in 
vitro, lo cual podría ayudar a un primer efecto antiproliferativo de la formulación 
cuando se comienza a liberar MEL de los NLC. Los estudios in vivo con los MEL-
NLC marcados fluorescentemente demostraron que penetraban y distribuían 
por los tejidos internos del ojo, acumulándose en la retina y los procesos 
ciliares. Su elevada penetración se atribuyó a su tamaño nanométrico, a su 
naturaleza lipídica y a sus propiedades mucoadhesivas [205,206]. Estos 
hallazgos son relevantes debido a la ubicación de los tumores de UM en el 
cuerpo ciliar y la coroides [207]. La acumulación de MEL-NLC en estos tejidos 
podría permitir una liberación dirigida de MEL, aumentando su actividad 
terapéutica en este tipo de tumor ocular. 

Debido a que la inflamación ocular es un problema de salud importante que 
puede causar pérdida de visión, comprender mejor la fisiopatología de la 
inflamación ocular es esencial para desarrollar tratamientos más efectivos 
[208]. Investigaciones recientes han demostrado la importancia de los 
mediadores inflamatorios en enfermedades oculares como la AMD y la 
retinopatía diabética, lo que sugiere la necesidad de reevaluar los enfoques 
terapéuticos actuales [209]. La evaluación del mecanismo de acción de los 
NLC conteniendo APG y MEL puso de relieve de los sistemas duales (APG-MEL-
NLC) fueron capaces de modular la respuesta inflamatoria a través de la 
inhibición de las citoquinas IL-6 y IL-8, y la molécula de adhesión MCP-1, 
sugiriendo un mecanismo de acción multifactorial. 

La inflamación es un proceso común en diferentes enfermedades oculares, 
como en el DED, el glaucoma, la AMD y el UM [210]. Particularmente, en el DED, 
la inflamación desencadena una respuesta inmune que daña la superficie 
ocular [211], y en el UM crea un microambiente que favorece el crecimiento 
tumoral [212]. La evidencia sugiere que la modulación de la inflamación podría 
ser una estrategia prometedora para tratar muchas de las enfermedades 
oculares actuales [213]. Debido al potencial de los activos encapsulados, se 
estudió la capacidad de las formulaciones desarrolladas para prevenir y tratar 
la inflamación in vivo en un modelo de conejo New Zeland. En cuanto a la 
prevención de la inflamación se administraron las formulaciones, los fármacos 
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libres, o el suero fisiológico (control positivo de inflamación) y 30 minutos 
después de aplicó araquidonato sódico. Las soluciones de APG, MEL y su 
combinación ejercieron efecto antinflamatorio inicial, pero mucho menor que 
cuando se administraron encapsuladas en NPs, lo cual podría estar 
relacionado con una posible eliminación rápida de la superficie ocular ya que, 
generalmente, menos de un 5 % de la dosis administrada entra en la cámara 
anterior del ojo [214]. Los NLC en cambio, desde los primeros tiempos 
analizados, mostraron un mayor efecto antinflamatorio, lo cual podría estar 
relacionado con su capacidad de mucoadhesión inducida por su carga 
positiva, que facilita la interacción con las mucinas cargadas negativas de la 
superficie ocular [215] y su liberación bifásica, iniciándose rápidamente por el 
fármaco depositado en la superficie y posteriormente más lento. En el 
tratamiento de la inflamación se instiló inicialmente el estímulo inflamatorio y 
30 minutos después se administraron cada uno de los tratamientos. En este 
caso las soluciones de fármacos mostraron un efecto generalmente más 
rápido que la formulación, pero las formulaciones mostraron un mayor efecto 
antinflamatorio en los tiempos posteriores. Comparando el efecto de las 3 
formulaciones, los sistemas duales (APG-MEL-NLC) mostraron un efecto 
antinflamatorio más rápido y potente en la etapa inicial. Esto podría ser 
resultado de mecanismos de acción complementarios y un efecto sinérgico en 
su liberación, ya que la MEL se libera más más rápido que la APG en la 
formulación dual y la APG liberada más lentamente posee un potente efecto 
antinflamatorio. Ha sido reportado que tanto la MEL como la APG presentan 
propiedades antiinflamatorias [200,216] que podrían actuar de forma sinérgica. 
La MEL, además de ser un potente antioxidante, inhibe la activación del factor 
de transcripción NF-κB, reduciendo así la producción de citocinas 
proinflamatorias [217]. Por su parte, la APG también inhibe NF-κB y otros 
factores de transcripción como AP-1 y STAT, disminuyendo la expresión de 
genes proinflamatorios [218]. Esta acción combinada sobre NF-κB amplifica el 
efecto antiinflamatorio, ya que este factor es un regulador clave de la respuesta 
inflamatoria [219]. Además, la MEL posee propiedades inmunomoduladoras y 
la APG reduce la producción de moléculas de adhesión, lo que contribuye a 
disminuir la inflamación de forma complementaria [220,221]. En conjunto, 
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estas moléculas ofrecen una estrategia terapéutica prometedora para el 
tratamiento de enfermedades inflamatorias. 
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5. Conclusions 
Six formulations of lipid NPs encapsulating APG, MEL, or both have been 
developed for the treatment of proliferative diseases, or ocular pathologies by 
functionalizing them with a positive charge. In this context and based on the 
obtained results, the conclusions of the present doctoral thesis are: 

1. APG-NLC, MEL-NLC, and APG-MEL-NLC prepared with an optimized 

hot high-pressure homogenization method exhibit suitable 

physicochemical properties, being able to be administered for 

proliferative diseases or ocular pathologies as eye drops.  

2. All the NLC formulations have been characterized by spectroscopic 

(FTIR and XRD) and thermal analysis (DSC), showing the NLC 

amorphous structure and their lipid conformation, which posteriorly 

have been related to their physical stability.  

3. All the formulations have a sustained release, characterized with a 

biphasic behaviour, in which they show an initial burst release followed 

by a slow and sustained phase.  

4. Anti-angiogenic studies performed in ovo with the APG-NLC 

demonstrate that these NPs release APG in an efficient manner, 

enhancing the APG therapeutic properties.  

5. In vitro assays carried out with 4 different cancer cell lines at two 

different incubation times have showed that all the negatively charged 

NLC possess anti-proliferative activity, which increases along the 

incubation time.  

6. In vitro cytotoxicity and in vivo ocular tolerance demonstrate that the 

positively charged formulations are safe and well-tolerated at cellular 

and histological level.  
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7. APG-NLC demonstrate excellent efficacy in the treatment of dry eye 

disease, restoring both tear flow and damaged corneal surface after five 

days of treatment. Moreover, empty NLC also has great properties 

against dry eye disease, mainly attributed to the rosehip oil contained in 

the lipid matrix. 

8. MEL-NLC demonstrate anti-proliferative activity against uveal 

melanoma cells, with a higher cytotoxic effect in comparison to the free 

MEL solution. Furthermore, in vivo biodistribution studies show that the 

MEL-NLC are able to reach and accumulate at the ciliary processes and 

the retina in three hours post-instillation.  

9. APG-MEL-NLC exhibit in vitro anti-inflammatory activity in a treatment 

model by using LPS as an inflammatory stimulus, decreasing the levels 

of the cytokines IL-6 and IL-8 and the adhesion protein MCP-1.  

10. In vivo anti-inflammatory efficacy studies show that the three positively 

charged formulations are effective in the prevention and treatment of 

inflammatory disorders at ocular level.  

In summary, the nanostructured lipid systems encapsulating APG, MEL, or 
both, offer a promising approach for treating proliferative and ocular diseases. 
These bioactive compounds, known for their antioxidant and anti-inflammatory 
properties, can be effectively delivered to target tissues using a 
nanotechnological tool. The combination of these agents may enhance their 
therapeutic efficacy, providing a potential tool for innovative and effective 
treatments. 
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