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Prólogo

MARÍA TERESA MIRAS PORTUGAL

La gran barrera entre moléculas de gran potencial terapéutico y su frustra-
do empleo como fármacos reside en muchas ocasiones en la imposibilidad de
una administración eficaz. La nanotecnología se ha convertido en una fiel alia-
da de las ciencias farmacéuticas, permitiendo una administración de fármacos
eficaz, sostenida y localizada según las necesidades del paciente y la naturale-
za del fármaco.

El desarrollo de la nanotecnología farmacéutica ha permitido que todo un
arsenal de fármacos de escasa estabilidad, difícil administración, elevada toxi-
cidad o con características que requieran ser específicas para un individuo, pue-
dan ser accesibles como fármacos.

El gran esfuerzo de muchos investigadores ha derribado parte de las barre-
ras para hacer de un buen compuesto in vitro un potencial fármaco in vivo al
ser administrado al paciente, y esta excelente monografía que tiene como titu-
lo: «Nanotecnología Farmacéutica: Realidades y posibilidades farmacotera-
péuticas» da cuenta de las muchas posibilidades que ya existen y del promete-
dor futuro que espera a esta disciplina dentro del área de ciencias de la salud.

La actual monografía ha podido realizarse gracias a la financiación de la
Real Academia Nacional de Farmacia, y la Fundación Casares Gil de Amigos
de la Real Academia Nacional de Farmacia pero sobre todo al empeño de Don
José Luis Vila Jato, Académico de Número de esta Real Institución, quien ha
sido el coordinador de la misma y contando con la colaboración de excelentes
científicos para dar una visión actual de este tema esencial para comprender el
desarrollo futuro de la administración de fármacos.

La nanotecnología farmacéutica con la aplicación de micelas, liposomas,
nanopartículas poliméricas, nanopartículas lipídicas, nanocristales, ciclodextri-
nas, dendrímeros, nanopartículas metálicas y otros tipos de estrategias para ad-



ministrar los fármacos convencionales o los de origen biotecnológico a sus lu-
gares específicos de acción, reduciendo los efectos secundarios, habla necesa-
riamente un lenguaje multidisciplinar. Los ingenieros de materiales, los quími-
cos orgánicos, los físicos y por supuesto coordinados por los farmacéuticos, son
esenciales para comprender todo el proceso y llevarlo a buen puerto. Curiosa-
mente los farmacéuticos que desde siempre se han preocupado por la biodispo-
nibilidad de los fármacos, su estabilidad y su administración para mayor efica-
cia y comodidad del paciente, se encuentran ahora frente a una nueva etapa. La
nanotecnología farmacéutica es simplemente una etapa más en la administra-
ción racional de fármacos que necesita un cambio de mentalidad, posiblemente
de menor envergadura que la que fue necesaria para admitir los medicamentos
inyectables, y la necesidad de las condiciones de esterilidad, pH, o concentra-
ción de iones que se necesitan para este tipo de administración farmacéutica.

Son muchos los aspectos nuevos relacionados con el propio riesgo al utili-
zar las nanopartículas dependiendo de sus naturaleza y del modo como alcan-
zan el interior del organismo. Habrá que analizar en profundidad como medir
los niveles alcanzados y que es lo que se considera dosis cuando es por vía in-
halatoria o transdérmica. Sin olvidar cuales van a ser los procedimientos para
evaluar la seguridad de los diversos nanosistemas farmacéuticos. Como vemos
la historia acaba de empezar y sin lugar a dudas va a ser muy productiva y cre-
ativa ofreciendo amplias posibilidades para un mejor uso de fármacos y luchar
de forma más racional frente a la enfermedad y el sufrimiento humano.

La monografía comienza con un magnífico Capítulo de Introducción don-
de el Dr. Vila Jato nos pone en antecedentes de la transformación profunda que
ha sufrido la tecnología farmacéutica para hacer frente al reto de la administra-
ción de nuevas moléculas procedentes de la biotecnología y que incluyen pép-
tidos, proteínas, oligonucleótidos y un largo etc. que se incrementan de año en
año entre los aceptados por las Agencias Europea y Americana del Medicamento,
EMEA y FDA. Pasa también revista a los diferentes nanosistemas que se pue-
den emplear actualmente para la liberación de fármacos y cuáles son los más
adecuados en diversas patologías. Los aspectos biofarmacéuticos de aclara-
miento de los nanosistemas y la importancia de los conjugados en las diferen-
tes formas de aplicación son analizados en profundidad y permiten predecir la
importancia de este tipo de aplicaciones en el futuro.

Los siguientes seis Capítulos, desde el Capítulo dos al siete están incluidos
en la primera parte dedicada a: Biomateriales y técnicas utilizadas en nanotec-
nologia farmaceutica, donde grupos especializados en diferentes procesos y téc-
nicas hacen un esfuerzo de puesta al día de los temas específicos.
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El Capítulo 2 hace una amplia presentacion de los: Nanosistemas a base de
poliésteres y sus autores F. Rocha Formiga, E. Ansorena, A. Estella-Hermoso,
E. Imbuluzqueta, D. Gonzalez y M.J. Blanco, desarrollan todas las posibilida-
des de estos compuestos que constituyen tal vez los polímeros mas frecuente-
mente utilizados por estar, algunos de ellos, autorizado su empleo por las agen-
cias regulatorias.

El Capítulo 3 está dedicado a Nanosistemas a base de polisacáridos: qui-
tosano y son sus autores F. Goycoolea, C. Remuñan y M.J. Alonso, con un re-
corrido por la nueva utilidad de estos polisacáridos antes ignorados, excepto por
los estudiosos de las ciencias básicas.

El Capítulo 4 da una visión actual de los Nanosistemas lipídicos y son sus
autores D. Torres y B. Seijo los cuales nos introducen en el campo de los lipo-
somas que constituyen, hasta el momento actual, los nanosistemas farmacéuti-
cos mas estudiados y que han alcanzado éxito en su utilización clínica.

El Capítulo 5 introduce nuevos compuestos y conceptos al uso, los Den-
drimeros y sus aplicaciones biomédicas, sus autores T. Gonzalo, y M.A. Mu-
ñoz-Fernández nos permiten profundizar en estos nuevos polímeros, que ofre-
cen posibilidades por su carácter multifuncional a nivel de superficie, y que son
objeto de intensas investigaciones que han dado lugar a que algunos de ellos se
encuentren en fase de ensayo clínico o en avanzadas fases preclínicas.

El Capítulo 6 está dedicado a los Nanocristales y es su autor R. Martínez
Pacheco el cual introduce una nueva visión de las posibilidades que ofrecen para
fármacos muy poco solubles cuando éstos se emplean a escala nanométrica

El Capítulo 7, que cierra la primera parte, está dedicado a Nanoparticulas
metálicas: Oro y son sus autores S. Al-Qadi y C. Remuñán-López, curiosamente
se muestra como el oro, ancestral fármaco, está alcanzando un nuevo valor y
utilidad terapéutica.

La segunda parte se recoge bajo el epígrafe de Aplicaciones Farmacotera-
péuticas y contienen tres Capítulos, los números 8, 9, y 10.

El Capítulo número 8 está dedicado al Cáncer y son sus autores el Dr. Vila
Jato y P. Calvo. Este capítulo recoge de modo amplio y al mismo tiempo pre-
ciso las grandes innovaciones que ha permitido la nanotecnología en el trata-
miento y detección precoz del cáncer.

El Capítulo 9 nos introduce en el mundo de las Nanovacunas y son sus au-
tores S. Vicente, A. Sánchez y M.J. Alonso. Las grandes innovaciones que per-
miten la administración de vacunas, incluidas en nanopartículas, por nuevas vías
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como aerosoles por vía nasal o pulmonar es uno de los aspectos que es impor-
tante destacar y donde está incluida información muy novedosa acerca de la in-
munización a nivel de superficie de mucosas o la potenciación de antígenos in-
cluidos en nanopartículas.

El Capítulo 10 y último de la Monografía tiene por título Otras aplicacio-
nes farmacoterapéuticas, cuyo autor es J. M. Irache ofrece una amplia visión
de todas las posibilidades que encierra la nanotecnología, particularmente en
campos como enfermedades infecciosas, diabetes, osteoporosis, analgesia, etc.

Es de agradecer el esfuerzo realizado por todos los autores que nos permi-
ten tener información de primera mano y entrever lo que será el futuro en la ad-
ministración de fármacos. Esta Monografía es importante para mentes curiosas
que quieran conocer la evolución de la administración de fármacos, indepen-
dientemente de sus estudios o disciplina de origen. Para los farmacéuticos tie-
ne la virtud de actualizar sus conocimientos, lo que es siempre necesario. Para
los que trabajan en las ciencias de tecnología farmacéutica esta Monografía les
permite conocer cómo se encuentra el conocimiento en el campo del saber que
han escogido. Finalmente para los más jóvenes que empiezan a interesarse por
el mundo del medicamento desearles que la lectura de esta Monografía estimu-
le su curiosidad y les ofrezca el nuevo reto de todo lo que esta pendiente de ha-
cer. En nanotecnología farmacéutica ellos pueden ser creadores e innovadores
en la ciencia de la administración de fármacos. Ciertamente es una ciencia/arte
tan antigua como la idea de paliar el sufrimiento humano, pero siempre tan jo-
ven como cada uno de los que se incorporan a su estudio.

MARÍA TERESA MIRAS PORTUGAL

Presidenta de la Real Academia Nacional de Farmacia
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1. Introducción

JOSÉ LUIS VILA JATO
Académico de Número de la Real Academia Nacional de Farmacia

Los principios activos son en general inadecuados para su administración
al organismo sin que éstos sean incluidos en un vector por lo que la Farmacia
ha desarrollado las llamadas formas farmacéuticas adaptadas a las diferentes
vías de administración. Toda la galénica tradicional ha constituido un arte asom-
broso a lo largo de muchos siglos pero la moderna revolución farmacéutica
conmocionó la Medicina y cambió la vida de los hombres al permitir la ela-
boración de medicamentos a escala industrial y que éstos pudiesen llegar a im-
portantes poblaciones de pacientes. A pesar de su elaboración a escala indus-
trial en la primera mitad del siglo XX la formulación de los medicamentos se
puede considerar como un simple modus operandi, un hágase según arte, y no
una verdadera ciencia. Pero en la década de los años 1950 figuras como el es-
tadounidense Higuchi, el suizo Münzel y en España el profesor Cadórniga co-
mienzan a considerar que la tecnología farmacéutica tiene una sólida base fi-
sicoquímica cuyos principios deben ser tomados en consideración a la hora de
incluir un principio activo en una formulación farmacéutica.

La década de los años 1960 supone la introducción de los conocimientos
de la Biofarmacia y Farmacocinética los cuales provocaron una profunda trans-
formación en la Farmacia Galénica al considerarse como imprescindible el co-
nocimiento de los eventos del medicamento en el organismo humano (medio
biológico) lo que supuso que los criterios biofarmacéuticos pasasen a represen-
tar un papel primordial en la formulación y desarrollo de las diferentes formas
de dosificación. La aplicación de los principios fisicoquímicos y los conoci-
mientos aportados por la Biofarmacia y la Farmacocinética han supuesto que la
Tecnología Farmacéutica, aun conservando el término de tecnología, sea consi-
derada actualmente como una verdadera ciencia.



En la respuesta producida por los medicamentos se deben considerar dos as-
pectos: tiempo que permanece el fármaco en su lugar de acción (aspecto temporal)
y cantidad de fármaco que llega a su diana terapéutica (aspecto espacial). Las for-
mulaciones convencionales no permiten controlar éstos dos aspectos por lo que ma-
yoritariamente en la década de los años 1980 se desarrollaron nuevas estrategias y
sistemas que tenían como finalidad conseguir una optimización de la liberación del
principio activo con el objetivo de modificar el aspecto temporal, por medio de lo
que actualmente se conoce como liberación controlada, dando lugar al desarrollo de
nuevas formas de dosificación de medicamentos y a la administración de éstos a
través de nuevas vías como la nasal, transdérmica, colónica, pulmonar, etc.

La última transformación profunda que ha sufrido la Tecnología Farma-
céutica es una consecuencia de la necesidad de disponer de nuevas formas de
dosificación adecuadas para el creciente número de moléculas terapéuticas pro-
cedentes del desarrollo de la Biotecnología. Estas moléculas, entre las que se
incluyen péptidos, proteínas, fragmentos de anticuerpos, oligonucleótidos, etc
representan un crecimiento muy importante ya que si en el año 2000 constituí-
an el 25% de los medicamentos presentados ante la EMEA actualmente repre-
sentan el 50% debido, en parte, al fuerte descenso experimentado por entidades
químicas que supongan unas aportaciones realmente innovadoras.

En las últimas décadas ha tenido lugar un espectacular desarrollo de la bio-
logia celular y molecular que ha permitido no solo un mejor conocimiento de
la fisiopatologia de numerosos procesos patológicos sino también la identifica-
ción de diversas dianas terapéuticas con el consiguiente desarrollo de nuevos
fármacos cuya estructura va desde sencillas moléculas a complejas macromolé-
culas como proteínas o plásmidos. Estas moléculas, tal como se recoge en la Fi-
gura 1.1, pueden tener actualmente un variado origen pero con frecuencia pre-
sentan problemas de solubilidad y, para alcanzar una adecuada biodisponibilidad
biofásica (en fármacos con elevada actividad intrínseca puede ser suficiente un
10%), deben poseer unas propiedades fisicoquímicas que les permitan atravesar
las barreras fisiológicas, como son los epitelios, membranas celular y nuclear,
así como ser estables tanto física como químicamente en fluidos biológicos.

Obviar éstas barreras fisiológicas, bioquímicas y farmacéuticas se ha conver-
tido en el centro de atención de la ciencia de liberación de fármacos al organismo
por medio de lo que actualmente se conoce como vectorización de fármacos ya
que modificando las características farmacocinéticas y de biodistribución de los
principios activos es posible aumentar su eficacia y restringir la toxicidad asocia-
da a su biodistribución en tejidos en los que no interesa que se alcancen determi-
nados niveles de fármaco.

JOSÉ LUIS VILA JATO
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¿Cómo se hace tradicionalmente para llevar una substancia activa a su dia-
na terapéutica? Salvo algunas excepciones ésta tarea se adjudica a un transpor-
tador como la sangre que tiene los defectos de sus cualidades: va por todas par-
tes por lo que no elige sus destinatarios. La idea de la vectorización pasa
entonces, utilizando la sangre como transporte, por incluir el fármaco en unas
estructuras que, al alcanzar la diana terapéutica, liberan el fármaco que contie-
nen. Piénsese en la cabeza de un alfiler y luego imaginemos estructuras cien mil
veces más pequeñas que son introducidas en el cuerpo humano con el fin de
diagnosticar o curar enfermedades. Lo que podría ser el capítulo de una nove-
la fantástica de viajes intracorporales con naves nanoscópicas, ahora se ha con-
vertido en un tema de investigación de importante actualidad gracias a una dis-
ciplina que se conoce con el nombre de nanotecnología.

La aplicación de la nanotecnología a las ciencias biomédicas supone unas
mejores oportunidades de diagnóstico y unas terapéuticas más efectivas lo que
ha llevado a acuñar el término de Nanomedicina cuyo objetivo, según la Plata-
forma Española de Nanomedicina, sería el desarrollo de aquellas prácticas mé-
dicas, incluyendo la prevención, el diagnóstico y la terapia que requieren tec-
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FIGURA 1.1. Esquema de cómo las formulaciones vectorizadas permiten que el principio activo
que contienen pueda alcanzar su diana terapéutica obviando las diferentes barreras que se

oponen para la obtención de una adecuada biodisponibilidad biofásica.



nologías basadas en interacciones entre el cuerpo humano y materiales, estruc-
turas o dispositivos cuyas propiedades se definen a escala nanométrica. En ésta
definición se incluye el uso de herramientas analíticas para conocer mejor las
bases moleculares de las enfermedades así como el diseño de sistemas nano-
métricos (de 1 a varios cientos de nanometros) de liberación de fármacos que
permitan terapéuticas más eficaces.

En los últimos años ha tenido lugar un espectacular desarrollo de las na-
notecnologias particularmente aplicadas al área biomédica y así el Instituto
Nacional de la Salud de EE.UU. estima que para el año 2010 más del 50%
de los avances en las ciencias biomédicas corresponderán al sector nanotec-
nológico; por otra parte algunos autores, tal vez de forma exagerada, llegan
a fijar el año 2015 como fecha para que el cáncer sea considerado como una
patología crónica.

La Plataforma Europea de Nanomedicina, dependiente de la Fundación Eu-
ropea para la Ciencia, ha publicado en noviembre de 2006 la Agenda Estratégi-
ca de Investigación en Nanomedicina en la que se incluyen las áreas de actua-
ción de la Nanomedicina con el empleo de sistemas nanométricos (Figura 1.2)
así como las prioridades, para los próximos años, en diagnóstico, vectorización
de fármacos y medicina regenerativa.

La estimación realizada por el Instituto Nacional de la Salud de Estados
Unidos, que anteriormente se ha mencionado, se basa en las siguientes pre-
visiones:

JOSÉ LUIS VILA JATO
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FIGURA 1.2. Áreas de actuación derivadas de la aplicación de los nanosistemas
en Biomedicina.



• Desde el punto de vista de la industria farmacéutica alcanzar una eficiente
liberación del fármaco se considera como una característica esencial del
producto y principalmente para las nuevas moléculas biotecnológicas en
las que complejas barreras limitan su éxito clínico. Incluso, para los fár-
macos ya existentes, la industria farmacéutica busca nuevas formulacio-
nes que aumenten el ciclo vital del fármaco mediante unas mejores ca-
racterísticas o nuevas indicaciones con respecto a las existentes. Esta
estrategia de bajo riesgo/ alta rentabilidad centra el problema en la libe-
ración del fármaco ya que los riesgos inherentes a su utilización son co-
nocidos.

• Estudios farmacoeconómicos realizados en ensayos clínicos oncológicos
revelan que las nuevas formulaciones nanotecnológicas de antineoplási-
cos pueden resultar altamente competitivas frente a las clásicas formula-
ciones. Por ejemplo, con las formulaciones de doxorubicina en liposomas,
el coste global del tratamiento es mas bajo al requerirse una menor fre-
cuencia de administración y ser menores las intervenciones para dismi-
nuir los efectos secundarios. En general se espera que el uso de sistemas
nanotecnológicos será favorable en aquellos casos en que la vectorización
del fármaco es crucial para su eficacia y reducir sus efectos secundarios,
aspectos especialmente relevantes en la terapéutica oncológica y de las
infecciones severas.

• Los éxitos alcanzados por compañias como Sequus Pharmaceutical, Li-
posome Company y Gilead en la aplicación de los liposomas a la clínica
han permitido adquirir en el plano tecnológico un profundo conocimien-
to de la preparación industrial de liposomas convencionales y esterica-
mente estabilizados así como de su comportamiento in vivo. Ello ha dado
lugar a que en la actualidad se encuentren en fase clínica de desarrollo
29 formulaciones de liposomas conteniendo agentes citostáticos, antiin-
fecciosos y analgésicos. Estas buenas perspectivas se han trasladado tam-
bién al campo de las nanopartículas poliméricas con la aprobación clíni-
ca de una formulación (Abraxane®) y otras que se encuentran en diversas
fases de desarrollo clínico así como poner de manifiesto que éstos nano-
sistemas presentan ventajas frente a los liposomas ya que los polímeros
son mas económicos que los lípidos y presentan una mayor versatilidad
fundamentalmente en el aspecto multifuncional.

La Nanotecnología Farmacéutica, como ciencia de los sistemas nanoparti-
culares farmacéuticos, cuenta con una larga trayectoria en la preparación y ca-
racterización de vehículos portadores de fármacos si bien ha sido en los últimos
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años cuando se han producido las innovaciones y aplicaciones terapéuticas más
interesantes. En la década de los años 1970 se realizaron las primeras adminis-
traciones de liposomas y nanopartículas conteniendo diversos fármacos a ani-
males de experimentación pero solo hasta la década de los años 1990 no ha sido
posible disponer en clínica de las primeras formulaciones de liposomas conte-
niendo fármacos antifúngicos.

A lo largo de más de 30 años de intensas investigaciones se han cubierto di-
ferentes etapas que van desde la simple encapsulación del principio activo hasta la
obtención de sistemas nanométricos multifuncionales que no solo contienen el prin-
cipio activo sino también otros elementos que permiten su orientación hacia dia-
nas terapéuticas específicas, visualización del fármaco y seguimiento de su activi-
dad (Figura 1.3).

Un buen ejemplo de éstos sistemas multifuncionales lo constituye el lla-
mado por Kogure y col sistema MEND (multifuncional envelope-type nano de-
vice) constituido por una cubierta lipídica sobre la cual se fijan cadenas de PEG,
lipidos facilitadores como DOPE, ligandos de vectorización y péptidos fusóge-
nos como octaarginina o estearil arginina.

Si nos ceñimos más concretamente a los sistemas de liberación de princi-
pios activos tendríamos que señalar los que se recogen en la Figura 1.4. Den-

JOSÉ LUIS VILA JATO
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FIGURA 1.3. Esquema de un nanosistema multifuncional capaz de identificar células
cancerosas y liberar el citostático.



tro de éstos nanosistemas son los liposomas, nanopartículas, micelas poliméri-
cas, vectores de ADN, conjugados poliméricos y dendrímeros los que se en-
cuadran dentro del campo que constituye lo que actualmente se conoce con el
nombre de Nanotecnología Farmacéutica y con los que es posible conseguir al-
gunas de las finalidades siguientes:

• Proteger al fármaco de su degradación, tanto física como química, aspecto
esencial cuando se piensa en la utilización de los nuevos principios acti-
vos procedentes del área de la biotecnología.

• Incrementar la absorción de fármacos facilitando su difusión a través de
los epitelios, aspecto de importancia relevante cuando se trata de buscar
alternativas a la administración parenteral de fármacos.

• Modificar las características farmacocinéticas de los fármacos y con ello
su perfil de distribución a ciertos tejidos u órganos bien para incremen-
tar su eficacia o disminuir efectos indeseables.

• Incrementar la penetración y distribución intracelular que son necesarias
cuando la diana sobre la que va a actuar el fármaco se encuentra en el in-
terior de la célula.

• Mejorar las técnicas de imagen y diagnóstico in vivo.
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FIGURA 1.4. Diversos nanosistemas que se pueden utilizar actualmente para la liberación 
de fármacos.



Si nos referimos a las posibilidades de nuevas terapéuticas también resulta
ser enorme la relevancia de la nanomedicina en campos como cáncer, procesos
infecciosos, vacunas, trastornos metabólicos, trastornos autoinmunes y rechazo
de trasplantes, procesos inflamatorios y dolor.

Cáncer: Se busca fundamentalmente un incremento de la eficacia y dismi-
nución de la toxicidad controlando la biodistribución e incrementando la pene-
tración intracelular. Los nanosistemas mas utilizados son nanopartículas, lipo-
somas, y micelas bién como tales o estéricamente estabilizados.

Infecciones: Aumentar la eficacia y disminuir la toxicidad controlando la
biodistribución, facilitando la absorción a través de mucosas, mejorando la pro-
tección frente a la degradación (especialmente en el caso de péptidos antigéni-
cos) e incrementar la penetración intracelular particularmente a macrófagos, cé-
lulas presentadoras de antígenos, células dendríticas.

Trastornos metabólicos: Prestar una adecuada protección frente a la de-
gradación de péptidos y proteínas, mejorar la absorción a través de mucosas y
controlar la liberación para que ésta sea sostenida en el tiempo.

Trastornos autoinmunes: Controlar la biodistribución hacia el sistema inmu-
nitario y/o a células inflamatorias así como conseguir una liberación sostenida.

Tratamiento del dolor: Mejorar la biodisponibilidad del fármaco al siste-
ma nervioso central y conseguir una liberación sostenida.

Terapia génica: Condensar fármacos derivados del ADN, protegerlos de su
degradación, mejorar la captación intracelular y dirigirlos hacia los comparti-
mentos citoplasmáticos o nuclear.

Los liposomas, micelas y nanopartículas poliméricas han sido ampliamen-
te estudiados y poseen las características mas adecuadas para la encapsulación
de fármacos, genes y agentes de contraste. Al igual que sucede con otros nano-
sistemas, como los dendrímeros, los mencionados anteriormente pueden ser mo-
dificados en su superficie con el fin de conferirles diversas propiedades y fun-
cionalidades, entre las cuales conviene señalar:

• Incrementar el tiempo de permanencia en sangre del nanosistema, y con ello
poder conseguir una vectorización pasiva, recurriéndose frecuentemente a
recubrir los nanosistemas con PEG de peso molecular 2.000 a 5.000 Da.

• Posibilitar el reconocimiento específico y unión a tejidos o células diana
por medio de ligandos específicos como anticuerpos monoclonales, aptá-
meros, fragmentos Fab, ácido fólico o transferrina.
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• Posibilitar la liberación del fármaco en función de determinadas caracte-
rísticas fisiológicas o patológicas como pH y temperatura; para ello se
asocian al nanosistema componentes sensibles a éstas condiciones.

• Posibilitar la penetración en el interior de la célula por medio de los lla-
mados péptidos fusógenos y que el fármaco sea protegido de la degrada-
ción lisosomal cuando la diana terapéutica se localiza en el interior de la
célula.

• Posibilidad de obtener nanosistemas multifuncionales conteniendo por
ejemplo un fármaco y un agente de diagnóstico.

En general los nanosistemas farmacéuticos deben cumplir con las siguien-
tes especificaciones:

• Deben ser biocompatibles y biodegradables, especialmente los destinados
a su administración por una vía parenteral.

• Tener un tamaño de partícula nanométrico.

• Poseer una elevada capacidad de incorporación del principio activo.

• Presentar un prolongado tiempo de circulación en el torrente circulatorio.

• Es deseable que el sistema presente una específica o inespecífica capaci-
dad de acumulación en determinados lugares del organismo.

Los liposomas son vesículas artificiales de fosfolípidos con un tamaño com-
prendido entre 50-500 nm que pueden ser cargados con un elevado número de
fármacos hidrosolubles y, en algunos casos, también con fármacos hidroinsolu-
bles al colocarse éstos entre las cadenas fosofolipídicas. Durante mas de 20 años
los liposomas se han considerado como prometedores nanovehículos por ser
inertes, biocompatibles y prácticamente carentes de reacciones tóxicas y anti-
génicas así como proteger los principios activos del medio externo. El uso de
los liposomas dirigidos, es decir aquellos que se acumulan selectivamente en
determinados órganos o tejidos, aumenta la eficacia del fármaco incluido en el
liposoma y disminuye la captación de fármaco por parte del sistema reticulo-
endotelial. Bajo ésta perspectiva se han desarrollado muchos protocolos de tra-
bajo para fijar vectores, incluyendo anticuerpos, sin que se vea afectada la in-
tegridad del liposoma ni las propiedades del anticuerpo; sin embargo la
utilización de liposomas puede verse comprometida por su corta semivida en
plasma pudiéndose solventar éste problema con el empleo de liposomas recu-
biertos con cadenas de PEG a las que se fija el anticuerpo.
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El desarrollo de nanovehículos para fármacos poco solubles es un aspecto
importante por las multiples implicaciones que se presentan entre las cuales te-
nemos la baja absorción y biodisponibilidad, agregación en el torrente circula-
torio cuando se administran por vía i.v. y, por otra parte, por su carácter lipofí-
lico, pueden atravesar la membrana celular y alcanzar importantes dianas
intracelulares. Con objeto de incrementar la hidrosolubilidad de fármacos poco
solubles se ha sugerido el empleo de micelas poliméricas con tamaños de 5 a
100 nm así como, utilizando ciertos copolímeros bloque, es posible incremen-
tar la semivida en plasma. Por otra parte, y debido a su pequeño tamaño, pre-
sentan el efecto EPR tal como se ha demostrado con micelas conteniendo adria-
micina las cuales se acumulan más en tejido tumoral que en tejidos normales.
También es posible insertar ligandos específicos que puden unirse covalente-
mente al bloque hidrofílico exterior con lo que el fármaco se libera en el tejido
específico mientras que la estabilidad de las micelas permiten mantener solubi-
lizado el fármaco con la consiguiente reducción de la toxicidad debida a una
menor interacción con los tejidos que no son diana del fármaco.

Las nanopartículas poliméricas por su pequeño tamaño y la posibilidad de fun-
cionalizar su superficie pueden ser orientadas hacia localizaciones o células diana
específicas tras su administración por vía i.v. o subcutánea lo que se traduce en una
mejora de la imagen en ciertas situaciones patológicas, aumentar la eficacia tera-
péutica o disminuir los efectos secundarios de los fármacos que contienen. Algu-
nos tipos de nanopartículas han sido modificados para que puedan responder a es-
tímulos ambientales (cambio de pH del medio), estímulos bioquímicos, aplicación
de calor o de campos magnéticos rápidamente oscilantes. Estas modificaciones ofre-
cen la posibilidad de controlar la integridad de la nanopartícula y la velocidad de
liberación del principio activo dentro de determinadas estructuras celulares.

El desarrollo de las diferentes tecnologías que se emplean para la prepara-
ción de los diversos nanosistemas farmacéuticos no constituyen actualmente el
único objetivo de la Nanotecnología Farmacéutica ya que también interesa co-
nocer los factores que como tamaño, carga superficial o hidrofobicidad de la su-
perficie condicionan su cinética de eliminación y biodistribución. La mayor par-
te (más del 90%) de los nanosistemas inyectados por vía endovenosa son
capturados por el sistema reticuloendotelial del hígado y bazo (SER) tras sufrir
una opsonización por parte de componentes plasmáticos. Ello representa una ex-
celente oportunidad para dirigir fármacos como antibióticos o antivirales para
tratar infecciones intracelulares; en éste sentido las nanopartículas constituyen
un adecuado vehículo para fármacos antiparásitos intracelulares como Leis-
hmania donovani causante de la leishmaniosis de tal forma que el rápido acla-
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ramiento hepático y bazo restringe la acumulación en otros órganos y reduce su
toxicidad.

Aunque la captura de nanosistemas por parte del sistema reticuloendotelial
representa una circunstancia favorable para algunos fármacos sin embargo para
otros, cuya diana no se situa a nivel hepático o del bazo, se convierte en una li-
mitación por lo que se han desarrollado procesos mediante los cuales se modi-
fica la hidrofobicidad de la superficie del nanosistema, permitiendo que perma-
nezcan largo tiempo en el torrente circulatorio y conseguir una vectorización
efectiva en otros tejidos diferentes del hepático o bazo.

ASPECTOS BIOFARMACÉUTICOS

La Nanotecnología Farmacéutica, como ciencia y tecnología de los siste-
mas nanoparticulares, presenta cada vez, sin olvidar su fuerte base fisicoquími-
ca, un mayor componente biológico ya que en ella intervienen nuevos aspectos
biofarmacéuticos y farmacocinéticos.

El comportamiento biofarmacéutico de los nanosistemas farmacéuticos pre-
senta características específicas y diferentes a la de los principios activos que
contienen. Tal como se recoge en la Figura 1.5 las macromoléculas, al ser in-
yectadas i.v. al organismo, pueden sufrir una degradación por la acción de en-
zimas específicos o bien, si van en vectores que las protegen, éstos pueden su-
frir una agregación o adhesión a componentes plasmáticos. La biodistribución
de las macromoléculas depende de la estructura de la pared de los capilares san-
guíneos, condiciones fisiológicas o fisiopatológicas de los tejidos, aporte san-
guíneo y linfático y propiedades fisicoquímicas del vector.

Las interacciones con biofluidos y el acceso al fluido intersticial constitu-
yen las barreras extracelulares con las que se encuentran los nanosistenas ad-
ministrados por vía i.v. y que son determinantes para su biodistribución. Una
importante limitación de los nanosistemas farmacéuticos es que el organismo
los trata como partículas extrañas por lo que son rápidamente opsonizadas y eli-
minadas del torrente circulatorio antes de que puedan cumplir su función. Por
ello una de las propiedades mas importantes de todo nanosistema es poseer una
elevada semivida plasmática aspecto que sigue siendo fundamental y con des-
arrollo en la investigación biomédica. Existen diversas razones para conseguir
nanosistemas con elevados tiempos de permanencia en la circulación sanguínea
siendo una de ellas el poder mantener un adecuado y sostenido nivel de fárma-
co en plasma ya que ello permite que los nanosistemas o agregados macromo-
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leculares, fundamentalmente proteínas, se puedan acumular en zonas de eleva-
da permeabilidad vascular y facilitar la liberación del fármaco en estas zonas.
Igualmente, los nanosistemas vectorizados con ligandos específicos, tienen ma-
yor tiempo para interaccionar con sus dianas terapéuticas específicas al pasar la
sangre un mayor número de veces por ellas.

Un aspecto de gran interés para poder administrar los liposomas, y en ge-
neral de todos los nanosistemas, ha sido el conocimiento de las causas por las
que se produce su rápido aclaramiento del torrente circulatorio; aunque aun no
está perfectamente conocido parece ser que está relacionado con la interacción
que se produce con las lipoproteínas de alta densidad las cuales actúan remo-
viendo las bicapas lipídicas del liposoma lo que facilita la adsorción o inclusión
de opsoninas como la fibronectina, a-2 macroglobulina, etc que juegan un im-
portante papel en el reconocimiento de los liposomas y otras partículas por par-
te de los macrófagos y el SRE (Figura 1.6).
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La cinética del aclaramiento de los nanosistemas y su biodistribución no
solo depende de su hidrofobicidad sino que también intervienen el tamaño y la
carga superficial. Precisamente el pequeño tamaño de los liposomas que cons-
tituyen la formulación de Ambisome® (< 100 nm) permite que una importante
fracción de la dosis inyectada escape del inmediato aclaramiento por parte de
los macrófagos del hígado y riñón. Con objeto de conseguir una formulación de
anfotericina mas farmacoeconómica que Ambisome® se ha comercializado la es-
pecialidad Abelcet® en la cual se ha reducido 3 veces la cantidad de lípidos si
bien no puede competir en términos de actividad. Las formulaciones basadas en
niosomas, constituidas por surfactantes poliméricos, son más económicas que
las de lípidos, biodegradables, no son inmunogénicas y parecen una buena al-
ternativa al igual que nanopartículas de poliepsiloncaprolactona conteniendo an-
fotericina B las cuales han mostrado una actividad similar a Ambisome® en can-
didiasis sistémica en ratones neutropénicos.

La natural tendencia de los nanosistemas a ser captados por el sistema re-
ticuloendotelial supone una excelente oportunidad para realizar una vectoriza-
ción pasiva de fármacos hacia los macrófagos presentes en hígado y bazo y es
utilizada para la liberación de antineoplásicos en hepatocarcinomas o metásta-
sis hepáticas procedentes de tumores ginecológicos, broncopulmonares o del
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FIGURA 1.6. Aclaramiento de nanosistemas pegilados y no pegilados vía sistema
reticuloendotelial (SRE) en hígado y bazo.



tracto digestivo. Actualmente se encuentra en ensayo clínico una formulación
de nanopartículas de isohexilcianoacrilato conteniendo doxorubicina (Trans-
drug); éstas nanopartículas son rápidamente captadas por el sistema fagocítico
mononuclear lo que provoca una elevada adsorción en la superficie celular y un
elevado gradiente de doxorubicina que, al incrementarse su difusión intracelu-
lar, sobrepasa la capacidad detoxificante del sistema glicoproteína P.

La captura selectiva de los nanosistemas no modificados por parte de célu-
las fagocíticas se ha utilizado para la liberación intracelular de antibióticos y an-
tivirales en infecciones intracelulares. Como ejemplo de los primeros fármacos
podemos mencionar la formulación de amikacina en liposomas (Mikasome®)
que ha mostrado una actividad entre 2 a 6 veces mayor que la amikacina en mo-
delos de tuberculosis en raton pero que ha presentado problemas en los ensayos
clínicos. Las nanopartículas constituyen unos sistemas adecuados para contener
fármacos antiparasitarios para el tratamiento de la leishmaniasis; así, por ejem-
plo, nanopartículas de poliisohexilcianoacrilato cargadas con primaquina incre-
menta 21 veces la actividad del fármaco frente a L. donovani; igualmente, uti-
lizando el mismo polímero, la toxicidad de la dehidroemetina se reduce
notablemente en el tratamiento de la leishmaniasis visceral.

La modificación de la superficie de los liposomas, micelas poliméricas, nio-
somas, nanopartículas, etc ha constituido la siguiente etapa en el desarrollo de
los nanosistemas farmacéuticos con la finalidad que éstos puedan poseer dife-
rentes propiedades o desarrollar ciertas funciones. A mediados de la década de
los años 90 se descubre que el recubrimiento de los liposomas con polímeros
hidrofílicos permite obtener los llamados liposomas estericamente estabilizados
que no son reconocidos por los macrófagos ni eliminados por el SRE lo cual
permite que su aclaramiento del torrente circulatorio sea lento y su permanen-
cia en el organismo se aumente considerablemente.

Como polímeros protectores los PEG ofrecen una atractiva combinación de
propiedades: excelente hidrosolubilidad, elevada flexibilidad de sus cadenas,
baja toxicidad e inmonugenicidad, ausencia de acumulación en SRE y mínima
influencia sobre las propiedades farmacológicas del fármaco que se incluye en
el nanosistema. Los PEG no se metabolizan y los de peso molecular inferior a
40 kDa son excretados por vía renal siendo empleados los de peso molecular
comprendido entre 1.000 y 20.000 kDa para el recubrimiento de nanosistemas.

Todas éstas características de los PEG han determinado que en los últimos
años haya tenido lugar una importante modificación de sus cadenas para con-
seguir sistemas con larga semivida plasmática, una vectorización o terapia gé-
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nica (como se verá posteriormente). En la Tabla 1.1 se recogen algunas de las
modificaciones que se han realizado en las cadenas de PEG de nanosistemas.

A nivel biológico el recubrimiento de nanosistemas con moléculas de PEG im-
pide la interacción con ciertos componentes sanguíneos y reduce la unión de pro-
teínas plasmáticas lo que conlleva una disminución de la fijación de opsoninas y
su captura por parte del sistema retículo endotelial. El mecanismo por el cual las
cadenas de PEG previenen la opsonización es múltiple y no del todo conocido pero
están en juego factores como aumento de la hidrofilia de la superficie del nano-
sistema, disminución de la carga superficial, aumento de las interacciones repulsi-
vas entre componentes sanguíneos y nanovehículos y que la formación de la capa
polimérica sobre la superficie del nanosistema la hace impermeable para macro-
moléculas como las opsoninas incluso a bajas concentraciones.

TABLA 1.1. Ejemplos de modificaciones en las cadenas de PEG
en nanosistemas

Modificaciones Aplicaciones

Conjugado PEG-poli(ε caprolactona) Nanoencapsulación de fármacos lipofílicos 

PEG-Péptido-DOPE Terapia génica 

PEG-gelatina modificada Terapia génica

Péptidos fusógenos-PEG-PEI Terapia génica

Folato.PEG-poliaspártico Micelas pH sensibles

PEG-PLA-copolímeros dibloque anfifílicos Micelas termosensibles

Las últimas investigaciones acerca del recubrimiento de liposomas con PEG
se dirigen hacia la síntesis de derivados de PEG con grupos terminales ácidos
o alcohólicos o bien de derivados de PEG que permitan la pérdida del grupo
polar y favorezcan la liberación del material encapsulado en determinadas con-
diciones. En la Tabla 1.2 se recogen algunos de los polímeros que pueden uti-
lizarse para el recubrimiento de liposomas.

Nanopartículas poliméricas pueden ser preparadas usando copolímeros blo-
que de PEG y de derivados PLGA como bloque hidrofóbico encontrándose en
éstos casos que cuanto mayor es el contenido del bloque PEG menor es el acla-
ramiento y menor fijación al SER. Igualmente sobre nanopartículas de PLGA
se pueden adsorber copolímeros de PEG-lisina obteniendose un largo tiempo de
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permanencia en el torrente circulatorio. Igual efecto se encuentra cuando se re-
cubren nanopartículas de polialquicianoacrilato o dendrímeros modificados en
su superficie con PEG.

Como consecuencia de la estabilización de los nanosistemas los parámetros
farmacocinéticos del fármaco incorporado pueden modificarse profundamente;
así el clorhidrato de doxorubicina administrado en solución salina presenta una
semivida plasmática de 0,8 h y un aclaramiento de 14,4 ml/min-Kg mientras
que administrado en forma de liposomas estabilizados (Doxil®) los parámetros
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TABLA 1.2. Estructura de algunos polímeros utilizados para la preparación
de liposomas estéricamente estabilizados.



son de 54 h y 0,04 ml/min-Kg si bien debe tenerse en cuenta que el parámetro
de semivida plasmática no es muy comparable puesto que los valores se han ob-
tenido por métodos diferentes. Igual sucede en el caso del paclitaxel el cual pre-
senta en su formulación con Cremophor EL (Taxol®) una semivida de 21,8 h y
un aclaramiento de 3,9 ml/min-Kg mientras que en la formulación de comple-
jo polimérico con poliglutamato (Xyotax®) los mismos parámetros son de 85 h
y 0,09 ml/min-Kg.

Situación diferente se presenta en el caso del paclitaxel en forma de nano-
partículas de albúmina (Abraxane®) ya que el tiempo de semivida es el mismo
que el que presenta el principio actvo y el aclaramiento es incluso ligeramente
superior (6,5 ml/min-Kg) debido a que las nanopartículas de albumina se di-
suelven rápidamente en el torrente circulatorio.

Otros polímeros con los que es posible que los nanosistemas presenten un
largo tiempo de permanencia en plasma son: polivinilalcohol, polímeros deri-
vados de polioxazolina, poliglicerol, poli N-vinilpirrolidona, poli [N (2-hidro-
xipropil) metacrilamida] y poliaminoácidos. En cualquier caso, bien sean los
PEG o los polímeros que acabamos de mencionar, no siempre es deseable una
estabilización estérica a nivel extravascular ya que el fármaco debe liberarse del
nanosistema de forma eficiente para conseguir una adecuada respuesta terapéu-
tica la cual se puede ver comprometida por la presencia de la cubierta estabili-
zadora. En el caso de fármacos, que facilmente penetran a través de la mem-
brana celular, la presencia de la cubierta puede retrarsar su liberación y limitrar
su biodisponibilidad terapéutica (Figura 1.7a). En el caso de fármacos que no
pasan a través de la membrana su liberación a nivél extracelular no es una op-
ción adecuada y se necesita que el nanosistema pase a través la membrana ce-
lular para que el fármaco alcance su diana terapéutica intracelular. En estos ca-
sos se puede favorecer la internalización del nanosistema por medio de ligandos
de vectorización o interacción electrostática entre la carga positiva del nanosis-
tema y la negativa de la membrana celular; en ambos casos la presencia de mem-
branas estabilizadoras que rodean el sistema pueden no ser favorables para el
proceso de internalización (Figura 1.7b y 1.7c).

Un nuevo tipo de polímeros que se han propuesto como estabilizadores de
nanosistemas son lípidos del tipo 2 metacriloiloxietil fosforilcolina (MPC), co-
mercializados con el nombre de Purebright® y que se presentan como estructu-
ras biomiméticas de biomembranas. La ventaja que presentan éstos polímeros
es que dan lugar a superficies altamente hidratadas (debido al grupo fosfolípi-
do) que prestarian mejor protección que los PEG y derivados para fármacos de
naturaleza proteica.
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Desde hace algunos años se conoce que macromoléculas de elevado peso
molecular (40 kD o más) y con un largo tiempo de permanencia en sangre así
como vehículos farmacéuticos nanoparticulares son capaces de acumularse ex-
pontáneamente en diversos tejidos patológicos como tumores sólidos,. áreas in-
fartadas o inflamadas a través del llamado efecto de permeabilidad y retención
incrementados (EPR effect en la terminología inglesa). Este efecto, descrito ini-
cialmente por Maeda, está basado en que el endotelio de los capilares que se
encuentran en éstos tejidos o áreas presentan unas fenestras con diámetros de
200 a 600 nm lo que permite el paso de macromoléculas o sistemas nanoparti-
culares y su acumulación en el espacio intersticial; a ello se une una disminu-
ción de la circulación linfática, responsable del aclaramiento de macromolécu-
las en tejidos normales (Figura l.8).

Utilizando diferentes modelos de tumor la importancia del efecto EPR de-
pende del tamaño y tipo de tumor. Los tumores pequeños muestran una mayor
permeabilidad y, en consecuencia, una mayor acumulación lo cual resulta ven-
tajoso para erradicar micrometástasis que son difíciles de tratar utilizando una
terapia convencional. Por otra parte los tumores altamente vascularizados, como
por ejemplo el sarcoma de Kaposi, presentan un mayor efecto de retención. Para
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FIGURA 1.7. Representación de diversas situaciones en las que interesa el desprendimiento 
de membranas estabilizadoras asociadas a nanosistemas.



aquellos tumores poco vascularizados en el exterior y con un rápido crecimien-
to de la masa tumoral, la inyección intratumoral de los nanosistemas presentan
ventajas frente a la administración i.v.

Las interacciones con los biofluidos y el acceso al fluido intersticial cons-
tituyen las barreras extracelulares pero muchos fármacos, particularmente los
antineoplásicos, tienen sus dianas en el interior de las células tumorales por lo
que la liberación intracelular se convierte en la clave para una eficiente respuesta
terapéutica y además abre el camino para el desarrollo de la Terapia Génica ya
que, como dice Vermer, «solo hay tres problemas en terapia génica: liberación,
liberación y liberación».

Tal como se recoge en la Figura 1.9 las dianas terapéuticas celulares pue-
den situarse a nivel de la membrana, del citoplasma, mitocondria o núcleo ce-
lular pero, para que puedan interaccionar, es necesario que el fármaco o nano-
sistema en el que se encuentra pueda atravesar la membrana celular y alcanzar
su diana específica intracelular. La escasa penetración intracelular o la degra-
dación lisosomal son las causas de una baja biodisponibilidad biofásica y el fa-
llo de prometedores agentes terapéuticos.

La internalización o paso de los nanosistemas a través de la membrana
celular es un complejo proceso de interacciones entre éstos y ciertos compo-
nentes de la membrana a través de las cuales se modifican señales celulares
con lo que la internalización puede tener lugar por medio de una endocitosis
o pinocitosis inespecífica que es concentración y tiempo dependiente así como
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dependiente del tipo de célula o bien endocitosis mediada por receptor. Como
consecuencia del primer proceso se forman vesículas en la membrana celu-
lar que engloban macromoléculas o partículas presentes en el fluido extrace-
lular. Este proceso puede tener lugar por los siguientes mecanismos: macro-
pinocitosis o endocitosis en fase fluida, endocitosis mediada por clatrina,
endocitosis mediada por caveolas y endocitosis por balsas lipídicas (lipid
rafts).

La macropinocitosis o endocitosis en fase fluida tiene lugar por invagina-
ción de la membrana celular mediante la cual se forman vesículas de 1 a 5 µm,
siendo un mecanismo altamente regulado y controlado por una cascada de se-
ñales en las que están presentes la familia Rho GTPasas que, a través de la ac-
tina, inducen protusiones que se colapsan y funden con la membrana celular.
Este mecanismo de endocitosis presenta una serie de ventajas como son la im-
portante cantidad de macromoléculas y partículas que pueden ser internalizadas
y evitar su degradación lisosomal.

La endocitosis mediada por clatrina tiene lugar en los llamados hoyos re-
cubiertos (coated pits) en los que se encuentra la proteína clatrina; en éstos ho-
yos se produce la invaginación de la membrana formandose endosomas, de 100
a 150 nm de diámetro, recubiertos por clatrina que contienen complejos ligan-
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FIGURA 1.9. Vectorización hacia dianas terapéuticas localizadas a nivel celular.



do-receptor. Este mecanismo de endocitosis puede incrementarse mediante el
empleo de transferrina que puede reconocer específicamente ciertos receptores
de la membrana celular.

La endocitosis mediada por caveolas tiene lugar en caveolas que son in-
vaginaciones de la membrana celular, con un tamaño de 50-60 nm, recubier-
tas por una proteína especializada llamada caveolina. Las caveolas se locali-
zan en zonas en las que se encuentran numerosos transportadores de
membrana. Por el pequeño tamaño de las caveolas determina que sea poco
relevante el papel que pueden representar en el proceso de endocitosis si bien
en células epiteliales, por representar un 10-20% de la superficie celular, ju-
garian un papel importante en el paso de proteínas plasmáticas al espacio ex-
travasal.

Para lípidos aniónicos o neutros, liposomas, nanopartículas lipídicas o na-
nopartículas hidrofóbicas existe otro mecanismo de endocitosis por medio de las
llamadas balsas lipídicas (lipid rafts) que son microdominios de la membrana
celular ricos en esfingolípidos y colesterol teniendo un tamaño de 40-60 nm de
diámetro. Utilizando sistemas poliméricos la endocitosisis por balsas lipídicas
puede potencializarse en función de la carga del sistema o la presencia de res-
tos hidrofóbicos; la primera promueve una interacción electrostática entre el sis-
tema y la membrana (con carga negativa) o bien una interacción con los lípidos
que forman parte de ésta.

Aunque aun no están bien conocidos los mecanismos de internalización de
los nanovehículos, se han propuesto los que se recogen en la Tabla 1.3.

Una especial atención se está prestando a la interacción entre las mem-
branas celulares y ciertos lípidos, denominados facilitadores como DOPE
(dioleilfofatidiletanolamina) y péptidos fusógenos como son los derivados
del TAT (transactivator of transcription) del virus HIV, los conocidos como
GALA o KALA, el péptido de 16 aminoácidos penetratina o la octaargini-
na. Aunque el mecanismo de penetración de éstos últimos no está bien acla-
rado es indudable que el conocimiento de éstos procesos constituye un 
aspecto clave a la hora de diseñar un nanosistema que requiere su interna-
lización celular.

La presencia de lipidos facilitadores como el DOPE o de péptidos fusóge-
nos asociados a nanosistemas determina que estos atraviesen la membrana ce-
lular por lo que las cadenas estabilizadoras deben desprenderse en el endoso-
ma para que tenga lugar una adecuada liberación del principio activo al citosol
(Figura 1.10).
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TABLA 1.3. Mecanismos propuestos para la internalización de nanovehículos farmacéuticos.
PLGA: Copolímeros acido poliglicólico-poliláctico:; PACA Polialquicianoacrilatos; PEC:

Complejos polielectrolitos; CPP: péptidos fusógenos; PAMAM: dendrímeros
poliamidoamina.

Nanosistema Posible mecanismo de internalización

Nanoemulsión Macropinocitosis o mediada por balsas lipídicas debido a su carác-
ter hidrófobo

Nanopartículas PLGA Dependiendo de las modificaciones químicas en la periferia del na-
nosistema: endocitosis en fase fluída o por hoyos de clatrina

Nanopartículas PACA Endocitosis

Nanopartículas PEC Endocitosis en fase fluída

Micelas Endocitosis mediada por hoyos de clatrina

Dendrímeros: Endocitosis en balsas lipídicas asociada a hoyos de clatrina para
dendrímeros PAMAM o endocitosis mediada por receptor para
aquéllos con ligandos HER2

Liposomas Balsas lipídicas

Conjugados poliméricos Macropinocitosis o endocitosis mediada por receptor para fármacos
vectorizados

CPP Diversos mecanismos de endocitosis más balsas lipídicas

Nanovehículos catiónicos Endocitosis en fase fluída
(gen delivery)

Nanovehículos lipídicos no Macropinocitosis o balsas lipídicas para sistemas no funcionalizados
funcionalizados (gen delivery) o endocitosis mediada por receptor (sistemas funcionalizados)
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FIGURA 1.10. Desprendimiento de las cadenas estabilizadoras en el interior del endosoma.



Una vez que se ha formado el endosoma primario en el interior de la célu-
la (Figura 1.11) éste puede dirigirse hacia la membrana biológica y salir poste-
riormente al exterior de la célula, por un mecanismo de exocitosis, o bien en-
globarse con lisosomas, vesículas englobadas por una membrana, que contienen
un elevado número de enzimas capaces de inactivar muchas moléculas formán-
dose un endolisosoma. Estos enzimas actúan a pH ácido para lo cual la mem-
brana lisosomal contiene una bomba de protones que permite que el lisosoma
tenga un pH inferior a 5 por lo que se debe asegurar la protección de proteí-
nas/plásmidos de la acción de las nucleasas lisosomales. La rotura del endoli-
sosoma permite que el nanosistema libere el principio activo, parte del cual pue-
de degradarse y parte puede alcanzar sus dianas, bien a nivel del citosol o del
núcleo.

El transporte intracelular puede realizarse por un mecanismo endosomotró-
pico o lisosomotrópico En el primer caso, al producirse la acidificación del en-
dosoma, tiene lugar un cambio en la conformación del polímero que provoca
un aumento de la permeabilidad de la membrana endosómica. En el caso del
transporte lisosomotrópico, aplicable a algunos polímeros o complejos políme-
ro fármaco, el endosoma se une al lisosoma y por la acción de enzimas lisoso-
males (catepsina B) o por descenso del pH se produce la liberación del fárma-
co (Figura 1.12). El primer mecanismo de transporte es adecuado para fármacos
susceptibles de degradación proteolítica, como proteínas o péptidos, mientras
que el segundo es adecuado para el tráfico de fármacos estables a pH ácido o a
sistemas enzimáticos.
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FIGURA 1.11. Representación esquemática de las etapas que tienen lugar durante el tráfico
intracelular de fármacos incluidos en nanosistemas.



A principios de los años noventa se comenzó a tener evidencia que la dis-
función mitocondrial estaba implicada en un importante número de patologías
como trastornos neurodegenerativos y neuromusculares, obesidad, diabetes y
problemas de reperfusión isquémica lo que ha dado lugar al término Medicina
Mitocondrial como nuevo campo de investigación biomédica que tendría como
objetivo la identificación de nuevas dianas terapéuticas a nivel mitocondrial y
el desarrollo de sistemas que permitiesen una liberación selectiva de fármacos
en éstas dianas. En éste sentido se ha visto que el catión trifenilfosfonio (TPP)
presenta propiedades mitocondriotrópicas y, por tanto, nanosistemas que lo con-
tengan pueden acumular principios activos en éstas estructuras.

Torchilin y col. han diseñado liposomas constituidos por DOPC (1-2 dio-
leil sn glicero 3 fosfocolina), colesterol y esteariltrifenilfosfonio (83,5; 15; 1,5
mol%) así como un fosfolípido fluorescente (rodamina-fosfatidiletanolamina)
como trazador.

Muchos de los recientes fármacos, fundamentalmente antineoplásicos, pro-
ducen su acción sobre efectores genéticos de las células tumorales a través de
una acción quelante o reticulación del ADN o bien interfiriendo su replicación,
su transcripción o traslación por lo que la vectorización nuclear constituye el
factor decisivo en éste tipo de fármacos. El núcleo está rodeado de una doble
membrana, constituida por fosfolípidos similares a los de la membrana celular,
y presenta poros acuosos 10 veces mayores que los de la membrana plasmáti-
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FIGURA 1.12. Esquema de los diferentes mecanismos de tráfico intracelular de nanosistemas.



ca los cuales permiten el paso de algunas macromoléculas (< 9 nm) solubles
como ARN y algunas proteínas. Otras macromoléculas pueden pasar a través de
la membrana nuclear por transporte activo por medio del complejo poro nucle-
ar (CPN) constituido por proteínas denominadas porinas, que se caracterizan por
la presencia de dominios constituidos por repeticiones múltiples de pequeñas se-
cuencias de fenilalanina-glicina, que se disponen como una estructura anular en
la membrana del núcleo, y cuya función está regulada por moléculas que se de-
nominan señales de localización nuclear las cuales contienen aminoácidos ca-
tiónicos con restos que pueden ser fosforilados. Cuando estas moléculas, cono-
cidas como importinas, son activadas se asocian con CPN y por medio de la
actividad GTPasa (GTP: guanosina trifosfato) el complejo es introducido en el
núcleo.

Desde el punto de vista tecnológico tiene interés la utilización, como pro-
motor nuclear, de protamina de bajo peso molecular en base a su similitud con
el péptido TAT 1 HIV; es por ello por lo que se realiza la complejación de la
protamina con un plásmido ADN antes de proceder a su inclusión en un nano-
sistema.

Es generalmente aceptado, desde el punto de vista clínico, que es mucho me-
nor la capacidad de transfección global de los vehículos no víricos frente a los ví-
ricos. Es por tanto necesario clarificar como y por qué los vehículos no víricos
actuales son inferiores a los víricos así como cuantificar la influencia de cada una
de las etapas del tráfico intracelular. Harashima y col, utilizando plásmido ADN
marcado con rodamina o que codifican la proteina fluorescente, han podido esta-
blecer las diferencias existentes (Figura 1.13) cuando se incorporan a Lipofecta-
mina PLUS (LFN) o a un adenovirus. El primer hecho destacado es la superior
captación de las partículas de LFN (40%) frente al adenovirus (10%); en segun-
do lugar el escape de endosomas para ambos vehículos es solo ligeramente supe-
rior para el adenovirus y la captación nuclear es unas dos veces superior para el
adenovirus. Por tanto, la diferencia en la capacidad de transfección, está ligada a
los procesos de transcripción y traslación. El primero de ellos representa una di-
ferencia de 16 veces menor para LFN y que ello se debe a una baja desconden-
sación del plásmido a nivel nuclear mientras que el proceso de traslación se ve
fuertemente afectado porque el mARN es una molécula cargada negativamente
que interacciona vía electrostática con las partículas de LFN. En conclusión es ne-
cesaria una nueva estrategia para controlar la disposición intranuclear y minimi-
zar la interacción citoplasmática entre m-ARN y vectores no víricos.

A la hora de diseñar un nanovehículo para la liberación intracelular de fár-
macos es importante considerar, desde el punto de vista biofarmacéutico, di-
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versos aspectos que van desde su liberación extracelular hasta la internalización
del nanovehículo. Según Petrak éstos aspectos serían los siguientes:

• Eliminación de la circulación sanguinea: Es un aspecto esencial que el na-
novehículo que contiene un principio activo no sea eliminado rápidamen-
te de la circulación ya que ello da lugar a una disminución de la concen-
tración del fármaco en su lugar de acción. Muchos fármacos se unen a
componentes plasmáticos (principalmente seroalbúmina) o tisulares lo que
condiciona su biodistribución y eliminación. El diseño de un nanovehícu-
lo se debe orientar hacia la minimización de las interacciones inespecífi-
cas que se puedan producir con componentes del compartimento sistémi-
co; para ello se utilizan macromoléculas inertes hidrosolubles o bien fijadas
(covalentemente o por adsorción) a la superficie del nanovehículo.

• Liberación del principio activo en zonas no deseadas: Dependiendo de la
cantidad del vector-fármaco administrado la liberación del principio acti-
vo fuera de su lugar de acción puede anular los beneficios que cabría es-
perar ya que podrían alcanzarse niveles tóxicos en ciertos tejidos o bien
ser insuficiente la cantidad liberada a nivel de su lugar de acción.
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FIGURA 1.13. Influencia de cada de una de las etapas del tráfico intracelular sobre
la capacidad de transfección de vehículos víricos y no víricos.



• Liberación del fármaco en su lugar de acción: Si el fármaco contenido en
el nanovehículo se libera lentamente en su lugar de acción puede que no
se obtenga una concentración adecuada para poder desarrollar una res-
puesta terapéutica siendo irrelevante que la cantidad total de fármaco li-
berado en el lugar de acción sea suficiente por lo que se debe asegurar
que la velocidad de liberación del fármaco sea suficiente para que éste se
acumule en su lugar de acción.

• Muchos fármacos tienen su diana terapéutica a nivel intracelular y no po-
seen propiedades fisicoquímicas adecuadas para su paso a través de la
membrana celular. En éstos casos el nanovehículo debe ser capaz de trans-
portar el fármaco al interior de la célula y liberarlo en la diana terapéuti-
ca adecuada.

Los nanosistemas farmacéuticos se pueden administrar por todas las vías
tanto locales como sistémicas permitiendo controlar la liberación y biodistribu-
ción del fármaco, mejorar su absorción a través de epitelios o células y prote-
gerlo de su degradación. Sin embargo, hasta el momento actual, aun no existe
un nanosistema farmacéutico universal adecuado para la liberación de cualquier
fármaco si bien, para nanovehículos administrados por via i.v., se considera que
deben tener un tamaño inferior a los 100 nm. poseer carga superficial negativa
y no ser reconocidos por el SER.

Para los próximos años cabe esperar grandes avances en el conocimiento
de la biología celular y molecular así como de los trastornos biológicos asocia-
dos a las diversas patologías que permitan identificar de forma precisa nuevas
dianas terapéuticas y entrar de lleno en la era de la terapia génica.

Se precisa, en primer lugar, un mejor conocimiento de los procesos de inter-
nalización de fármacos y nanosistemas ya que estudios recientes, en los que se em-
plean técnicas como microscopía de fluorescencia y FACS (fluorescence activated
cell sorter), revelan la existencia de diferentes mecanismos de internalización para
un mismo nanovehículo pero es poco conocida la contribución relativa de cada
uno; igualmente no están perfectamente clarificadas la influencia de las propieda-
des macromoleculares de los nanovectores, su tamaño y carga, presencia de agen-
tes de internalización o de las propiedades fisicoquímicas del principio activo con-
tenido en el nanosistema. El conocimiento de todos éstos aspectos contribuirá a un
diseño mas racional de nanosistemas para diferentes tipos de células.

El tráfico de vesículas y organelas está regulado por motores moleculares
y las proteínas Rab (proteínas de membrana que se unen a GPT) constituyendo
la clave de los procesos de endocitosis, exocitosis, transporte vesicular y fusión
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de los endosomas; un conocimiento mas profundo de ellos permitirá una mayor
eficiencia del tráfico intracelular y una vectorización hacia determinadas es-
tructuras intracelulares.

Los aspectos mas importantes del futuro desarrollo de nanovehículos son
los referentes a su decoración con ligandos de internalización que permitan una
mayor eficiencia en la vectorización del fármaco hacia su diana terapéutica; ello
supone que una modificación en la biodistribución tisular tiene una importancia
relativa ya que mejoras en su tráfico intracelular pueden tener implicaciones
muy importantes sobre la eficacia del fármaco en su lugar de acción.

Los nanovehículos biomiméticos están siendo objeto de especial atención
como posibles nuevas formas de dosificación por sus potenciales aplicaciones
en la vectorización de fármacos y terapia génica. De todos ellos destacan los
polímeros péptidomiméticos anfifílicos como por ejemplo ácido poliaspártico-
PEG (desarrollados por NanoCarrier Co. Ltd, Japón) que están siendo emplea-
dos en el desarrollo de formulaciones micelares conteniendo citostáticos.

CONCLUSIÓN

Aunque la introducción de la nanotecnología ha supuesto un enorme avan-
ce en la consecución de la «bala mágica» propuesta por Ehrlich sin embargo
aun quedan muchos problemas por resolver. Los siguientes avances provendrán
de la introducción de nuevos materiales especialmente polímeros respondedo-
res a estímulos a través de los cuales se puedan orientar hacia la diana terapéu-
tica y liberar el fármaco de acuerdo con las finalidades terapéuticas deseadas.

Hoy día la nanotecnología farmacéutica, la última transformación profunda
que ha sufrido la tecnología farmacéutica, aun siendo una ciencia típicamente
farmacéutica por su contenido y su finalidad, sin embargo trabajan en ella in-
vestigadores de muy diversas áreas: bioquímicos, físicos, químicos de políme-
ros, etc. ya que, como dice Hermann Mark, la confluencia de la ciencia de los
polímeros con la medicina es una zona fronteriza donde convergen diferentes
lenguajes y más allá de la cual solo puede avanzar un equipo interdisciplinar
bien coordinado. Por tanto ello no supone una merma o intromisión en nuestra
actividad profesional porque para mí el galénico sigue teniendo como misión
resolver un problema terapéutico utilizando los conocimientos que le propor-
cionan la biofarmacia y la tecnología farmacéutica y por ello se debe conside-
rar al tecnólogo farmacéutico como el interlocutor y coordinador más caracte-
rizado entre el clínico (que expone el problema terapéutico) y el equipo
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interdisciplinar que trata de resolverlo. La validez de ésta actuación va a de-
pender, por tanto, no solo de la formación galénica que posea sino también de
las ciencias básicas que la sustentan, las cuales deben adaptarse a las rápidas
exigencias que requieren actualmente los tratamientos farmacoterapéuticos.
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2. Nanosistemas a base de poliésteres

F. ROCHA FORMIGA, E. ANSORENA, A. ESTELLA-HERMOSO
DE MENDOZA, E. IMBULUZQUETA, D. GONZÁLEZ,

M. J. BLANCO PRIETO

Departamento de Farmacia y Tecnología Farmacéutica
Facultad de Farmacia, Universidad de Navarra

La utilización de nanopartículas es una importante área de la investigación
en el campo de la liberación de fármacos, ya que estos sistemas permiten diri-
gir una amplia variedad de moléculas a los distintos tejidos liberándolos de ma-
nera sostenida en el tiempo. Además, el uso de nanopartículas minimiza la de-
gradación del principio activo, incrementa su semivida en el interior del órgano
a tratar y disminuye su toxicidad.

El término nanopartícula engloba las nanocápsulas y nanoesferas. Las na-
nocápsulas son sistemas vesiculares en los que el fármaco se localiza en el in-
terior de la partícula, generalmente disuelto en un vehículo oleoso. Las nanoes-
feras, en cambio, son sistemas de tipo matricial donde el fármaco se suele
encontrar encapsulado en el interior de la matriz (Figura 2.1).
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FIGURA 2.1. Dibujo esquemático de una nanocápsula y una nanoesfera.



Dentro de la nanotecnología, la búsqueda de polímeros para aplicaciones bio-
médicas ha experimentado un importante avance en las últimas tres décadas. So-
bre todo, el estudio y desarrollo de polímeros sintéticos como componentes im-
portantes de matrices utilizadas como vectores de moléculas terapéuticas. Dentro
de los polímeros sintéticos destacan los poliésteres debido a su biodegradabili-
dad y biocompatibilidad. Los más utilizados son el ácido láctico (PLA) y los co-
polímeros formados por unidades monoméricas de ácido láctico y glicólico
(PLGA), ya que han sido aprobados por la FDA (Food and Drug Administra-
tion) para elaborar sistemas para la administración de sustancias activas por vía
parenteral. Además, modificando el peso molecular, su grado de hidrofilia y la
proporción de cada uno de los polímeros se puede controlar la velocidad de de-
gradación de los mismos, el grado de encapsulación y el de liberación del fár-
maco o principio activo (1-3). Otros polímeros empleados para la obtención de
nanopartículas son la poli-ε-caprolactona (4), el poli-β-hidroxibutirato (5) y el
ácido β-l-málico (6). El polímero empleado para formular las nanopartículas afec-
ta de manera importante a las propiedades y estructura de las partículas y con-
diciona sus posibles aplicaciones, así como la vía de administración (7).

Con el fin de obtener mejores eficacias de encapsulación los poliésteres han
sido empleados combinados con otros polímeros hidrofílicos lo que permite mo-
dificar las propiedades de la superficie de las nanopartículas obtenidas (8, 9).
En este sentido, también se han llevado a cabo combinaciones de los poliéste-
res con el polivinil alcohol (PVA) con el fin de estabilizar las nanopartículas ob-
tenidas (10, 12).

Una gran variedad de fármacos pueden ser administrados utilizando vecto-
res nanoparticulados. Así, las nanopartículas se pueden emplear para la libera-
ción de sustancias tanto hidrofílicas como hidrofóbicas. Además pueden ser for-
muladas para que su liberación sea dirigida a determinados tejidos u órganos,
como por ejemplo al cerebro, pulmones, hígado, bazo, sistema linfático, etc. Por
lo tanto, las ventajas de este tipo de nanopartículas formuladas con poliésteres
son las de ofrecer una protección al principio activo en las condiciones bioló-
gicas y permitir una liberación sostenida en el tiempo evitando así administra-
ciones repetidas, lo que conlleva una mayor comodidad para el paciente.

Las nanopartículas formuladas utilizando poliésteres tienen un gran núme-
ro de aplicaciones tanto para fines diagnósticos como de tratamiento. En cuan-
to al diagnóstico, se han encapsulado agentes de contraste («quantum dots») para
su utilización en imágenes de resonancia magnética o para imagen óptica. Den-
tro del diagnóstico por imagen, también se han empleado las nanopartículas en
medicina nuclear y en la obtención de imágenes por ultrasonidos (12, 14).
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Entre las distintas moléculas encapsuladas en nanopartículas formuladas con
poliésteres se encuentran fármacos antitumorales, antígenos, péptidos y proteínas,
genes, etc. para el tratamiento y prevención de distintas enfermedades (13, 26).

En el presente capítulo, se resumen y comentan las técnicas de preparación
y de caracterización de nanopartículas formuladas a partir de poliésteres, así
como sus aplicaciones más comunes.

POLÍMEROS

Los sistemas de transporte a base de materiales poliméricos en forma de na-
nopartículas requieren polímeros biocompatibles y biodegradables. Sin embar-
go, el riesgo potencial de infecciones e inmunogenicidad inducidas por sustan-
cias poliméricas de origen animal o vegetal llevó a la necesidad de utilizar
materiales sintéticos para reemplazar los polímeros naturales (27). Consecuen-
temente, una gran variedad de polímeros sintéticos ha sido desarrollada en los
últimos quince años, teniendo en cuenta el requisito básico para materiales de
aplicación biomédica: estos polímeros deben ser completamente degradados y
eliminados del organismo. Los poliésteres son un grupo particularmente atrac-
tivo para el desarrollo de sistemas poliméricos nanoparticulados de liberación
controlada por su biodegradabilidad y biocompatibilidad. Además, algunos
miembros de este grupo de polímeros presentan baja inmunogenicidad y pue-
den ser combinados con una amplia variedad de fármacos y otras moléculas de
interés terapéutico (8, 28).

Ácido poli-láctico (PLA)/Ácido poli-láctico-co-glicólico (PLGA)

Entre los poliésteres utilizados en el desarrollo de nanopartículas desta-
can los poliésteres alifáticos, formados por una sucesión, bien de unidades
monoméricas de ácido láctico o bien de dímeros láctico-co-glicólico. Estos
biopolímeros han sido aprobados por la FDA para elaboración de sistemas de
liberación de fármacos y otros usos biomédicos como la fabricación de su-
turas biodegradables (29, 30). El L-PLA y el PLGA son compuestos que co-
rresponden respectivamente al homopolímero lineal del ácido poli-L-láctico
y a copolímeros lineales del D,L ácido láctico y glicólico, los cuales se pue-
den encontrar en proporciones monoméricas variables. La copolimerización
del PLGA puede ser llevada a cabo por dos rutas distintas de síntesis: 1) po-
licondensación del ácido láctico y del ácido glicólico a temperatura superior
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a 120 ºC, o por debajo de esta temperatura en presencia de catalizadores, ob-
teniéndose así PLGA de bajo peso molecular (PM < 10.000 Da) (31); 2) po-
limerización vía apertura de los dímeros cíclicos de los dos respectivos áci-
dos, resultando en copolímeros de alta masa y mejores propiedades mecánicas
(32). Por otro lado, el peso molecular de PLA/PLGA es un parámetro que in-
fluye en la homogeneidad de la muestra. En general, polímeros de elevado
peso molecular dan lugar a sistemas nanoparticulados con un bajo índice de
polidispersión (33).

Las nanopartículas biodegradables de PLGA han sido utilizadas como vec-
tores para la liberación controlada de proteínas, péptidos, vacunas, genes, fac-
tores de crecimiento, etc. (8). El PLGA presenta ventajas y desventajas como
biomaterial para la encapsulación de macromoléculas terapéuticas (34). La de-
gradación del PLA/PLGA, que ocurre por hidrólisis no enzimática, puede dar
lugar a una acumulación de sus monómeros ácidos, lo que resulta en la reduc-
ción del pH local y consecuente desnaturalización de proteínas encapsuladas (30,
35, 36). Sin embargo, como se ha mencionado anteriormente, la ausencia de to-
xicidad de sus productos de degradación y su modulable velocidad de degrada-
ción hacen del PLGA el poliéster más utilizado en formulaciones nanoparticu-
ladas de aplicación terapéutica (37-41). Otra importante ventaja del PLGA sobre
el L-PLA, es que al presentar una velocidad de degradación más rápida, la pro-
babilidad de que ocurran reacciones adversas debido a fragmentos cristalinos li-
berados por estos últimos, es menor (42).

Poli-εε-caprolactona (PCL)

La poli-ε-caprolactona (PCL) ha sido utilizada en la última década para
encapsular principios activos de diferentes grupos farmacológicas. Además
de su adecuada biocompatibilidad y baja imunogenicidad, la PCL presenta al-
gunas características particulares que justifican su uso como biomaterial en
el campo de la liberación controlada de fármacos. Su biodegradación más len-
ta, en comparación con el PLGA, aumenta la semivida biológica de las mo-
léculas encapsuladas, lo que permite su uso en formulaciones nanoparticula-
das para la administración de principios activos para los cuales es necesaria
una liberación mantenida durante periodos de tiempo prolongados. Por otro
lado, la PCL genera durante su degradación una cantidad menor de produc-
tos ácidos comparada con el PLGA (4). Nanopartículas preparadas con PCL
han mejorado la biodisponibilidad ocular de cartelol (43), indometacina (44)
y aceclofenaco (45).
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Poli (ββ-hidroxibutirato) (PHB)

El poli (β-hidroxibutirato) (PHB) es otro poliéster biodegradable, lineal, es-
table a temperatura ambiente y semicristalino, con una velocidad de degrada-
ción más lenta que otros poliésteres empleados en formulaciones de nanopartí-
culas. Aunque no sea muy utilizado en tecnología farmacéutica, el PHB puede
facilitar la liberación de fármacos de bajo peso molecular debido a la penetra-
ción de agua y formación de poros en la matriz polimérica nanoparticulada (5).
Mezclas de PHB y L-PLA pueden presentar ventajas frente al L-PLA puro y se
utilizan para optimizar la liberación controlada de moléculas activas a partir de
formulaciones nanoparticuladas (46). Una combinación más común es la del
poli-3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato (PHBV), un polímero biodegradable
que ha sido utilizado en la obtención de nanocápsulas de L-asparraginasa y otras
enzimas utilizadas en la terapia del cáncer. El PHBV de bajo peso molecular fa-
voreció el aumento de la eficacia de encapsulación y de la actividad enzimáti-
ca de dichas enzimas (47).

Ácido poli (ββ,L-málico) (PMLA)

El ácido poli (β,L-málico) (PMLA) fue sintetizado por vía química antes
de que se conociera su existencia natural. La mayor parte de la investigación
sobre este poliéster funcionalizado con grupos carboxílicos se ha centrado en la
síntesis química para aplicaciones biomédicas. Nanopartículas de PMLA han
sido preparadas con el objetivo de encapsular proteínas de distintos puntos iso-
eléctricos. La quimiotripsina, por ejemplo, ha sido encapsulada en nanopartícu-
las de PMLA manteniéndose su actividad enzimática durante períodos de tiem-
po prolongados comparados con la enzima libre (6).

La Tabla 2.1 resume los principales poliésteres utilizados en la fabricación
de sistemas nanoparticulados para la liberación controlada de fármacos y molé-
culas bioactivas.

Se han empleado distintas combinaciones de polímeros principalmente con
dos objetivos: modificar las propiedades de superficie de las nanopartículas y
disminuir la degradación de las moléculas encapsuladas (8, 48). Mediante la mo-
dificación del PLGA se puede optimizar la estabilidad del fármaco encapsula-
do, su perfil de liberación y/o dirigir las nanopartículas a una diana específica.
En este contexto, los poliésteres han sido combinados con polímeros hidrofíli-
cos como el polietilenglicol (PEG) y el polióxido de etileno (PEO) (9, 49). La
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modificación superficial de la partícula con PEG, proceso comúnmente deno-
minado «pegilación», conlleva importantes cambios en las propiedades físico-
químicas de las nanopartículas, como la neutralización de su potencial zeta y la
reducción de la hidrofobicidad superficial (48, 50, 51). Senthilkumar y col. (49)
no observaron cambios importantes en los tamaños de nanopartículas de PLGA
pegiladas con PEG de distintos pesos moleculares, en comparación con nano-
partículas de PLGA no pegiladas. Las cadenas de PEG forman una barrera es-
térica en la superficie de las nanopartículas, impidiendo la opsonización y el re-
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TABLA 2.1. Poliésteres utilizados como matriz polimérica para encapsular distintas
moléculas en nanopartículas. PLA: ácido poli-láctico; PGA: ácido poli-glicólico;
PLGA: ácido poli-láctico-co-glicólico; PCL: poli-ε-caprolactona; PHB: poli
(β-hidroxibutirato); PHBV: poli-3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato; PMLA: ácido

poli (Β,L-málico).

Poliéster

PGA

PLGA

PCL

PHB

PHB

PMLA

Estructura química



conocimiento por parte de los macrófagos, que resultaría en la eliminación de
las nanopartículas por el sistema retículo endotelial en pocos segundos tras su
administración intravenosa (4, 48, 50). Por lo tanto, la pegilación incrementa la
semivida biológica de las moléculas encapsuladas en las nanopartículas. Así se
ha observado que nanopartículas pegiladas de docetaxel posibilitan una mayor
acumulación del antineoplásico en tumores sólidos en ratón (49). Danhier y col.
(52) observaron un mayor efecto inhibitorio inducido por el paclitaxel encap-
sulado en nanopartículas de PLGA pegiladas sobre el crecimiento tumoral en
hígado de ratón, comparado con la administración de Taxol®. Nanopartículas fa-
bricadas con copolímeros hidrofílicos presentaron mayor tiempo de permanen-
cia en sangre y una reducida acumulación en el hígado de ratón (53). Además,
la capa de PEG mejoró la estabilidad de nanopartículas de PLA en el medio gas-
trointestinal, facilitando el transporte de la toxina tetánica a través de las mu-
cosas intestinal y nasal (54).

Como se ha mencionado anteriormente, la conjugación del PLGA con otros
polímeros también ha sido utilizada como estrategia para estabilizar macromolé-
culas terapéuticas en nanopartículas. En este sentido, los poliésteres de arquitec-
tura molecular ramificada (PAMR) basados en la conjugación del PLGA con el
alcohol polivinílico (PVA) han sido desarrollados y clasificados en tres genera-
ciones, de acuerdo con los distintos grupos moleculares incorporados al PVA (Ta-
bla 2.2). Los PAMR se han empleado en la fabricación de vectores nanoestructu-
rados con el objetivo de optimizar las propiedades del PLGA y su capacidad de
modular la liberación y la estabilidad de macromoléculas encapsuladas. El carác-
ter anfifílico y la hidrofilicidad de esta clase de polímeros son importantes venta-
jas para la encapsulación de macromoléculas, como péptidos o DNA (55). La ca-
dena principal del PVA puede ser modificada por la asociación de grupos
sulfobutilo o amino, lo que permite la obtención de PAMR con cargas positivas
o negativas. Así los grupos amino producen poliésteres ramificados cargados po-
sitivamente, que facilita la encapsulación del DNA en nanopartículas en el cam-
po de la vacunación y terapia génica. Las interacciones electrostáticas con grupos
amino terciarios probablemente estabilizan el DNA en el interior de la matriz po-
limérica, lo que permite la encapsulación de dicha macromolécula en nanopartí-
culas del PAMR (55, 57). Oster y col. (58) investigaron el grado de sustitución
por grupos amino en la estructura polimérica y su relación con las propiedades de
las nanopartículas de DNA. Dichas partículas presentaron tamaños entre 150 y
350 nm (grado de sustitución por grupos amino de 4 % y 11 % respectivamente),
mientras que las nanopartículas preparadas con PLGA empleando las mismas con-
diciones presentaron un tamaño de 200 nm o superior. Jung y col. (59) observa-
ron un aumento significativo del contenido de la toxina tetánica encapsulada en
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nanopartículas preparadas con un PAMR de segunda generación (6 % p/p), com-
parado con su contenido (0,5 % p/p) en nanopartículas de PLGA. La mayor o me-
nor elongación de las cadenas laterales del PLGA también resulta en modifica-
ciones en la flexibilidad del nuevo sistema polimérico, una característica que puede
ser adaptada a las necesidades de múltiples fármacos y/o moléculas bioactivas.
Además, la velocidad de biodegradación puede ser manipulada mediante modifi-
cación de la arquitectura molecular del polímero, lo que permite obtener poliés-
teres ramificados con un rango de semivida de varias horas a varias semanas (55).
Sin embargo, a pesar de que los PAMR son poliésteres interesantes para la for-
mulación de nanopartículas, es necesaria una mayor investigación sobre sus me-
canismos de biodegradación y su perfil toxicológico (8).

La PCL también ha sido utilizada en el diseño de polímeros anfifílicos hi-
per ramificados y funcionalizados para la vectorización de antineoplásicos me-
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TABLA 2.2. Distintas generaciones de poliésteres de arquitectura
molecular ramificada

Poliéster
ramificado

PVA-g-PLGA

(primera
generación)

Sulfobutil-
PVA-g-PLGA

(segunda
generación)

Amino-PVA-
g-PLGA

(tercera generación)

Adecuado para encapsular proteínas
para la administración parenteral (8).

Mayor eficiencia de encapsulación de
proteínas comparada con el PLGA.

Sistema polimérico para la obtención de
un adyuvante nanoparticulado(59).

Variabilidad en la velocidad 
de biodegradación mediante
modificación del polímero

Alta eficiencia de encapsulación 
de DNA (55) e insulina (64) por
mecanismos electrostáticos.

Estructura química
Ventajas en sistemas

nanoparticulados



diante nanopartículas (60). Además, combinaciones de PCL con otros poliéste-
res y con otros tipos de polímeros han sido empleadas para encapsular nimlo-
dipino (41), atovacuona (61), tamoxifeno (62), ciclosporina A (63) y otras mo-
léculas terapéuticas en nanopartículas.

MÉTODOS DE PREPARACIÓN

Durante las últimas décadas, se han desarrollado varias técnicas para la for-
mulación de nanopartículas. Su fabricación ha evolucionado principalmente en
tres aspectos: 1) búsqueda de componentes menos tóxicos; 2) simplificación del
proceso para fabricación a nivel industrial; y 3) optimización de las técnicas en
cuanto a rendimiento y eficacia de encapsulación (65).

Los métodos para la preparación de nanopartículas son distintos depen-
diendo de si partimos de polímeros preformados o de sus monómeros (66).

En lo referente a estos últimos, se han propuesto diferentes métodos para
preparar nanopartículas de compuestos naturales. Entre estos métodos encon-
tramos aquellos que implican el uso de calor o sonicación, elevados volúmenes
de disolventes orgánicos o aceites, y agentes químicos reticulantes que presen-
tan toxicidad. Además, la incertidumbre de la fuente y pureza de las macromo-
léculas y el potencial antigénico que presentan restringen el uso de este tipo de
nanopartículas (65). Inconvenientes similares se han descrito para nanopartícu-
las poliméricas preparadas por polimerización de monómeros. Además de no ser
biodegradables, tanto las nanopartículas formadas a partir de esos monómeros
como sus residuos monoméricos u oligoméricos pueden resultar tóxicos Por otro
lado, si se emplea radiación para inducir la polimerización, pueden tener lugar
reacciones de entrecruzamiento entre el polímero y el principio activo o degra-
dación de los componentes de la nanoparticula (7), disminuyendo así la activi-
dad del sistema.

Los principales métodos para preparar nanopartículas a partir de poliéste-
res son: evaporación del disolvente, nanoprecipitación, «salting out», difusión
del disolvente y fluidos supercríticos.

Evaporación del disolvente tras la formación de una emulsión

Este método se basa en el procedimiento patentado por Vanderhoff y col.
(67) para la preparación de pseudolátex o látex artificial. Es el método más uti-
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lizado para formar nanopartículas poliméricas a partir de poliésteres y se basa en
la emulsificación de una solución orgánica que contiene el polímero en una so-
lución acuosa de un agente tensioactivo o estabilizante seguida de la evaporación
del disolvente orgánico. El polímero se disuelve en un disolvente apropiado (p.
ej. acetato de etilo, cloroformo, diclorometano). La fase interna de la emulsión
se añade sobre la fase externa acuosa, en la que se disuelve un agente tensioac-
tivo que proporciona estabilidad a la emulsión. La emulsificación tiene lugar me-
diante agitación por cizalladura para reducir el tamaño de la gotícula de la emul-
sión (directamente relacionada con el tamaño final de las nanopartículas (68)). A
este proceso de emulsificación le sigue la evaporación del disolvente orgánico,
que provoca la precipitación del polímero y la formación de las nanopartículas
(8, 68, 69). Como paso final, la suspensión de las nanopartículas formadas se so-
mete a una serie de lavados con agua purificada para eliminar el exceso de agen-
te estabilizante. Todo el proceso aparece esquematizado en la Figura. 2.2.

La mayoría de disolventes empleados en esta técnica son organoclorados,
principalmente diclorometano y cloroformo, por su inmiscibilidad en agua, fá-
cil emulsificación, propiedades de solubilización y bajo punto de ebullición. Sin
embargo, la desventaja que presentan estos disolventes es su toxicidad (clase 2
en las guías ICH para disolventes residuales (70)), por lo que siempre se debe
verificar el contenido residual de dichos disolventes en la formulación final.

El PVA ha sido el agente estabilizante más empleado a la hora de preparar
nanopartículas biodegradables a partir de poliésteres. Además, es uno de los po-
cos que previene la agregación de partículas durante los pasos post-preparati-
vos, como pueden ser la purificación y el liofilizado. Se ha observado que el in-
cremento en la concentración del agente estabilizante produce una disminución
del tamaño de las nanopartículas para concentraciones de PVA inferiores al 10%,
punto a partir del cual el tamaño empieza a aumentar (71).

Los polímeros más empleados en esta técnica son el PLA (72, 73), el PLGA
(8, 74), la PCL (4, 75) y el PHB (76). La concentración y peso molecular del
polímero a utilizar también afectarán a la formación de nanopartículas. En el
caso del PLGA, el más empleado de los poliésteres, el peso molecular presen-
ta un efecto inverso sobre el tamaño y la eficiencia de encapsulación. Se pue-
den preparar nanopartículas de aproximadamente 100 nm con polímeros de bajo
peso molecular, sin embargo, se reduce de la eficiencia de encapsulación del
fármaco (65). Por otra parte, un aumento de la concentración de polímero au-
menta la eficiencia de encapsulación pero también el tamaño de las nanopartí-
culas. El rango óptimo de concentración de polímero oscila entre un 2% y un
5% (p/v) (77).
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A pesar de que la ultrasonicación ha sido ampliamente empleada como pro-
cedimiento homogeneizador, presenta una serie de inconvenientes tales como
posible contaminación de la formulación con titanio, elevado índice de polidis-
persión del tamaño de las nanopartículas, inducción de reacciones químicas de
degradación y dificultad de elaboración a gran escala (65).

Las emulsiones simples, orgánico en acuoso (O/A) o acuoso en orgánico (A/O)
y las emulsiones múltiples (A/O/A) pueden emplearse para incluir principios acti-
vos de distintas características. La emulsión O/A suele emplearse para la encapsu-
lación de principios activos hidrófobos o agentes de contraste (14), mientras que
la emulsión múltiple A/O/A es más usada para la encapsulación de principios ac-
tivos hidrófilos. La formación de la emulsión es un aspecto fundamental del mé-
todo, ya que puede considerarse que el tamaño de la gotícula que se forma en la
emulsión está directamente relacionado con el tamaño final de la partícula (68).

Nanoprecipitación

Esta técnica también recibe el nombre de «sustitución del disolvente» (78). En
este proceso, el polímero, el fármaco, y, de manera opcional, un estabilizante lipofí-
lico se disuelven en un disolvente polar miscible en agua, como acetona o etanol (8).
Esta solución se adiciona sobre un no-solvente bajo agitación magnética, entendién-
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FIGURA 2.2. Representación esquemática del método de evaporación del disolvente tras 
la formación de una emulsión.



dose por «no-solvente» aquel disolvente que es miscible con el disolvente del polí-
mero y en el cual el polímero es insoluble. A medida que se adiciona el no-solven-
te se provoca la insolubilización del polímero, el cual precipita. Generalmente, el no-
solvente está constituido por una solución acuosa que contiene un agente estabilizante,
por ejemplo, PVA (79) o poloxámero 188 (75). Las nanopartículas se forman ins-
tantáneamente por una rápida difusión del disolvente al medio acuoso, que se elimi-
na posteriormente de la suspensión sometiéndola a presión reducida (Figura 2.3).

El mecanismo de formación de las partículas por este método se explica por
las turbulencias interfaciales que se generan durante la sustitución del disolvente.
Aquí, se observa una difusión violenta debida a la miscibilidad de los disolven-
tes. Las gotículas de disolvente, de tamaño nanométrico, son eliminadas de la in-
terfase (65, 80). Estas gotículas se estabilizan rápidamente por el agente ten-
sioactivo, hasta que se da la completa difusión del disolvente y, por tanto, la
precipitación del polímero. La utilidad de esta técnica está limitada a disolventes
miscibles en agua, en los cuales el ritmo de difusión es lo suficientemente rápido
como para producir la emulsificación espontánea. Uno de los principales incon-
venientes de esta técnica es la dificultad de elección del sistema fármaco/políme-
ro/disolvente/no-solvente en el cual se formen las nanopartículas. Además, esta
técnica únicamente es útil para principios activos solubles en este tipo de disol-
ventes como pueden ser la indometacina, ciclosporina A o 5-fluorouracilo (63, 80).

El tamaño de las partículas y el rendimiento de fabricación se ven afecta-
dos por la concentración del polímero. Generalmente se usan concentraciones
entre 1% y 10% (p/v) de polímero. Este comportamiento se atribuye al incre-
mento en la viscosidad de la fase orgánica. Niwa y col. (81) mostraron que el
rendimiento de fabricación de las nanopartículas de PLGA aumentaba con el in-
cremento en la concentración del agente estabilizante. Distintos autores obtu-
vieron resultados similares para nanoesferas de PCL, usando poloxámero 188
como agente estabilizante (82, 83). Recientemente, se ha demostrado que el diá-
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FIGURA 2.3. Representación esquemática del método de nanoprecipitación.



metro medio de las nanopartículas de PLGA aumenta al incrementar la con-
centración de PVA (84). Este efecto se relaciona con las elevadas concentracio-
nes de PVA (2-6% p/v), que aumentan la viscosidad del medio acuoso, dismi-
nuyendo así la velocidad de difusión del disolvente. El peso molecular del PVA
también influye de manera decisiva en el tamaño de partícula, rendimiento de
la formulación y redispersión de las partículas liofilizadas (77). Así, el PVA de
alto peso molecular es útil para aumentar el rendimiento del proceso, así como
para obtener una homogeneidad en tamaño y una mejor redispersión de las par-
tículas liofilizadas, a diferencia del PVA de bajo peso molecular (12).

El método de nanoprecipitación permite la preparación de nanocápsulas
cuando se añade un pequeño volumen de un aceite no tóxico a la fase orgánica
(85). En este caso, hay que tener en cuenta dos aspectos importantes en la se-
lección del aceite: i) no debe degradar el polímero, y ii) debe ser un buen sol-
vente para el fármaco de manera que no favorezca una rápida liberación y re-
duzca la cristalización espontánea del fármaco durante su preparación. Teniendo
en cuenta la naturaleza lipídica de las cavidades centrales de las nanocápsulas,
se han descrito elevadas eficacias de encapsulación de fármacos lipófilos como
octilmetoxicinamato, indometacina o diclofenaco (83, 86-88).

Con respecto al método de evaporación del disolvente, la nanoprecipitación
presenta la ventaja de que, además de ser un método apropiado para encapsu-
lar principios activos hidrofóbicos, se consume menor energía durante el pro-
ceso de formación de las nanopartículas, ya que únicamente requiere una agita-
ción leve en lugar de sonicación o microfluidización (77). Por otro lado, presenta
una serie de desventajas como son: 1) el requerimiento de elevadas cantidades
de agua para la formación de las nanopartículas; 2) tiempos prolongados de agi-
tación; 3) el tamaño es sensible a la concentración de polímero si no se utiliza
una elevada agitación por cizalladura para la reducción del mismo; y 4) baja efi-
cacia de encapsulación de principios activos hidrófilos, por la elevada tenden-
cia a la difusión del activo a la fase acuosa (77). Sin embargo, recientemente
este método ha sido modificado para lograr encapsular principios activos hi-
drófilos, combinando la técnica de evaporación del disolvente tras la formación
de una emulsión doble con la técnica de la difusión del disolvente (89, 90).

«Salting out»

Este método se basa en la separación de un disolvente hidromiscible de una
solución acuosa rica en electrolitos (91). La acetona suele ser el disolvente ele-
gido debido a sus características de solubilización y su buena separación de so-
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luciones acuosas con los electrólitos (o agentes «salting out») (92, 93). El po-
límero y el fármaco se disuelven en acetona, y esta solución se emulsifica bajo
una fuerte agitación mecánica en un gel acuoso que contiene los electrolitos y
un estabilizante (94). Esta emulsión O/A se diluye con un volumen suficiente
de agua o de soluciones acuosas para potenciar la difusión de la acetona hacia
la fase acuosa, induciendo así la formación de nanoesferas. El disolvente y los
electrolitos se eliminan por filtración de flujo transversal. Los pasos para este
procedimiento se describen en la Figura. 2.4.

El mecanismo de formación de las nanopartículas se asemeja en cierto modo
a la nanoprecipitación. Así, la difusión de la acetona desde las gotículas duran-
te el paso de dilución puede generar turbulencias en la interfase y la precipita-
ción del polímero en forma de nanopartículas.

La elección correcta del electrolito es muy importante porque juega un im-
portante papel en la eficacia de encapsulación. Ejemplos de electrolitos para la
acetona empleados en este método son el cloruro de magnesio, cloruro sódico,
cloruro cálcico y acetato magnésico; y un no-electrolito, la sacarosa. Así, por ejem-
plo, la eficacia de encapsulación de la savoxepina puede aumentarse empleando
una sal básica como acetato magnésico en lugar de sales neutras o ácidas (93).

Con respecto al agente estabilizante, se han empleado el PVA (93, 95), la
polivinil pirrolidona (PVP) (95) y la hidroxietilcelulosa (77, 95), observándose
que un incremento en la concentración de agente estabilizante en la fase exter-
na de la emulsión produce una disminución notable del tamaño de partícula,
mientras que un incremento en la velocidad de agitación y concentración de po-
límero implica una disminución menor del tamaño (93).

Una de las principales ventajas de esta técnica es la posibilidad de incor-
poración de altas cantidades tanto de polímero como de fármaco, ya que el ta-
maño medio de las nanopartículas no es tan dependiente de la concentración de
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FIGURA 2.4. Representación esquemática del método «salting out».



polímero empleada, a diferencia de lo que ocurre en otros métodos. Así, la con-
centración óptima de polímero puede alcanzar hasta 20% (96). Otras ventajas
son los excelentes rendimientos del proceso, la facilidad de adaptación de la fa-
bricación a gran escala y la posibilidad de encapsular proteínas y demás prin-
cipios activos termolábiles, debido a que no se utilizan elevadas temperaturas.
En contrapartida, esta técnica está exclusivamente limitada a fármacos lipofíli-
cos, electrolitos que permitan la separación de las fases evitando la precipita-
ción y agentes estabilizantes compatibles con soluciones acuosas saturadas y que
no coacerven en presencia del disolvente, además de una serie de intensos la-
vados para eliminar los electrolitos (80, 92).

Difusión del disolvente

Este método podría considerarse una modificación de la técnica «salting out»,
evitando el uso de sales y, por tanto, una serie de intensos pasos de purificación.
Consiste en el uso de un disolvente parcialmente miscible en agua, que previa-
mente se satura con agua para asegurar el equilibrio termodinámico entre ambos
líquidos (77, 80). El polímero se disuelve en el disolvente saturado con agua, y
esta fase orgánica se emulsifica, bajo agitación vigorosa, en una solución acuo-
sa que contiene un agente estabilizante. La posterior adición de agua al sistema
provoca la difusión del disolvente a la fase externa, formándose así las nanopar-
tículas. Dependiendo del punto de ebullición del disolvente, éste puede elimi-
narse por destilación o por filtración de flujo transversal. El procedimiento está
ilustrado en la Figura 2.5, y al igual que en la mayoría de las técnicas anterio-
res, este método es eficaz para la encapsulación de fármacos lipófilos.

El mecanismo de formación de las nanopartículas ha sido descrito bajo di-
ferentes condiciones de preparación. Se ha comprobado que cada gotícula de la
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emulsión produce varias nanopartículas y que éstas se forman por distintos fe-
nómenos que ocurren en la interfase durante la difusión del disolvente. Sin em-
bargo, a diferencia de otros métodos, la formación de las nanopartículas no pue-
de ser completamente explicada por las turbulencias producidas en la interfase.
Por lo tanto, se ha sugerido que las nanopartículas se forman por la inestabili-
dad fisicoquímica que produce el transporte del disolvente, de manera similar
al mecanismo utilizado para explicar los procesos de emulsificación espontánea
(80). La difusión del disolvente desde los gotículas transporta consigo molécu-
las a la fase acuosa, formando regiones localizadas sobresaturadas, en las cua-
les se originan nuevos glóbulos o agregados de polímero (no totalmente desol-
vatados). La estabilización de estas «nanopartículas embrionarias» por la
presencia de un agente estabilizante es crucial para evitar fenómenos de coa-
lescencia y formación de aglomerados.

Los disolventes más utilizados para la formación de nanopartículas mediante
esta técnica son el alcohol bencílico, el carbonato de propileno y el acetato de
etilo. Con respecto al agente estabilizante, los más empleados son el dodecil sul-
fato sódico (SDS), el PVA y el bromuro de didodecilmetilamonio (DMAB) (77).

Fluídos supercríticos

Alguna de las técnicas explicadas previamente son complejas, y los pro-
ductos obtenidos poseen un contenido residual de disolvente orgánico, una baja
encapsulación, presentan degradación del principio activo o desnaturalización,
una liberación de fármaco inadecuada, o propiedades físicas y morfológicas in-
apropiadas (97). Las técnicas basadas en fluidos supercríticos pueden ser una
herramienta interesante para preparar productos nanoparticulados. En aplicacio-
nes farmacéuticas, el fluido supercrítico más empleado es el CO2, por su baja
toxicidad. Moléculas como indometacina o ketoprofeno se han procesado re-
cientemente en nanopartículas de poliésteres utilizando esta técnica (98-100).

En esta técnica, el fármaco y el polímero se solubilizan en un fluído super-
crítico, y la solución se expande a través de una boquilla (Figura 2.6). El fluído
supercrítico se evapora durante el proceso de generación del aerosol, y las partí-
culas de soluto finalmente precipitan y se recogen. Las principales ventajas que
ofrece esta técnica son la reducción en el uso de disolventes orgánicos y la posi-
bilidad de formar las nanopartículas sin recurrir a elevadas temperaturas. Sin em-
bargo, este novedoso proceso requiere una elevada inversión inicial para la ob-
tención del equipamiento necesario y operar a elevadas presiones usando sistemas
de alta presión. Además, los fluídos supercríticos comprimidos demandan una se-
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rie de medidas de reciclado para reducir costes energéticos. Por último, es muy
complicado disolver sustancias muy polares en CO2 supercrítico. No obstante, el
uso de cosolventes y/o tensioactivos permite disolver especies polares e iónicas.

CARACTERIZACIÓN

La importancia de las técnicas de caracterización de nanopartículas se jus-
tifica por la necesidad de adecuar la formulación a una aplicación terapéutica
específica. El tamaño y la distribución granulométrica, la morfología, las pro-
piedades de superficie, la eficiencia de encapsulación, el contenido en principio
activo y el perfil de liberación del fármaco encapsulado son los principales pa-
rámetros que deben ser caracterizados una vez obtenidas las nanopartículas.

Tamaño y morfología

El tamaño puede ser determinado por diferentes técnicas, de acuerdo con el
diámetro aproximado de las nanopartículas (Tabla 2.3). La microscopía óptica
convencional no es adecuada para la caracterización de nanopartículas porque
su resolución está limitada a 1 µm. Por lo tanto, el tamaño de los sistemas na-
noparticulados debe ser evaluado mediante microscopía electrónica o difracto-
metría de láser (light scattering).
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FIGURA 2.6. Representación esquemática del método de fluídos supercríticos.



En particular, la microscopía electrónica de barrido (Scanning Electron Mi-
croscopy-SEM), además del tamaño, permite estudiar la morfología de las nanopar-
tículas (102). A modo de ejemplo, en la Figura 2.7, se muestra una imagen de na-
nopartículas de PLGA obtenida por SEM. En esta técnica, la muestra es recubierta
(con oro o platino) y utilizada como conductor eléctrico. Los electrones emitidos de
la muestra nanoparticulada bajo un vacío elevado son detectados y se forma la ima-
gen. Sin embargo, las propiedades de la muestra pueden verse modificadas debido
al recubrimiento, y al alto vacío al que se ve sometida (103). El análisis morfológi-
co llevado a cabo por SEM permite además determinar la distribución del principio
activo encapsulado, lo que posibilita una evaluación más detallada de la eficiencia
de encapsulación y del comportamiento del fármaco en la superficie o en el com-
partimento interno de las nanopartículas. Con el uso de SEM, cristales de cromolin
sódico pudieron ser visualizados en la superficie de nanopartículas de PLA, lo que
indica que este fármaco no ha sido completamente encapsulado en las mismas.

La microscopía electrónica de barrido ambiental (Environmental scanning elec-
tron microscopy-ESEM) permite la caracterización de una muestra nanoparticulada
acuosa sin que sea necesario recubrirla ni utilizar vacío. La microscopía electróni-
ca de transmisión (Transmission electron microscopy-TEM) es ampliamente utiliza-
da para la caracterización de nanopartículas (105-107). La muestra puede ser teñi-
da antes de su caracterización mediante TEM, lo que permite la obtención de
información adicional sobre su morfología (108). Sin embargo, algunas muestras se
deshacen o se dispersan cuando son irradiadas por la fuente de emisión de electro-
nes del microscopio, lo que impide su visualización por TEM. Estas muestras de
nanopartículas pueden ser visualizadas mediante TEM tras criofractura, una técnica
que consiste en la congelación rápida de la muestra seguida de un corte o fractura
de la misma a muy baja temperatura. A continuación, se lleva a cabo el sombreado
metálico de la superficie de corte de la muestra y la observación de una réplica de
la población muestral con un microscopio electrónico de transmisión. La criofrac-
tura asociada a TEM permite una observación del interior de las nanopartículas, así
como de la visualización de la estructura interna de las mismas. Sin embargo, es un
método muy laborioso, y por tanto, no es adecuado para el análisis de rutina (109).
El uso de TEM tras criofractura proporciona mucha información acerca de la es-
tructura interna de nanocápsulas, sobre todo de la cubierta polimérica y de la es-
tructura interna, permitiendo una estimación del grosor de la pared de dicha cavi-
dad (108). Por otro lado, Chávez y col. (110) estudiaron la estructura capsular de
nanopartículas de un tamaño inferior a 500 nm por SEM sin tener que recurrir a la
criofractura. La microscopía de fuerza atómica (Atomic force microscopy-AFM) es
otra de las técnicas recomendadas para la evaluación de la morfología de nanopar-
tículas y que ha sido muy utilizada en la caracterización dichos sistemas (111, 112).
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El AFM permite rastrear la muestra nanoparticulada, registrando continuamente su
topografía mediante una sonda o punta afilada de forma piramidal o cónica.

TABLA 2.3. Diferentes técnicas empleadas en el análisis del tamaño de partículas.

Técnica Fundamento Intervalo Ventajas Limitacionesde análisis

SEM Microscopía 50 nm — Apariencia Delicada preparación 
(103) electrónica 100 µm tridimensional y de la muestra y su
(102) (barrido morfología de la influencia en el
(113) electrónico). muestra. resultado.

Necesita alto vacío.

TEM Microscopía 50 nm — Mayor capacidad de Delicada preparación 
(106) electrónica 100 µm aumento y mayor de la muestra y su
(108) transmisión resolución que la influencia en el
(109) (electrónica). SEM resultado.

Apariencia
bidimensional.
Necesita alto vacío.

ESEM Microscopía 50 nm — No necesidad de Complejidad de 
(102) electrónica. 100 µm recubrimiento operación.
(114) conductor.

Permite trabajar en
modo de bajo vacío
Elevada resolución y
gran profundidad de
campo.

AFM Microscopía 10 nm — Imposibilidad de
(34) electrónica 1 µm efectuar barridos
(111) detecta muy grandes de la
(115) (fuerzas a nivel superficie.

atómico).

Contador Señal eléctrica 100 nm — Facilidad de Estrecho rango en escala nanométrica
Coulter relacionada con 1000 µm operación. Ajustes y cambio de componentes del 
(117) el diámetro al aparato para efectuar el análisis a lo 

pasar la partícula largo de un amplio intervalo de 
a través de un diámetros.
orificio.

No proporciona información de la 
morfología de la muestra.

Dispersión de la muestra en un 
medio electrolítico.
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La espectroscopía de correlación fotónica (Photon Correlation Spectros-
copy-PCS), técnica basada en la difractometría de láser, es ampliamente utili-
zada en la determinación del tamaño de nanopartículas (115). Comparada con
las técnicas basadas en microscopía electrónica, la PCS es una técnica rápida,
precisa y que puede ser utilizada en una escala nanométrica de amplio rango.
Sin embargo, presenta la desventaja de que si la muestra es polidispersa, esta
técnica puede dar lugar a resultados inexactos (102). Por lo tanto, en este caso
será necesario evaluar la validez de la información proporcionada por la PCS y
el resultado deberá ser confirmado por SEM o por AFM. En definitiva, se de-
berían combinar distintas técnicas para la determinación del tamaño de las na-
nopartículas con el fin de obtener una información más completa (113).

Carga superficial

El potencial zeta proporciona información sobre la carga superficial de las
nanopartículas, que condiciona las interacciones de las mismas con membranas
celulares. El potencial zeta puede determinarse mediante anemometría láser
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FIGURA 2.7. Morfología de nanopartículas de PLGA obtenida por SEM.



Doppler o por técnicas electroforéticas empleando la ecuación de Smoluchows-
ki (118). El potencial zeta describe el comportamiento de una dispersión coloi-
dal estabilizada eléctricamente. Valores alrededor de +/- 30 mV son típicos de
sistemas coloidales estables. La formación de agregados suele ocurrir cuando
las fuerzas de van der Waals son dominantes, lo que resulta en una reducción
de los valores del potencial zeta y la pérdida de estabilidad del sistema. El po-
tencial zeta también depende de las condiciones del medio de dispersión, sobre
todo de la concentración de electrolitos y del pH (119). Los valores del poten-
cial zeta de nanopartículas de PLA aumentaron 30 mV cuando la concentración
de NaCl fue incrementada de 0,02 a 0,1 mol/l. Cuando el pH del medio se in-
crementó desde un valor de 3 hasta un valor de 6, el potencial zeta de las mis-
mas nanopartículas disminuyó 50 mV (120).

Eficiencia de encapsulación

La eficiencia de encapsulación (%) es la relación entre la cantidad encap-
sulada del fármaco y la cantidad total del fármaco añadido en la preparación.
El contenido en principio activo revela la cantidad real del fármaco encapsula-
do por unidad de masa del polímero o de la mezcla polimérica empleada en la
formulación. Los procedimientos para la determinación de la eficiencia de en-
capsulación y del contenido en principio activo dependerán del polímero utili-
zado y del fármaco encapsulado. En general, el contenido en principio activo se
determina tras la disolución de las nanopartículas en un disolvente apropiado
seguido de la ultracentrifugación o ultrafiltración de las mismas. El fármaco se
cuantifica empleando distintos métodos dependiendo de la naturaleza del prin-
cipio activo (espectrofotometría-UV, HPLC, ELISA, etc.) (105, 121).

Liberación in vitro

La liberación del fármaco a partir de un sistema polimérico nanoparticula-
do depende de diversos factores: 1) desorción del fármaco de la superficie de
las nanopartículas; 2) difusión del fármaco a través de la matriz polimérica de
las nanoesferas; 3) difusión a través de la pared polimérica de las nanocápsu-
las; 4) erosión de la matriz polimérica; y 5) combinación de los procesos de di-
fusión y erosión (69, 122). Las propiedades de liberación y los mecanismos im-
plicados están basados en el coeficiente de difusión del fármaco y en la velocidad
de biodegradación del polímero (123). La difusión en bolsas de diálisis y la se-
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paración basada en ultracentrifugación o filtración a presión reducida han sido
utilizadas para la determinación del perfil de liberación de fármacos a partir de
nanopartículas (124, 125). Las nanocápsulas y las nanoesferas presentan distin-
tos perfiles de liberación debido a la naturaleza del compartimento donde el fár-
maco está encapsulado (vesicular o matricial). Las nanoesferas encapsulan el
principio activo en el interior de la matriz polimérica, lo que produce una dis-
tribución uniforme del fármaco, por lo que la liberación desde dicha matriz ocu-
rre mediante la combinación de los procesos de difusión y erosión. Si la difu-
sión ocurre más rápidamente que la degradación de la nanoesfera, el proceso de
liberación del fármaco es difusión-dependiente. En caso contrario, la degrada-
ción es altamente influyente en el perfil de la liberación (81). En primer lugar,
se produce la liberación rápida del fármaco adsorbido en la superficie de la na-
nopartícula (efecto burst) seguido de la liberación más lenta del fármaco atra-
pado en el interior de las mismas. En general, los sistemas matriciales presen-
tan una cinética de liberación de primer orden (126). En las nanocápsulas, en
cambio, el fármaco contenido en el núcleo debe difundir a través de la pared
polimérica. La morfología vesicular de este tipo de nanopartículas es responsa-
ble de una cinética de liberación de orden cero (127). En general, los estudios
de liberación de fármacos a partir de nanopartículas son complicados debido al
tamaño nanométrico de dichos sistemas, lo que dificulta la separación de las na-
nopartículas del medio de liberación (102, 108). La concentración del fármaco
en dicho medio se determina a lo largo del tiempo y utilizando el método más
adecuado en cada caso y que dependerá de la molécula encapsulada (108).

Análisis complementario

Otras técnicas que se utilizan para la caracterización de los sistemas nano-
particulados son FTIR (128), NMR (129), DSC (62, 130, 131) o XPS (102, 131)
(Tabla 2.4). La calorimetría diferencial de barrido (Differential Scanning Calori-
metry, DSC) puede ser utilizada para evaluar el comportamiento térmico de los
componentes de una formulación nanoparticulada, sobre todo modificaciones en
algunas propiedades del polímero empleado en la formulación como su tempe-
ratura de transición vítrea (Tg), punto de fusión o cambios polimórficos (102,
112). Esta técnica proporciona datos cuantitativos precisos de temperaturas y flu-
jos de calor asociados con las transiciones de fases de la materia como cristali-
zación, fusión y evaporación, o con reacciones químicas como hidrólisis y oxi-
dación (132). Mediante DSC, Hevönen y col. (133) observaron un aumento de
la Tg del PLA causado por la presencia de beclometasona encapsulada en nano-
partículas preparadas con este poliéster. Utilizando esta técnica se puede evaluar
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la compatibilidad del principio activo con el polímero empleado en la formula-
ción, mediante la determinación de la solubilidad del fármaco en el mismo. Los
resultados facilitados por DSC y su interpretación pueden ser corroborados por
el análisis de la forma (cristalina o amorfa) y del grado de cristalinidad del po-
límero y del fármaco encapsulado mediante técnicas de difractometría de rayos
X (X ray Diffractometry, XRD) (134). Con respecto al área de superficie de las
nanopartículas, este parámetro puede ser determinado por la técnica de Brunauer,
Emmett y Teller (BET) mediante adsorción gaseosa de nitrógeno (112).

TABLA 2.4. Diferentes técnicas empleadas en la caracterización
de sistemas nanoparticulados.

Parámetro Técnica

Tamaño de partícula SEM, TEM, ESEM, AFM, PCS

Cristalinidad XRD, DSC

Carga superficial Electroforesis, Anemometría láser doppler

Área de superficie BET

Análisis elemental Espectroscopia de Fotoelectrones generados por Rayos X (XPS),
Espectroscopía de Resonancia Magnética Nuclear de Protón 
(H-NMR), Espectrofotometría Infrarroja de Transformada de
Fourier (FTIR)

APLICACIONES

Diagnóstico mediante imagen

En las últimas décadas, técnicas de imagen tales como las basadas en imá-
genes ópticas, imágenes por resonancia magnética (MRI), imágenes nucleares
y los ultrasonidos han sido utilizadas con éxito en diversas aplicaciones médi-
cas. En la actualidad existe un creciente interés en diseñar nuevos tipos de agen-
tes de contraste exógenos que permitan un diagnóstico sensible y satisfactorio
de patologías específicas. El mayor inconveniente es que la mayoría de las prue-
bas de imagen que actualmente se emplean en clínica utilizan compuestos de
bajo peso molecular que, a pesar de ofrecer resultados prometedores, tienden
a ser inestables, poco específicos, tóxicos y rápidamente eliminados (13). Por
ello, se están realizando numerosos esfuerzos para conseguir que estos com-
puestos sean biocompatibles (135). El desarrollo de agentes de contraste na-
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noparticulados está contribuyendo en gran medida al campo del diagnóstico y
de la imagen a nivel molecular, ya que estos sistemas proporcionan una mayor
estabilidad del agente, toxicidad reducida y semivida más larga (136, 137). Ade-
más, se está avanzando en el desarrollo de nanopartículas multifuncionales que
contienen tanto agentes de contraste como fármacos y en el marcaje de las mis-
mas con ligandos específicos para conseguir agentes de contraste dirigidos. De
esta manera, es posible la liberación localizada del agente terapéutico a la vez
que se monitoriza su efectividad. Esta combinación de diagnóstico más tera-
pia, también llamada teragnóstico, posibilitará una terapia individualizada para
cada paciente (138).

De entre los diversos materiales que podrían emplearse para este fin, los
poliésteres han despertado un gran interés debido sobre todo a su ya mencio-
nada biocompatibilidad. Cabe destacar que a pesar de su amplia utilización en
los sistemas de liberación controlada de fármacos (8), hasta el momento exis-
ten pocos estudios acerca del uso de nanopartículas de poliésteres como vehí-
culos de agentes de contraste. A continuación, se menciona alguna de las apli-
caciones de este tipo de partículas en diversas modalidades de imagen.

Imágenes por resonancia magnética

La MRI ha evolucionado como una de las técnicas más importantes en
la radiología clínica. A la hora de obtener este tipo de imágenes, la inten-
sidad de la señal en los tejidos puede manipularse mediante la administra-
ción de agentes de contraste. Entre ellos los más utilizados y estudiados son
los quelatos de gadolinio y los materiales superparamagnéticos de óxidos
de hierro (139).

En cuanto a los primeros, uno de los quelatos más importantes es el ga-
dolinio-ácido dietilenotriamino pentaacético (Gd-DTPA), un agente de con-
traste positivo aprobado por la FDA. El mayor inconveniente de estos quela-
tos es que debido a su bajo peso molecular son rápidamente eliminados del
sistema circulatorio (140). La conjugación de estos compuestos con políme-
ros biocompatibles es una de las estrategias que se puede emplear para alte-
rar este comportamiento (13). Así, Doiron y col. (141) desarrollaron nanopar-
tículas de PLGA y PLA-PEG. Estas nanopartículas mostraron una alta
capacidad para encapsular el quelato y una liberación sostenida a lo largo de
5 horas. El Gd-DTPA también ha sido vehiculizado en micelas nanométricas
compuestas de bloques de un copolímero biodegradable, el ácido poli-L-glu-
támico-b-poliláctico (PG-b-PLA) (142). Este tipo de formulaciones podrían

F. ROCHA FORMIGA, E. ANSORENA, A. ESTELLA-HERMOSO DE MENDOZA Y OTROS

64



proporcionar la base para la creación de agentes de contraste dirigidos al diag-
nóstico de patologías específicas. De todas formas, serán necesarios ensayos
en modelos animales para determinar la farmacocinética y las propiedades de
imagen de estos sistemas.

Las partículas superparamagnéticas de óxidos de hierro fueron introduci-
das como agentes de contraste poco después de los quelatos de gadolinio. Es-
tas partículas presentan una mayor sensibilidad para la MRI, especialmente para
la obtención de imágenes del hígado y bazo pero debido a su tamaño y a que
son opsonizadas por las proteínas del plasma suelen ser rápidamente aclaradas
por las células fagocíticas, principalmente por las células Kupffer del hígado
(143). Para su aplicación biomédica este tipo de nanopartículas suelen recu-
brirse con materiales biocompatibles hidrofílicos, de manera que puedan for-
mar dispersiones estables en medios acuosos a un pH fisiológico. Se ha des-
crito el desarrollo de micelas de bloques de copolímeros de PEG-b-PCL (144)
y de nanopartículas magnéticas de PLLA (145) y PLGA (146, 147) para la en-
capsulación de agentes de contraste superparamagnéticos. Patel y col. (147)
mostraron que tras la inyección de las nanopartículas en conejos, las imágenes
de resonancia magnética del hígado obtenidas resultaron tener un contraste mu-
cho más intenso respecto a las imágenes que fueron tomadas sin la utilizar agen-
tes de contraste.

Por otro lado, las micelas poliméricas poseen un gran potencial para combi-
nar la liberación de fármacos antitumorales y el diagnóstico por resonancia mag-
nética (148). Varios grupos han descrito la preparación de micelas de PEG y po-
liésteres, con diferentes tipos de ligandos, que contienen en su interior doxorrubicina
y nanopartículas superparamagnéticas de óxido de hierro (149-151). En estos tra-
bajos las micelas presentaron una gran afinidad por las células tumorales y una alta
sensibilidad para ofrecer imágenes mediante resonancia magnética.

Imagen óptica

En la última década una de las mayores novedades para la obtención de
imágenes ópticas ha sido el desarrollo de los nanocristales, también denomi-
nados quantum dots (QD) (152, 153). Los QD son agentes de contraste inor-
gánicos fluorescentes que absorben la luz en un amplio rango de longitudes
de onda, pero emiten una luz casi monocromática en función de su tamaño y
composición. La mayoría de estos materiales contienen al menos un compo-
nente metálico tóxico en su núcleo, habitualmente cadmio, lo cual limita su
uso clínico. Su solubilidad es otro factor a tener en cuenta, ya que general-
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mente se preparan en disolventes orgánicos no polares. Es por ello que estas
estructuras deben ser recubiertas con materiales biodegradables y biocompa-
tibles (13, 138). Estos QD se han vehiculizado en nanopartículas poliméricas
que llevan folatos conjugados en su superficie (154). Algunos tipos de célu-
las cancerosas sobreexpresan receptores para el ácido fólico, por lo que este
ácido es un ligando atractivo para dirigir partículas hacia estas células y dis-
minuir los efectos adversos de los QD en las células normales. Los ensayos
celulares mostraron que los QD vehiculizados en este tipo de nanopartículas
se incorporan en mayor medida en células tumorales de cáncer de mama com-
parando con su forma libre. Este tipo de formulación podría ofrecer una nue-
va estrategia para obtener imágenes específicas y sensibles para el diagnósti-
co del cáncer en sus etapas iniciales.

Técnicas de imagen nuclear

Las técnicas de imagen nuclear ofrecen una sensibilidad muy alta, pero al
igual que ocurre en el resto de modalidades, los trazadores que se utilizan tie-
nen una semivida corta, limitando a veces su aplicación. Los polímeros juegan
un papel importante a la hora de solucionar este inconveniente, ya que pueden
prolongar el tiempo de circulación de los marcadores y pueden ser modificados
en función de su aplicación (155).

Un ejemplo de la contribución de los poliésteres en la mejora de esta téc-
nica de imagen son las micelas portadoras de radioisótopos (156). En este tra-
bajo se describe el desarrollo de micelas del copolímero PEO-PCL transporta-
doras del radioisótopo I125, para obtener imágenes de huesos y médula ósea.
Además, para evitar la rápida liberación del isótopo al torrente sanguíneo o la
pérdida de radioactividad, se conjugaron químicamente los isótopos a ligandos
específicos que estaban unidos a la superficie del copolímero. Los ensayos de
biodistribución que se llevaron a cabo en ratones mostraron una retención del
20 % de la actividad original del I125 en los huesos una hora después de la ad-
ministración (156).

Imágenes por ultrasonidos

La imagen por ultrasonidos es una de las técnicas más empleadas ya que es
relativamente barata y no requiere tanta infraestructura como en las descritas
anteriormente (157). La mayoría de los agentes de contraste de ultrasonido co-
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merciales consisten en microburbujas de gas (generalmente perfluorocarbonos)
encapsuladas para su administración intravenosa (158). Estos agentes permiten
la visualización de la microvascularización pero no son capaces de ofrecer imá-
genes de capilares muy pequeños ni de estructuras que se encuentran fuera de
los vasos sanguíneos. Además, son bastante inestables por lo que sólo se pue-
den visualizar durante un corto periodo de tiempo (159). Una de las estrategias
para obtener agentes de contraste más estables es la encapsulación de perfluo-
rocarbonos líquidos en partículas poliméricas. Mediante una modificación del
método de evaporación del disolvente tras la formación de una emulsión se han
podido desarrollar nanopartículas de PLGA para la encapsulación de perfluoro-
carbonos (14).

Otra ventaja que aportan las nanopartículas es que pueden circular por ca-
pilares y atravesar los vasos sanguíneos permitiendo así visualizar estructuras
que se encuentran fuera de los mismos. Un uso potencial de estos agentes de
contraste es la localización específica de células cancerosas. Se ha hecho espe-
cial hincapié en el desarrollo de nanopartículas lo suficientemente pequeñas para
atravesar los vasos que alimentan los tumores y que puedan ser unidas a sitios
específicos mediante modificaciones en su superficie. La encapsulación de per-
fluorocarbonos en nanopartículas de PLA que contienen anticuerpos anti-Her2
unidos en su superficie permite obtener una ecogenicidad significativamente su-
perior en las células tumorales de cáncer de mama que sobreexpresan recepto-
res Her2 con respecto a las células control formulación que combina la obten-
ción de imágenes por ultrasonido y quimioterapia mediante micelas que liberan
el fármaco al ser expuestas a ultrasonido (160). En un estudio novedoso para el
tratamiento del cáncer se ha desarrollado una formulación que combina la ob-
tención de imágenes por ultrasonido y quimioterapia mediante micelas que li-
beran el fármaco al ser expuestas a ultrasonidos (161). Se detectó una remisión
significativa de los tumores en ratones con cáncer de mama tratados con estas
micelas de PEG-PLLA que contenían doxorrubicina y perfluoropentano. Ade-
más, la ultrasonografía reveló una fuerte ecogenicidad en el centro del tumor
que se mantenía durante al menos 4 horas tras la administración intravenosa de
la formulación.

Agentes multimodales

Las técnicas de imágenes son muy valiosas para el diagnóstico tempra-
no de algunas patologías, pero además resultaría muy útil disponer de agen-
tes de contraste con múltiples propiedades para poder ser detectadas me-
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diante diferentes modalidades de imagen (162). Esta combinación de diver-
sas modalidades en un único sistema permite integrar las ventajas y com-
pensar las deficiencias de los sistemas simples de imagen (163). Por ahora,
la mayoría de nanoestructuras que se utilizan son vehículos que contienen
agentes de contraste para una única modalidad de imagen, pero poco a poco
se está avanzando en el diseño de nuevas nanoestructuras multimodales (que
contienen múltiples tipos de agentes de contraste) para poder obtener una
señal más amplificada. Hasta el momento se han propuesto agentes bimo-
dales tanto de PLGA (164-166) como de PCL (167), que ofrecen contraste
para técnicas ópticas de imagen y de resonancia magnética. Estas partículas
poseen una alta sensibilidad (característico de los métodos ópticos de de-
tección) y el potencial de obtener imágenes reales en tres dimensiones (de-
bido a los agentes de contraste para MRI). Se espera que estos sistemas mul-
timodales sirvan para obtener diagnósticos en etapas preoperatorias y que
sean a su vez útiles en el periodo postoperatorio, para el análisis directo de
las biopsias mediante imagen óptica (168).

TRATAMIENTO

En los últimos años se han investigado y desarrollado numerosas aplica-
ciones de las nanopartículas de poliésteres en el campo de la biomedicina para
el tratamiento de múltiples y muy diversas enfermedades que si bien todavía
no han llegado al mercado, algunas de ellas pronto alcanzarán la fase de ex-
perimentación clínica, y en los próximos años se incorporarán o reemplazarán
a las terapias existentes. Estos sistemas resultan atractivos para su empleo
como nuevos tratamientos de enfermedades por la gran versatilidad de los
compuestos a encapsular, ya que estas partículas son capaces de incorporar
desde pequeñas moléculas de fármaco hasta macromoléculas (como péptidos,
proteínas o genes), por la capacidad de proteger la molécula encapsulada así
como de liberarla de manera controlada y con una cinética dependiente de la
composición de la formulación, además de poder dirigir las partículas al teji-
do, célula u orgánulo intracelular adecuado, y por el hecho de ser totalmente
biocompatibles y biodegradables. Además, tal y como se describe a continua-
ción, estos sistemas mejoran la biodisponibilidad oral de muchos compuestos,
son capaces de solubilizar fármacos para su administración intravascular y re-
ducen la toxicidad asociada a determinadas moléculas. En la tabla 2.5 se in-
dica un breve resumen de las principales aplicaciones descritas en la biblio-
grafía para estas partículas.
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TABLA 2.5. Tabla resumen de las principales aplicaciones de nanopartículas
de poliésteres en biomedicina.

Enfermedades y fármacos aplicados Polímero Referencias

Infecciones bacterianas, fúngicas y parasitarias
Leishmania
Anfotericina B PLGA (169) 
PCL (170)
Primaquina PLA (171) 
Pentamidina PLA (17) 
Atovacuona PLA (172) 
Arjunglucósido I (4-epi-sericósido) PLA (173) 
Micobacterias
Estreptomicina PLGA (26, 175) 
Rifampicina, isoniazida y pirazinamida PLGA (176) 
Brucella
Gentamicina PLGA (22, 177) 
Otros antibióticos
Ciprofloxacino testado frente a Escherichia coli PLGA (178) 
Nafcilina testado frente a Staphylococcus aureus PLGA (179)
Cloranfenicol PLGA (180) 
Rifampicina testado frente a bacterias gram positivas y negativas PLGA (181) 
Cáncer
5-FU PLGA (182) 
PCL (60) 
Paclitaxel PLGA (25, 39, 52, 183-186) 
PCL (60) 
Cisplatino PLGA (24, 187-190) 
PCL (198) 
Doxorubicina PLGA (191-193, 201) 
PCL (193) 
Camptotecina PLGA (194)
9-nitrocamptotecina PLGA (16) 
Docetaxel PLGA (49, 195) 
Adriamicina PLGA (196)
Tamoxifeno PCL (62, 197) 
Taxol PCL (199) 
Oridonina PCL (200) 
Partículas dirigidas al tumor
Inmuno-nanopartículas PLGA (184, 194, 202-204)
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Fragmento TTC de la toxina C del tétanos PLGA (205)
A10 Aptámero PLGA (206)
Radioterapia (Rhenio (186Re, 188Re)) PLLA (207) 
Agentes fotosensibilizadores
meso-tetrafenilpofolactol PLGA (208)
Zinc (II) ftalocianina PLGA (209)
Restenosis
Agente antiproliferativo U-86983 PLGA (211)
Lisinopril PLGA (212)
Paclitaxel PLGA (213)
Dexametasona y rapamicina PLGA (94)
Alendronato PLGA (214)
Trifostina PLGA (215)
Terapia génica frente a restenosis 
proteína quimiotáctica de monocitos 1 PLGA (216)
receptor beta del factor de crecimiento derivado de plaquetas PLGA (217)
Vacunas
Hepatitis B PLGA (23, 220, 221, 223, 224)
Difteria PLGA (225)
Helicobacter pilori PLGA (20) 
Rotavirus PLGA (226)
Tétanos PLGA (10)
Dirigir el antígeno a las células presentadoras de antígeno PLGA (10, 227-229)
Nuevos compuestos adyuvantes en vacunación (CpG oligodeoxinucleotido) PLGA (230)
Vacuna antitumoral PLGA (231)
Vacunas de DNA PLGA (238, 252-254)
Terapia génica
Inducir la expresión de genes mediante plásmidos de DNA PLGA (18, 19, 237-241)
Inhibir la expresión de determinados genes 
Mediante oligonucleótidos antisentido PLGA (216, 217, 242, 243)
Mediante RNA de interferencia (siRNA) PLGA (244-246)
Terapia combinada; (Liberación fármaco (paclitaxel) y (siRNA) PLC/PbAE (247)
Administración de péptidos y proteínas
Insulina PLGA (15, 21, 79, 258, 260, 261)
Ciclosporina A PLGA (259)
Calcitonina PLGA (263) 
Interferón-α PLGA (264)
Anticuerpo monoclonal 3D8 scFv PLGA (265)
Superóxido dismutasa PLGA (266)
L-asparraginasa, catalasa, glucosa oxidasa PHBV (47)
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Tratamiento de infecciones bacterianas, fúngicas y parasitarias

Una de las ventajas debidas al tamaño de las nanopartículas, es su capta-
ción por parte del sistema fagocítico mononuclear. Así, se ha aprovechado esta
característica para su empleo como vector de fármacos dirigidos a estas células.
En el caso de Leishmania, un parásito intracelular obligado, se han encapsula-
do diversos fármacos como la anfotericina B en nanopartículas de PLGA (169)
o PCL (170) o la primaquina (171), la pentamidina (17) y la atovacuona (172)
en nanopartículas de PLA para su liberación a nivel intracelular en macrófagos.
Además, la administración subcutánea de partículas de PLA con el arjunglucó-
sido I (4-epi-sericósido) (173) disminuyó en un 75% la carga de parásitos en el
bazo en un modelo in vivo de hamster, con respecto al 38% de fármaco libre.
La administración de partículas de PLA vacías, disminuyó en un 25% la carga
de parásito, probablemente debido al propio efecto adyuvante del polímero. Asi-
mismo, la incorporación del fármaco en las partículas, redujo el efecto hepato-
tóxico y nefrotóxico asociado al fármaco (173).

Se ha descrito además el uso de nanopartículas de PLGA para la adminis-
tración en infecciones bacterianas intracelulares como micobacterias (174), para
la cual se ha testado la administración oral del antibiótico estreptomicina (26,
175) así como nanopartículas conteniendo tres fármacos eficaces contra esta bac-
teria (la rifampicina, la isoniazida y la pirazinamida) y administradas por vía
pulmonar (176). En este último caso, tras la administración de las nanopartícu-
las se mantuvieron niveles terapéuticos de fármaco durante 6-8 días en plasma,
y hasta 11 días en los pulmones. La encapsulación en nanopartículas de PLGA
permitió prolongar significativamente la semivida de eliminación de estos com-
puestos comparada con su administración oral, y ninguna micobacteria pudo ser
detectada en los pulmones tras 5 dosis de tratamiento. Otro caso de infección
bacteriana intracelular para la que se ha estudiado el uso de nanopartículas de
PLGA con getamicina es la Brucelosis (22, 177). Otros antibióticos como el ci-
profloxacino (178), la nafcilina (179), el cloranfenicol (180), y la rifampicina
(181), han sido también encapsulados en este tipo de sistemas.

Cáncer

Un campo de investigación de creciente interés es la aplicación de estas na-
nopartículas en la terapia frente al cáncer. El empleo de nanopartículas de po-
liésteres se fundamenta en su capacidad de disminuir la toxicidad sistémica in-
trínseca de los agentes quimioterápicos, hecho que limita en gran parte la dosis
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administrada a los pacientes, así como la mejora de la eficacia de los trata-
mientos. Las nanopartículas son dirigidas al foco del tumor, desde el que van
liberando de manera controlada el fármaco antineoplásico, prolongando la se-
mivida del fármaco y ejerciendo una acción local.

Existen múltiples ejemplos de estos fármacos antineoplásicos encapsulados
en partículas de PLGA [5-FU (182), paclitaxel (25, 39, 52 183-186), cisplatino
(24, 187-190), doxorubicina (191-193), camptotecina (194), 9-nitrocamptoteci-
na (16), docetaxel (49, 195), adriamicina (196)], o en nanopartículas de PCL
como el tamoxifeno (62, 197), cisplatino (198), taxol (199), doxorubicina (193),
oridonina (200) o 5-FU y paclitaxel (60), etc.

Las nanopartículas pueden ser administradas por diferentes vías; por vía
oral se obtiene un aumento significativo de la biodisponibilidad de fármacos
antineoplásicos que presentan una baja absorción y/o una elevada toxicidad
cuando se administran de forma libre. Administrando el fármaco en nanopartí-
culas se consiguen espaciar las administraciones del quimioterápico, reducien-
do considerablemente los efectos secundarios asociados a nivel gastrointesti-
nal. Administradas por vía intravenosa las nanopartículas han sido utilizadas
para el tratamiento de tumores cerebrales. Nanopartículas de PLGA cubiertas
de polisorbato 80 o poloxámero 188 fueron capaces de atravesar la barrera he-
matoencefálica y liberar doxorubicina aumentando significativamente la espe-
ranza de vida en ratas con glioblastoma (201) y reduciendo considerablemen-
te la cardiotoxicidad y la toxicidad testicular asociada a la administración del
fármaco libre. El transporte del fármaco a través de la barrera hematoencefáli-
ca por parte de las nanopartículas parece ser debido a una interacción media-
da por receptor en las células endoteliales del capilar cerebral, facilitada por
ciertas apolipoproteínas del plasma adsorbidas a las nanopartículas a lo largo
de su transporte por la sangre (201).

Además, dada la elevada toxicidad de los fármacos antineoplásicos, se han
realizado múltiples aproximaciones para dirigir estas partículas de manera es-
pecífica al tumor. Así, se han incorporado a la formulación anticuerpos mono-
clonales o fragmentos de anticuerpos dirigidos frente a epítopos propios sobre-
expresados o expresados únicamente por el tumor (inmuno-nanopartículas) (184,
194, 202-204), el fragmento TTC de la toxina C del tétanos para dirigirlas al
sistema nervioso central (205), u otros ligandos como el aptámero A10 (206)
molécula que se une a un antígeno específico presente en la membrana de cé-
lulas cancerígenas de próstata. Esta acción dirigida aumenta la biodisponibili-
dad del fármaco en el lugar de acción, reduciendo a la vez los efectos secun-
darios del tratamiento.
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Asimismo, el empleo de nanopartículas en medicina nuclear se ha extendi-
do al tratamiento del cáncer en el campo de la radioterapia. Se ha descrito re-
cientemente la encapsulación en nanopartículas de poliésteres de radioisótopos
como el Rhenio (186Re, 188Re) (207). La implantación mediante inyección intra-
tumoral de estas partículas, permite que la radiación quede localizada y restrin-
gida a la zona de la masa tumoral irradiada por las propias nanopartículas.

Otro campo en el que se está investigando a fin de disminuir los efectos tó-
xicos de la terapia antitumoral, es el empleo de agentes fotosensibilizadores,
moléculas capaces de generar especies reactivas del oxígeno citotóxicas, única-
mente cuando son excitadas a una longitud de onda determinada. Nanopartícu-
las de PLGA se formularon incorporando diversos fotosensibilizadores como el
meso-tetrafenilpofolactol (208) o el Zinc (II) ftalocianina (209). En algunos ca-
sos, las partículas no son fototóxicas, y sólo tras la internalización de la partí-
cula en la célula diana el fotosensibilizador es liberado y resulta entonces sen-
sible a la acción de la excitación a longitud de onda adecuada.

Restenosis

La restenosis es una enfermedad en la que se produce el estrechamiento y
reobstrucción de una arteria, que experimentan algunos pacientes tras haberse
sometido a un procedimiento de angioplastia. La restenosis se produce cuando
la arteria se vuelve a estrechar debido a un crecimiento del tejido cicatricial en
la pared interior de la arteria en el lugar de la cirugía como resultado del trau-
ma mecánico originado por la intervención quirúrgica. Se han descrito diversos
compuestos para el tratamiento de esta enfermedad, pero ninguno de ellos ha
conseguido su validación clínica, ya que la administración sistémica de los mis-
mos resulta en una insuficiente concentración en el lugar del daño arterial (210).
Por ello, la administración controlada y sostenida de estos compuestos libera-
dos desde nanopartículas implantadas en el lugar de la intervención quirúrgica
se ha postulado como una alternativa con grandes posibilidades de éxito para el
tratamiento de esta enfermedad. El tamaño de las nanopartículas permite su pe-
netración en la pared arterial, desde donde se puede liberar el fármaco, alcan-
zado así un mayor efecto terapéutico. Diversas moléculas han sido encapsula-
das en nanopartículas de PLGA para ser empleadas en el tratamiento de la
restenosis, tales como el agente antiproliferativo U-86983, (211), lisinopril (212),
paclitaxel (213), dexametasona y rapamicina (94), alendronato (214) o la tri-
fostina (215). También se han descrito trabajos de liberación intravascular, para
la posterior internalización intracelular de nanopartículas encapsulando plásmi-
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dos u oligodeoxinucleótidos antisentido, con el fin de inhibir la expresión de ge-
nes implicados en la enfermedad, como la proteína quimiotáctica de monocitos
1 (216) y el receptor beta del factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGFbetaR-AS) (217). Además, la modificación de la superficie de la nano-
partícula con la incorporación de compuestos como la heparina o el bromuro de
didodecilmetilamonio (DMAB) permite la localización de las partículas en la
pared arterial (211, 218).

Vacunación

En los últimos años se ha estudiado la encapsulación o adsorción de antí-
genos en la superficie de nanopartículas biodegradables como una alternativa al
adyuvante tradicional alum con el objetivo de desarrollar mejores vacunas y re-
ducir tanto la frecuencia como el número de dosis requeridas para la inmuniza-
ción. Además se ha estudiado el empleo de nuevas rutas y vías de administra-
ción de vacunas que resulten más seguras para el paciente. Las nanopartículas
que contienen antígeno encapsulado pueden ser empleadas como un adyuvante
eficaz, dado que pueden actuar como reservorio y liberar el antígeno de mane-
ra sostenida, así como protegerlo de la degradación y dirigirlo a las mucosas en
el caso de la inmunización oral, nasal o pulmonar, o a las células presentadoras
de antígeno en el caso de las inoculaciones parenterales. Asimismo, las nano-
partículas pueden incorporar otros adyuvantes en la formulación, que puedan
aumentar o modular la respuesta inmune. La posibilidad de dirigir las nanopar-
tículas a las mucosas (ya sea por la vía oral, nasal o pulmonar), mimetiza, al
menos en parte, la vía natural de entrada al huésped de la mayoría de virus y
bacterias, aumentando la eficacia.

Se han llevado a cabo diversos estudios para desarrollar vacunas frente a
diferentes enfermedades, empleando nanopartículas de PLGA. Es el caso de la
hepatitis B, una enfermedad que produce la inflamación del hígado y que afec-
ta casi al 5% de la población mundial (8). Entre un 5-10% de las infecciones
agudas de esta enfermedad en adultos y hasta el 90% en el caso de niños se
convierten en crónicas (219) debido a la falta de un tratamiento específico. Es-
tos datos muestran cómo la vacunación se convierte en el único método para
prevenir la expansión del virus. Además, el poder dirigir el tipo de respuesta in-
mune a conseguir es relevante en este caso, ya que una vez establecida la cro-
nicidad de la enfermedad, la respuesta inmune celular resulta curativa para esta
enfermedad, pero la respuesta humoral puede resultar perjudicial. Así, nanopar-
tículas de PLGA encapsulando el antígeno viral HBcAg se administraron a ra-
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tones con o sin el inmunomodulador monofosfolípido A que favorece la res-
puesta Th1, obteniéndose mejores resultados de producción de interferón-γ con
el inmunomodulador que en ausencia del mismo (220). La capacidad de dirigir
una respuesta inmune de tipo Th1 por parte de las nanopartículas de PLGA en-
capsulando el mismo antígeno HBcAg se demostró nuevamente en los trabajos
de Lutsiak y col. (23). Estudios recientes demostraron la presencia de anticuer-
pos anti-HB a tiempos significativamente más tempranos en ratones inmuniza-
dos con el antígeno HbsAg encapsulado en nanopartículas de PLGA que admi-
nistrado de forma libre (221). Otros trabajos de desarrollo de micro y
nanopartículas de PLGA para su empleo como vacunas frente a la hepatitis B
han sido recogidos por Bharali y col. (222). También se han desarrollado vacu-
nas de nanopartículas de PLGA para esta enfermedad encapsulando el antígeno
HBcAg para su administración oral, dirigiendo de manera específica las nano-
partículas a las células M en las placas de Peyer, mediante el empleo de la lec-
tina Ulex europaeus l en un caso (223), o la lectina proveniente de la Arachis
hipogea en otro (224), obteniéndose mejores resultados en el caso de las partí-
culas dirigidas a las células M que las no dirigidas, y un título de anticuerpos
anti-HBsAg en suero por parte de las nanopartículas dirigidas y administradas
oralmente, comparable al obtenido al inyectar el antígeno por vía intramuscu-
lar, junto con el adyuvante alum.

Se han descrito además estudios de vacunas empleando nanopartículas de
PLGA, PCL y una mezcla de ambos polímeros, para la inmunización por vía
intranasal e intramuscular frente a difteria (225), mediante nanopartículas de
PLGA para la inmunización por vía oral frente a Helicobacter pilori (20) y ro-
tavirus (226), y para el tétanos mediante inmunización tanto por vía oral como
nasal (10).

Otros trabajos tienen por objeto conseguir un modelo de vacuna que per-
mita dirigir el antígeno a las células presentadoras de antígeno (células dendrí-
ticas) (227-229), y otra línea de investigación es el desarrollo de nuevos com-
puestos que puedan ser coencapsulados en las nanopartículas de PLGA para ser
empleados como adyuvantes en la formulación a fin de modular la respuesta in-
mune (230).

Además de su empleo como terapia preventiva en enfermedades infeccio-
sas, también se ha estudiado el empleo de vacunas para estimular el sistema in-
mune en la terapia frente al cáncer. Diversos antígenos tumorales han sido en-
capsulados en nanopartículas de PLGA para eliminar la tolerancia a
auto-antígenos tumorales, o para potenciar al sistema inmune frente a estos an-
tígenos tumorales (231).
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Terapia génica

Las nanopartículas poliméricas de PLGA han sido empleadas para el des-
arrollo de vectores no virales en terapia génica. Los vectores virales presentan
problemas de inmunogenicidad, además de su posible integración en el genoma
celular y la limitación del material genético que son capaces de incorporar. En
los últimos años se han descrito múltiples vectores no virales modificados con
lípidos catiónicos, polímeros catiónicos (232-236), etc. Sin embargo, el empleo
de las nanopartículas de poliésteres como vectores garantiza una mayor estabili-
dad, una mayor duración de la expresión génica y sobre todo una menor citoto-
xicidad al emplear polímeros biodegradabes y biocompatibles. De hecho, hoy en
día se valora la importancia de la seguridad del vector de expresión al mismo ni-
vel que la eficiencia de expresión génica para el éxito de la terapia génica (210).
Así, se han descrito trabajos tanto para inducir la expresión de genes mediante
plásmidos de DNA (18, 19, 237-241), como para inhibir la expresión de deter-
minados genes mediante oligonucleótidos antisentido (216, 217, 242, 243) o RNA
de interferencia (siRNA) (244-246) liberados desde estos sistemas. Incluso se han
descrito trabajos en la lucha contra el cáncer en los que se emplea una terapia
combinada de liberación controlada del fármaco antineoplásico paclitaxel desde
nanopartículas de PCL junto a silenciamiento de genes mediante la liberación de
moléculas de siRNA desde nanopartículas de poli-beta-amino-ésteres (PbAE) a
fin de obtener un mayor efecto terapéutico (247).

Se ha demostrado que el empleo de nanopartículas de PLGA posee nume-
rosas ventajas con respecto a otros vectores no virales convencionales como la
polietilenimina: no son citotóxicas e incrementan significativamente la expre-
sión del transgén (18, 19) ya que la duración y la velocidad de liberación del
material genético desde las nanopartículas puede ser modulado modificando los
componentes de la formulación; la relación láctico/glicólico, el peso molecular
del polímero y la composición de la formulación. Al igual que para otras apli-
caciones biomédicas, la liberación intracelular sostenida en el tiempo del mate-
rial genético y la posibilidad de modificar las características de la superficie de
las nanopartículas recubriéndolas con ligandos u otro tipo de sustancias que di-
rijan las partículas a las células diana, ofrece una mejora sustancial con respec-
to al empleo de otros vectores. Como se ha mencionado anteriormente, la in-
ternalización intracelular de las nanopartículas depende en gran medida de las
características de la superficie de las mismas, incluyendo el potencial de mem-
brana, hidrofilicidad, etc. que también puede ser modificadas. De hecho, la car-
ga de la superficie de las nanopartículas es la característica que les permite es-
capar de los endolisosomas una vez que son internalizadas en las células (248);
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así, variando la carga de la superficie de la partícula se puede dirigir potencial-
mente al lisosoma o al citoplasma. Se ha especulado incluso con la posibilidad
de incorporar señales de localización a orgánulos específicos para dirigir las na-
nopartículas en el interior celular, como la señal de localización nuclear en el
caso de la terapia génica (210), a fin de conseguir mejorar la eficiencia de trans-
fección. A su vez, la internalización de las nanopartículas depende de su tama-
ño, y se ha comprobado que esta característica puede afectar a la eficiencia de
transfección de plásmidos de DNA (249). Así, partículas de tamaño inferior a
100 nm presentaron una capacidad de transfección 27 veces superior a nano-
partículas de tamaño superior (250). Otro parámetro importante a tener en cuen-
ta en la formulación es el peso molecular del polímero. Nanopartículas formu-
ladas con un polímero de PLGA de peso molecular 143 kDa mostraron entre 50
y 100 veces mayor eficiencia de transfección génica que aquellas nanopartícu-
las formuladas con el polímero de peso molecular de 12 kDa; las obtenidas con
el de 53 kDa presentaron a su vez entre 6 y 15 veces más eficiencia de trans-
fección que las de 12 kDa (251). Este hecho se atribuye a la mayor encapsula-
ción de DNA en las nanopartículas. La composición del polímero puede a su
vez afectar a la hidrofobicidad de las nanopartículas y por tanto puede influen-
ciar la encapsulación y la liberación del DNA desde las mismas. Nanopartícu-
las preparadas empleando polímeros más hidrofóbicos (PLA) mostraron una efi-
ciencia de transfección menor que aquellas formuladas con copolímeros de ácido
láctico y glicólico (251). La liberación más lenta de DNA desde la matriz poli-
mérica más hidrofóbica puede ser responsable de los menores niveles de trans-
fección génica.

Además de su empleo para el tratamiento de enfermedades caracterizadas
por una alteración genética, las nanopartículas biodegradables de PLGA han sido
utilizadas para la liberación de plásmidos de DNA que codifiquen para la ex-
presión de proteínas antigénicas como una nueva estrategia de vacunación. Este
sistema de vacunación con DNA presenta diversas ventajas como inducir una
respuesta humoral y celular, la facilidad de producción y la mejora de la esta-
bilidad del DNA (238, 252-254).

Administración de péptidos y proteínas

El desarrollo experimentado en los últimos años en la tecnología para la pro-
ducción y purificación de proteínas terapéuticas recombinantes, así como la alta
especificidad y actividad de las mismas, ha provocado un creciente interés por
el empleo de éstas en el tratamiento de múltiples enfermedades. En el grupo de
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proteínas potencialmente terapéuticas se incluyen entre otras, hormonas, citoqui-
nas, factores de crecimiento, anticuerpos, factores neurotróficos, enzimas, etc.
(255-257). El desarrollo de esta tecnología, ha forzado el progreso paralelo de
tecnologías para la administración de estas macromoléculas, ya que la adminis-
tración libre de las mismas presenta problemas de baja biodisponibilidad por vía
oral debido a su inestabilidad en el tracto gastrointestinal, a que presentan una
semivida corta por la acción de las proteasas, y que muchas de ellas no son ca-
paces de difundir a través de determinadas barreras biológicas como la barrera
hematoencefálica. En los últimos años se han intensificado los esfuerzos para la
encapsulación de estas proteínas y péptidos en nanopartículas de PLGA, ya que
estos vectores poliméricos pueden mantener la integridad y la actividad.

Dado que las proteínas son compuestos generalmente hidrofílicos, el méto-
do más utilizado para la preparación de estas nanopartículas es la evaporación
del disolvente tras la formación de una doble emulsión de tipo A/O/A.

Existen varios obstáculos para la encapsulación de proteínas en nanopartí-
culas de PLA, PLGA, PCL, etc. Uno de los principales problemas es que los
productos ácidos de la degradación del polímero, pueden interactuar con las car-
gas positivas de la proteína pudiendo alterar o bloquear su liberación o exponer
a la proteína encapsulada a un pH ácido, pudiendo formar agregados de prote-
ína encapsulada que afectan directamente a la actividad de la misma. Otro de
los factores que pueden alterar la estabilidad de la proteína son los procesos de
homogenización (por sonicación, alta presión, etc.) necesarios para la formula-
ción de las partículas. Además, las proteínas tienden a migrar a la interfase exis-
tente entre la fase acuosa y la orgánica, hecho que puede provocar cambios con-
formacionales que afectan a la actividad de la proteína, y que pueden
transformarla en inmunogénica (210).

Para todo ello se han empleado diferentes estabilizantes en la formulación
de las nanopartículas de PLGA, a fin de mantener la integridad y actividad de
las proteínas encapsuladas. Así por ejemplo, diferentes estabilizantes como el
pluronic F68, trehalosa, bicarbonato sódico fueron empleados para mantener la
estabilidad de la insulina, de manera que la liberación controlada de la proteí-
na activa desde las nanopartículas disminuyó de manera prolongada los niveles
de glucosa en un modelo animal de rata diabética (21, 28).

Otro de los objetivos perseguidos es la mejora de la biodisponibilidad de
péptidos y proteínas administradas por la vía oral. Así por ejemplo, se han des-
crito trabajos de formulación de nanopartículas de PLGA para mejorar la bio-
disponibilidad de péptidos como la ciclosporina A (259) y de hormonas como
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la insulina (15, 260 261). Otra de las vías de administración estudiadas para la
administración de proteínas es la vía pulmonar (262). Así, se han diseñado na-
nopartículas de PLGA recubiertas de quitosano para la administración pulmo-
nar del péptido calcitonina (263). El recubrimiento con quitosano, polisacárido
biodegradable mucoadhesivo, tenía por objeto prolongar la retención de las na-
nopartículas en el pulmón, tal y como se demostró en un modelo de cobaya. Las
partículas recubiertas presentaron un efecto farmacológico en la disminución de
los niveles de calcio en sangre significativamente más prolongado que las par-
tículas sin recubrir, y fueron eliminadas más lentamente que las nanopartículas
no modificadas. Esta vía también ha sido utilizada para la administración de in-
sulina encapsulada en nanopartículas de PLGA. Así, Kawashima y col. (79) for-
mularon y administraron mediante el empleo de un inhalador nanopartículas de
PLGA a cobayas, demostrando una reducción significativa de los niveles de glu-
cosa en sangre, comparado con la administración de una solución de insulina.

Se ha descrito la encapsulación de la citoquina interferón-γ en nanopar-
tículas y micropartículas de PLGA (264) consiguiéndose mantener la integridad
estructural y la actividad de la proteína. En el caso de la encapsulación del an-
ticuerpo monoclonal 3D8 scFv en nanopartículas de PLGA (265), el empleo del
estabilizante manitol en la formulación permitió mantener la estabilidad y la ac-
tividad del anticuerpo. Además, la encapsulación de la enzima superóxido dis-
mutasa en nanopartículas de PLGA, protegió del estrés oxidativo a un cultivo
celular de neuronas humanas (266).

CONCLUSIONES

La variedad de polímeros, el desarrollo de nuevos derivados poliméricos y
nuevas metodologías para la elaboración de nanopartículas formuladas a partir
de poliésteres, han permitido que un gran número de grupos de investigación
haya focalizado sus trabajos en el desarrollo de estos sistemas. De los retos pen-
dientes queda por mejorar los redimientos de los proceso de fabricación y so-
bre todo la adaptación de la fabricación de estos sistemas a escala industrial y
en condiciones asépticas, ya que los poliésteres son susceptibles de degradación
con la mayoría de los métodos de esterilización habitualmente empleados. Sin
embargo y a pesar de ciertas limitaciones, estas nanopartículas representan sis-
temas prometedores para la administración de un amplio rango de moléculas ac-
tivas como sustancias antitumorales, antibióticos, péptidos, proteínas, genes, etc,
que serán utilizadas tanto en el tratamiento como en el diagnóstico de múltiples
patologías.
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3. Nanopartículas a base de polisacáridos:
quitosano

F. M. GOYCOOLEA1, 2, C. REMUÑÁN-LÓPEZ 1, M. J. ALONSO 1

1 Facultad de Farmacia. Universidad de Santiago de Compostela.
Santiago de Compostela.
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y Desarrollo, A. C. Hermosillo, México.

Los polisacáridos son los polímeros naturales más versátiles debido al am-
plio espectro de propiedades químicas, físicas y funcionales que confluyen en
los organismos vivos, tales como conferir estructura, almacenar energía y otras
funciones mucho más especializadas, tales como reconocimiento y adhesión
en células eucariontes, señalización y activación de procesos de resistencia en
plantas, formación de biopelículas en microorganismos, entre otras. A pesar
del elevado tonelaje de polisacáridos que se utilizan como materias primas en
las industrias de fibras, textil, papel y alimentos (p. ej. derivados de celulosa
y almidones) hay cada vez mayor evidencia que sugiere que ciertas familias
de polisacáridos poseen propiedades funcionales tales que pueden ser explo-
tadas en otros sectores industriales especializados como el biomédico, cos-
mético y farmacéutico. Es especialmente relevante que algunos de estos bio-
polímeros combinan propiedades fisicoquímicas como la capacidad de formar
sistemas tipo hidrogeles, micro y nanopartículas, con propiedades biológicas
como la bio y mucoadhesividad que en su conjunto los hacen particularmen-
te atractivos en la ingeniería y diseño de materiales empleados en ciencias de
la salud.

En esta Sección se abordan las propiedades fisicoquímicas y biofarmacéu-
ticas de sistemas de nanopartículas a base de quitosano y de quitosano combi-
nado con oligo y polisacáridos que abarcan los siguientes componentes: ciclo-
dextrinas, alginato, ácido hialurónico y glucomanano. Desde nuestro punto de
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vista, estos sistemas actualmente tienen alto potencial para el desarrollo de una
nueva generación de nanopartículas coloidales poliméricas que factiblemente se
convertirán en nanomedicinas innovadoras para la administración de fármacos
vía transmucosa.

NANOPARTÍCULAS CONSTITUIDAS POR QUITOSANO

Generalidades sobre el quitosano

El quitosano es un aminopolisacárido obtenido a escala industrial por N-
desacetilación termoalcalina de la quitina aislada de los deshechos de crus-
táceos. A lo largo de la década pasada el quitosano se ha utilizado amplia-
mente en el desarrollo de sistemas potencialmente innovadores para la
liberación de fármacos e ingeniería de tejidos y comercialmente en la manu-
factura de parches cicatrizantes (e.g. HemCon®). Más del 50% del número
total de solicitudes de patentes registradas en 2006 que reivindican el uso de
este biopolímero como una parte sustancial de la invención están relaciona-
das con la liberación de fármacos, ingeniería de tejidos y cicatrización de 
heridas (1). Actualmente estos son los nichos de mercado de mayor cre-
cimiento en el mundo (2).

Químicamente, el término quitosano define a una familia de herteropo-
lisacáridos lineales que están formados por 2–amino–2–deoxi–β–D–gluco-
sa (unidades D) y 2–acetamido–2–deoxi–β–D–glucosa (unidades A) unidas
en (1→4) (Figura 3.1). Las unidades de tipo A a menudo están presentes en
menor proporción que las de tipo D, y su contenido, expresado como la re-
lación molar de unidades A frente al total (A+D), se conoce como el grado
de acetilación que se expresa como porcentaje (GA) o como una fracción
(FA). Junto al grado de polimerización, el GA es un parámetro fundamen-
tal que determina directamente las propiedades fisicoquímicas y biológicas
del quitosano (3-5).

Además de la proporción molar neta de unidades A, su distribución en la
cadena del quitosano determina las propiedades y varía con el protocolo de pre-
paración. Muestras de quitosano homogéneamente desacetilado con FAen el ran-
go de 0.04-0.49, han demostrado por 1H NMR que la frecuencia de distribución
de diadas corresponde a un patrón aleatorio. Mientras que muestras de quitosa-
no con el mismo rango de FA producidas bajo condiciones heterogéneas parecen
tener una distribución ligeramente más cercana a un patrón de bloque (6).
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Desde el punto de vista fisicoquímico, el quitosano es un biopolímero hi-
drosoluble que puede formar películas, hidrogeles, andamios porosos, fibras, mi-
cro y nanopartículas en condiciones y medio ácido suaves. Además, el carácter
policatiónico le confiere al quitosano alta afinidad para asociar macromoléculas
terapéuticas (p. ej. insulina, pADN, siARN, heparina, etc.) y antigénicas, a las
cuales protege de la degradación enzimática e hidrolítica. Las propiedades fisi-
coquímicas, biológicas y farmacológicas del quitosano han sido descritas en de-
talle en varios artículos de revisión (7-12) y en un libro editado en Español (13).

El quitosano se ha utilizado ampliamente en la industria de alimentos y está
aprobado como aditivo en Japón. Se comercializa en Europa, EUA y en otros
países como un atrapador de grasa en formulaciones para reducir el colesterol
y el sobrepeso, se ha evaluado en ensayos clínicos como potenciador de la pe-
netración de fármacos por vía nasal (14) y como excipiente farmacéutico (15).
Una monografía para el uso biomédico de la sal de hidrocloruro de quitosano
ha sido incluida en la cuarta edición de la Farmacopea Europea publicada en
2002. Se sabe que el quitosano es degradado por varias enzimas, entre ellas las
quitinasas y la lisozima presente en superficies mucosas y en suero humano (16-
19) así como por enzimas gástricas como la papaína, pepsina, y lipasa A (20).
Otras propiedades biológicas han sido ampliamente estudiadas en el quitosano,
tanto in vitro como en modelos animales, entre ellas cabe mencionar las si-
guientes: mucoadhesividad (21, 22), biocompatibilidad (17, 23), baja toxicidad
(24), inmunoestimulación (25-28), capacidad para facilitar la absorción de ma-
cromoléculas biológicas a través de barreras epiteliales por la apertura transito-
ria de las uniones estrechas celulares (29-33). Por otra parte, a lo largo de la pa-
sada década se ha dedicado un gran esfuerzo al estudio de las modificaciones
químicas del quitosano para, de este modo, explorar su máximo potencial de
aplicación. Entre los principales productos derivados, merecen especial mención
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FIGURA 3.1.  Estructura esquemática representativa de una cadena de quitosano conteniendo
residuos de monosacáridos 2–acetamido–2–deoxi–β–D–glucopiranosa (residuos A) y 2-amino-

2-deoxi-β-D-glucopiranosa (residuos D), ambos unidos por enlaces β (1− 4).



quitosano trimetilado, tiolado, N,O–carboximetilado y el injertado con polieti-
len glicol (PEG), los cuales exhiben propiedades mejoradas para el desarrollo
de aplicaciones farmacéuticas (34-36). Estas modificaciones son determinantes
no sólo en el patrón de solubilidad del quitosano, sino en sus propiedades bio-
lógicas y funcionales (37-40).

MÉTODOLOGÍAS Y PARÁMETROS CRÍTICOS DE PRODUCCIÓN
DE NANOPARTÍCULAS DE QUITOSANO

Las nanopartículas a base de quitosano se forman de acuerdo a una apro-
ximación de tipo ‘bottom-up’ como resultado de procesos de auto-asociación o
entrecruzamiento en virtud de los cuales las cadenas poliméricas se ordenan en
estructuras nanoscópicas ya sea por interacciones inter o intramoleculares de
tipo covalente o no covalente. En estas nanopartículas o nanoesferas el fárma-
co puede ser atrapado o ligado a la matriz polimérica sólida (o semi-sólida). 
Las metodologías más comunes mediante las cuales es posible preparar nano-
partículas a base de quitosano se presentan en la Figura 3.2. A menudo, se uti-
liza una combinación de métodos; por ejemplo, entrecruzamiento covalente de
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la superficie de nanopartículas previamente obtenidas por coacervación. Es im-
portante señalar que a pesar de la diversidad de métodos documentados y agen-
tes químicos disponibles para obtener nanopartículas a base de quitosano, sólo
unos cuantos de éstos ofrecen potencial real para el desarrollo de aplicaciones
farmacéuticas debido al estricto marco regulatorio que deben cumplir los exci-
pientes para la liberación de fármacos. Dentro de los que mayor atención han
recibido, destacan aquellos basados fundamentalmente en el principio de la ge-
lificación iónica del quitosano utilizando tripolifosfato pentasódico (TPP) (41).

Nuestro grupo de investigación ha sido pionero en el desarrollo de plata-
formas para la liberación de fármacos basadas en nanopartículas de quitosano
gelificado ionotrópicamente con TPP (41). Entre las ventajas de este sistema
cabe destacar que evita el uso de altas temperaturas, solventes orgánicos o pro-
cesos drásticos como la sonicación, que unido a la naturaleza policatiónica del
quitosano le confieren a estos sistemas la capacidad para asociar de forma efi-
ciente y preservar la estabilidad y bioactividad de macromoléculas terapéuticas
contra su degradación. Este sistema ha mostrado alta capacidad de carga de pép-
tidos y proteínas hidrofílicas tales como insulina (42-46), albúmina sérica de bo-
vino (47, 48) y toxoide tetánico (46). La capacidad de carga se ve principal-
mente afectada por la solubilidad y el pI de la proteína (46), la carga teórica de
ésta (47), pH (44) y por el peso molecular del quitosano (46). Otras macromo-
léculas que se han cargado exitosamente en prototipos de estas nanopartículas
incluyen: pDNA (49), heparina (50), β–lactoglobulina (51), y péptidos hidrofó-
bos como la ciclosporina A (CyA) (52,53). Moléculas pequeñas hidrófilas como
glicirrizinato de amonio (fármaco antiinflamatorio) (54) también han sido aso-
ciadas a estos sistemas.

El mecanismo propuesto para la formación de nanopartículas de quitosano-
TPP plantea que la gelificación ionotrópica del quitosano ocurre por interaccio-
nes electrostáticas entre productos de la disociación del TPP en solución acuosa
(P3O10

–5 y HP3O10
–4), con los grupos –NH3

+ del quitosano (41). El tamaño de par-
tícula de este sistema es muy sensible al pH y la fuerza iónica (55). A su vez, el
efecto de otras condiciones preparativas y de las características intrínsecas del qui-
tosano ha sido estudiado, con atención a la composición (47, 48, 56); peso mole-
cular y grado de acetilación del quitosano (46, 47, 57, 58). En general, el tamaño
de partícula en este sistema se ha observado que varía en un rango de 100 a 350
nm; el potencial zeta entre +20 y +50 mV e invariablemente poseen una morfo-
logía esférica de acuerdo a evidencia de microscopía de transmisión electrónica y
de fuerza atómica (59). Dichas características, confieren a las nanopartículas de
quitosano propiedades óptimas para la interacción con diversos epitelios.
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PROPIEDADES DE LIBERACIÓN DE FÁRMACOS Y APLICACIONES
BIOFARMACÉUTICAS DE NANOPARTÍCULAS DE QUITOSANO

Habida cuenta de sus propiedades fisicoquímicas y biológicas, el quitosano
se ha utilizado en investigación farmacéutica centrada en el desarrollo de vehí-
culos nanoparticulares innovadores. En este sentido, son de destacar en estos
sistemas tanto la capacidad para proteger macromoléculas bioactivas frente a la
degradación, como la habilidad para transportarlas a través de las barreras de
las mucosas. En consecuencia, su aplicación se ha enfocado al desarrollo de na-
novehículos aptos para la administración por vías no invasivas, tales como las
mucosas ocular, nasal y oral (60-63). Adicionalmente, estudios recientes han de-
mostrado la factibilidad de incorporar nanopartículas de quitosano-TPP en mi-
cropartículas a base de manitol secadas por aspersión para la administración por
vía del epitelio pulmonar (64). A continuación se da cuenta del potencial de es-
tos sistemas para la administración transmucosal en sus distintas modalidades.

Administración ocular

La eficacia de nanopartículas de quitosano para prolongar la administración
de fármacos a la superficie del ojo ha sido firmemente demostrada (61, 63). Esto
se ha conseguido con CyA como fármaco modelo cuya administración se pue-
de ver beneficiada de una liberación prolongada, toda vez que este fármaco se
prescribe para el tratamiento del síndrome de ojo seco severo. Es interesante
anotar que las nanopartículas de quitosano fueron capaces de proveer una ad-
ministración selectiva y prolongada de CyA a la mucosa ocular sin comprome-
ter tejidos internos y evitando la absorción sistémica (52). En estudios subse-
cuentes, utilizando quitosano marcado fluorescentemente fue posible demostrar
que la adhesión de nanopartículas de quitosano a la córnea y conjuntiva persis-
te durante más de 24 h (65).

Administración nasal

Las nanopartículas de quitosano han demostrado mejorar el transporte y bio-
disponibilidad de macromoléculas terapéuticas y antigénicas a través de la mu-
cosa nasal (66, 67). Los estudios para mejorar la eficacia de nanopartículas para
la liberación de macromoléculas por vía nasal se han centrado en dos tipos de
macromoléculas: insulina y antígeno de toxoide tetánico. La administración de
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nanopartículas de quitosano cargadas con insulina por vía nasal en conejo con-
ducen a una disminución significativa de los niveles de glicemia (~ 40%), con
respecto a una solución de insulina y quitosano (42). En otros estudios se ha
abordado la respuesta inmune posterior a la administración de nanopartículas
cargadas con toxoide tetánico, empleado como un antígeno modelo (46). Para-
lelamente, se ha demostrado el potencial de las nanopartículas de quitosano para
la administración de plásmidos por vía nasal, con resultados prometedores (68).
Otros autores también han generado resultados interesantes al utilizar este sis-
tema para la inmunización genética por vía nasal y pulmonar frente a Hepatitis
B y Mycobacterium tuberculosis, respectivamente (69, 70). En general, los re-
sultados de estudios diversos son consistentes con la hipótesis que las nanopar-
tículas de quitosano atraviesan la mucosa nasal y alcanzan las células presenta-
doras de antígeno. Los mecanismos en virtud de los cuales las nanopartículas
de quitosano mejoran el transporte intranasal de macromoléculas terapéuticas,
se entienden como una consecuencia de la facilidad de interacción de dichas na-
nopartículas con el epitelio nasal.

Administración oral

Las nanopartículas de quitosano también han sido ampliamente estudia-
das como vehículos para la administración oral de macromoléculas terapéuti-
cas (43, 45, 62, 71). En este particular, la administración oral de nanopartícu-
las de quitosano cargadas con insulina a ratas diabéticas resultó en la aparición
de una respuesta hipoglucémica en un período de 8 h posterior a la adminis-
tración, la cual se prolongó hasta por 24 h (43). La evidencia experimental de
estos y otros estudios (45), es consistente con la hipótesis de que estos siste-
mas son capaces de adherirse firmemente y traspasar el epitelio intestinal, ade-
más de ceder el péptido en forma sostenida al torrente sanguíneo. Esta hipó-
tesis ha sido corroborada por observaciones de microscopía de barrido láser
confocal (CLSM) que revelaron que una porción de las nanopartículas son in-
ternalizadas en cultivos celulares monocapa tipo enterocito Caco-2 y que di-
cha interacción es aun más importante con células que secretan mucus, MTX-
E12 (72). De aquí, que se haya sugerido que la presencia de mucus favorece
la interacción de las partículas con el epitelio subyacente. Aun cuando esta in-
terpretación no puede trasladarse directamente a la situación in vivo, se pue-
de aceptar razonablemente que las nanopartículas de quitosano son capaces de
conferir protección al péptido frente a la degradación y facilitan la interacción
con mucosas absorbentes.
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NANOPARTÍCULAS HÍBRIDAS A BASE DE QUITOSANO Y OTROS
OLIGO Y POLISACÁRIDOS

Una nueva generación de nanopartículas ha sido desarrollada en nuestro
Grupo y otros, incorporando por un lado quitosano, y por otro, oligo y polisa-
cáridos que han incluido: ciclodextrinas, alginato, ácido hialurónico y gluco-
manano. La base racional para la incorporación de dichos componentes en las
nanopartículas ha sido el buscar mejorar la interacción con barreras mucosas y
por tanto incrementar la biodisponibilidad de macromoléculas terapéuticas al ad-
ministrarlas por vía transmucosa. En esta sección abordaremos en detalle las
propiedades fisicoquímicas y biofarmacéuticas de los siguientes sistemas nano-
particulares híbridos: quitosano-ciclodextrinas, quitosano-alginato, quitosano-
ácido hialurónico y quitosano-glucomanano.

NANOPARTÍCULAS QUITOSANO-CICLODEXTRINAS

Las ciclodextrinas (CD) son oligosacáridos cíclicos, producidos a partir de
la amilosa y constituidos por 6, 7 u 8 unidades (α-, β- o γ-ciclodextrinas, res-
pectivamente) de D–glucosa articuladas por enlaces α(1→4). Las CDs poseen
una cavidad interior lipofílica y una superficie externa de naturaleza hidrofíli-
ca. Esta estructura molecular característica confiere a las CDs la capacidad para
albergar en su interior a moléculas (generalmente de naturaleza hidrófoba) dan-
do lugar a complejos de inclusión que presentan una serie de ventajas en for-
mulaciones farmacéuticas, que incluyen: protección contra la degradación físi-
ca, química y enzimática; estabilización y aumento de la solubilidad; control de
la liberación; reducción de la irritación y enmascaramiento de sabores y olores
desagradables (73). En el caso de macromoléculas, su tamaño e hidrofilia pre-
vienen que sean incluidas en su totalidad en el interior de la cavidad de las CDs.
No obstante, se ha descrito que pueden hacerlo parcialmente por vía de inter-
acciones de sus cadenas hidrófobas (74), siendo esta inclusión parcial suficien-
te para mejorar la estabilidad (75). Otras propiedades ventajosas descritas para
las ciclodextrinas, incluyen la habilidad para inhibir la función de la glicopro-
teína-P, así como de incrementar la permeabilidad de los epitelios (74). Algu-
nas ciclodextrinas han demostrado ser altamente efectivas como promotoras de
la absorción de macromoléculas, tales como la insulina o calcitonina, a través
del epitelio nasal (76) y pulmonar (77).

Otra ventaja importante a resaltar sobre las CDs es el alto grado de cono-
cimiento existente acerca de sus propiedades farmacéuticas y toxicológicas. Las
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β–CDs naturales ya han sido aprobadas en EUA como excipiente GRAS. Por
otra parte, mediante modificación química, las CDs naturales son sustituidas en
los grupos hidroxilos con grupos metilo, hidroxipropil, carmoximetil o sulfobu-
til éster, de forma que se han obtenido derivados aniónicos más hidrosolubles e
incluso con mejores perfiles de toxicidad que las ciclodextrinas sin modificar.
En la actualidad se comercializan varios derivados de CDs en diferentes for-
mulaciones y para distintas vías de administración (78).

Habida cuenta de las ya mencionadas ventajas que exhiben las CDs por sí
mismas como excipientes farmacéuticos, éstas han sido incorporadas en partí-
culas nanométricas como una estrategia para diseñar sistemas de liberación ver-
sátiles capaces de encapsular fármacos con diferentes propiedades fisicoquími-
cas. El abordaje más común en este sentido, ha consistido en la incorporación
de complejos de inclusión fármaco-CD previamente formados en nanopartícu-
las poliméricas. La presencia de CDs en estos sistemas resulta generalmente en
un incremento de la carga de fármaco (79, 80).

Por otra parte, nuestro grupo ha sido pionero en demostrar la factibilidad
tecnológica de formar nanopartículas híbridas compuestas a base de quitosano
con derivados de ciclodextrinas: hidroxipropil-β-ciclodextrina, carboximetil-β-
ciclodextrina y sulfobutil éter-β-ciclodextrina (50, 81-84). Esta estrategia ofre-
ce la ventaja de combinar las propiedades de conferir solubilidad, estabilidad y
permeabilidad de las ciclodextrinas con aquellas mucoadhesivas y también per-
meabilizantes del quitosano, para devenir en un tipo de nanovehículo de libera-
ción de fármacos con características únicas.

Las nanopartículas de quitosano-CD pueden prepararse utilizando la técni-
ca basada en el concepto de gelificación ionotrópica aplicado al quitosano (41).
Brevemente, estos sistemas se forman debido al ensamblado en forma de es-
tructuras nanométricas del quitosano al interactuar con un agente reticulante. Di-
cho agente reticulante puede ser, o bien TPP o la propia CD (82), en depen-
dencia de la carga eléctrica de la CD elegida. En el caso de CD con bajo grado
de sustitución por grupos aniónicos, se precisa del uso de TPP para promover
la gelificación del quitosano. En contraste, la incorporación de CD con un ele-
vado grado de sustitución con grupos aniónicos está mediada por la interacción
electrostática con el quitosano y las CDs por sí mismas pueden actuar como
agentes reticulantes.

Tal como sucede con las nanopartículas compuestas únicamente por quito-
sano, el tamaño de aquellas que incorporan CD varía en dependencia de los pa-
rámetros de formulación, tales como el grado de acetilación y peso molecular
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del quitosano y la relación de masa entre el quitosano y la CD. En general, la
incorporación de CD tiene un efecto moderado sobre las características físicas
de las nanopartículas resultantes cuyos valores de tamaño y potencial zeta fluc-
túan en un rango entre 275 y 550 nm y son cercanos a +35 mV, respectivamente
(82). La inclusión de CDs neutras conlleva a una leve disminución del poten-
cial zeta de la nanopartícula, un efecto que se atribuye a la presencia de CD en
la superficie (81). Lógicamente, en el caso de nanopartículas que contienen CDs
aniónicas, la reducción del potencial zeta es más pronunciada (82). Mediante
uso de macroanálisis elemental ha sido posible concluir que la carga electrostá-
tica de la CD es el principal factor que determina la composición de nanopartí-
culas de quitosano-CD. En el caso de CDs neutras, la incorporación en la ma-
triz alcanza hasta un 20%, en tanto que para aquellas que contienen CDs
aniónicas éstas pueden representar hasta un 60% de la composición final (82).

Las nanopartículas de quitosano-CD han sido evaluadas en su habilidad para
cargar fármacos con propiedades fisicoquímicas diversas incluyendo tanto sus-
tancias de muy baja solubilidad como macromoléculas. Por ejemplo, fármacos
altamente hidrófobos como el triclosan y la furosemida pueden incorporarse sa-
tisfactoriamente en este tipo de nanopartículas gracias a su inclusión previa en
la cavidad de la CD (81). En estudios posteriores, se ha demostrado que las na-
nopartículas de quitosano-CD son aptas para cargar muy eficientemente diver-
sos tipos de macromoléculas terapéuticas tales como heparina (50), insulina (84)
y pDNA (83). Por tanto, esta nueva clase de nanopartículas híbridas ofrece ven-
tajas específicas cuando se compara con las nanoparículas formadas únicamen-
te por quitosano.

Propiedades de liberación de fármacos y aplicaciones biofarmacéuticas
de nanopartículas de quitosano-ciclodextrinas

El potencial de las nanopartículas de quitosano-CD como vehículos para la
administración de macromoléculas terapéuticas a través de mucosas ha sido in-
vestigado tanto en estudios in vitro como in vivo (83, 84). Por un lado, se han
llevado a cabo estudios en cultivos celulares Calu-3 (83), como modelo que si-
mula adecuadamente las características del epitelio respiratorio (nasal y trá-
queobronquial) (85). Por otra parte, se ha estudiado la capacidad de este siste-
ma para el transporte de insulina a través de la mucosa nasal (84).

Los estudios in vitro en células Calu-3 han abarcado los siguientes aspec-
tos: pruebas de citotoxicidad en células en proliferación; estudios sobre la mo-
dulación de la barrera intercelular en células diferenciadas, para lo cual se 
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monitorizaron los cambios en la resistencia transepitelial (TEER); estudios de
internalización por CLSM y estudios de transfección con pSEAP (plásmido mo-
delo que codifica la expresión de fosfatasa alcalina secretada).

Los resultados obtenidos en células Calu-3 revelaron que las nanopartícu-
las que contienen CD en su composición resultaron ser menos tóxicas en un am-
plio rango de dosis, lo que ha sido atribuido al excelente perfil de biocompati-
bilidad de las CDs (78). Concretamente, los valores de IC50 fueron
aproximadamente 3 veces mayores para estas partículas que para las formula-
ciones que contenían únicamente quitosano (83). A su vez, las células en esta-
do diferenciado fueron expuestas a distintas dosis de nanopartículas y los valo-
res de TEER medidos a distintos tiempos por un período de hasta 2 h y una vez
retiradas las muestras, se continuaron monitorizaron hasta 12 h. Mientras que
los tratamientos control (tampón HBSS pH 6.4 y 7.4) no produjeron cambios,
las nanopartículas de quitosano-CD redujeron la TEER bajo un efecto dosis-de-
pendiente y saturable. Estos resultados han sido atribuidos principalmente a la
apertura de las uniones estrechas intercelulares, lo cual supone un aumento de
la permeabilidad del epitelio al paso de moléculas por vía paracelular y pone de
manifiesto el potencial de estos sistemas como promotores de la absorción de
fármacos. En todos los casos se observó un efecto completamente reversible en
la TEER una vez que se retiraron los tratamientos, diagnóstico de que las célu-
las permanecieron funcionalmente intactas.

Por su parte, se estudió el potencial de las nanopartículas quitosano-CD
como vehículos sintéticos de ADN (83). Primeramente se utilizó microscopía
CLSM a fin de evaluar la interacción de las partículas con células Calu-3 dife-
renciadas. Se utilizaron nanopartículas preparadas con quitosano marcado con
fluoresceína, en tanto que para la precisa localización de los sistemas, se utili-
zó un segundo marcador del núcleo celular, el yoduro de propidio. Los resulta-
dos permitieron demostrar que las nanopartículas penetran en forma eficiente en
las células y se distribuyen en forma homogénea en el medio intracelular inde-
pendientemente de su composición. Esto permitió anticipar que el ADN una vez
encapsulado en las nanopartículas, podría penetrar en forma eficiente al interior
de las células. Posteriormente, se llevaron a cabo estudios de transfección en el
mismo modelo celular, utilizando el plásmido pSEAP, cuya expresión celular
permite la posibilidad de cuantificar la proteína secretada al medio de cultivo
mediante una técnica no destructiva. Los resultados revelaron que todas las for-
mulaciones de nanopartículas ensayadas dieron lugar a un mayor nivel de ex-
presión proteica que cuando se aplicó el plásmido en forma libre. En general,
los mayores niveles de expresión se observaron para nanopartículas preparadas
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con quitosano de bajo peso molecular, independientemente del tipo de CD. Los
resultados fueron concordantes con aquellos obtenidos en diversos estudios re-
alizados con nanopartículas de quitosano y quitosano-ácido hialurónico y com-
plejos de quitosano-pADN, en los cuales, las mayores eficacias de transfección
encontradas para los sistemas con quitosano de bajo peso molecular se atribu-
yeron a una más fácil y rápida liberación intracelular del plásmido (86, 87).

Los estudios in vivo consistieron en la administración nasal a conejos de las
formulaciones de nanopartículas de quitosano-CD conteniendo insulina, así
como de un control constituido por el péptido en solución (84). Los resultados
obtenidos mostraron que las nanopartículas produjeron un descenso máximo de
los niveles de glucosa plasmática equivalente a un 35% del valor basal, frente
a sólo un 14% producido por la administración de una dosis idéntica de insuli-
na en solución (5 UI/kg). No se apreciaron diferencias entre el efecto hipoglu-
cémico inducido por los diferentes sistemas (quitosano-CM-β-CD y quitosano
SBE-β-CD) y la efectividad no se vio influenciada por la cantidad de quitosa-
no ni CD presente en la formulación. En base a estos resultados, se han suge-
rido dos mecanismos por los que los sistemas de nanopartículas quitosano-CD
son capaces de incrementar la absorción sistémica de insulina. Por un lado, las
nanopartículas se adhieren al epitelio nasal, donde gracias a sus componentes
(quitosano y CD), actúan como promotores de la absorción mediante la apertu-
ra de las uniones estrechas intercelulares y, simultáneamente, liberan la insuli-
na, que a su vez ve facilitado su paso por vía paracelular. Y por otro lado, tal
vez en modo minoritario, las nanopartículas pueden ser internalizadas y atrave-
sar el epitelio nasal por vía transcelular, actuando como verdaderos nanovehí-
culos de macromoléculas.

NANOPARTÍCULAS QUITOSANO-ALGINATO

El alginato es otro polisacárido obtenido principalmente a partir de algas
marinas marrones y que ha atraído especial interés en el campo biomédico a lo
largo de la última década (88). Químicamente, es un co-polímero constituido
por poli-D–manuronato (poli-M) y poly-L-guluronato (poli-G) homopoliméri-
cos y por bloques donde ambos residuos ocurren alternadamente. La composi-
ción de la cadena de alginato, resumida en el valor de la relación de la fracción
molar de residuos de D-manuronato a L-guluronato (ratio M/G) es determinan-
te en las propiedades fisicoquímicas y funcionales del alginato. Destaca en este
sentido, la capacidad de gelificar en presencia de cationes bivalentes específi-
cos (Ca2+, Sr2+, Ba2+) como consecuencia de la interacción cooperativa tipo ‘caja
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de huevos’ (‘egg-box’ en Inglés) entre bloques de poli-G de longitud más de 6-
10 residuos, en virtud de la cual dos grupos carboxilato forman un complejo de
coordinación con el catión (89). Con base a esta capacidad de formar hidroge-
les y de la demostrada biocompatibilidad del alginato, se ha utilizado amplia-
mente en el diseño e ingeniería de biomateriales (90). Adicionalmente, desde
hace casi cuatro décadas se le han atribuido al alginato propiedades bioadhesi-
vas (91, 92). Sin embargo, sólo recientemente dichas propiedades se han ex-
plotado en formulaciones para el tratamiento de desórdenes del tracto esofági-
co superior como el reflujo (93), que son condicionantes del síndrome de Barret,
el cual a su vez es precursor del adenocarcinoma de esófago (94).

Dado que las propiedades fisicoquímicas y biológicas del alginato en cier-
ta medida son complementarias a las del quitosano, se ha investigado el des-
arrollo de sistemas nanoparticulares a base de ambos polisacáridos. Se han des-
crito al menos tres distintas estrategias metodológicas para preparar
nanopartículas de este tipo (95), mismas que se representan esquemáticamente
en la Figura 3.3 y discuten en detalle a continuación.

Nanopartículas de alginato pre-gelificado recubiertas con quitosano

Un proceso consistente en dos etapas ha sido descrito en virtud del cual el al-
ginato es pre-gelificado en presencia de cloruro cálcico bajo sonicación para obte-
ner un nanogel el cual es posteriormente recubierto con quitosano (96) (Figura 3.3a).
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FIGURA 3.3.  Representación esquemática de tres distintos tipos de nanopartículas a base de
quitosano y alginato: a) Nanomatriz pre-gelificada de alginato por reticulación ionotrópica con
cloruro cálcico recubierta con quitosano; b) Nanomatriz de quitosano preparada por
coavervación con sulfato de sodio recubierta con alginato; c) Nanomatriz híbrida co-gelificada
por gelificación ionotrópica de quitosano con tripolifosfato pentasódico (TPP) y complejación

concomitante del alginato. Reproducida con permiso de Woodhead Pub. Ltd.



Las partículas así obtenidas presentan un tamaño medio de 650 ± 22 nm siempre y
cuando se mantenga controlada la relación de masas de cloruro de calcio/alginato
en el rango de 0.08 a 0.35 y a una relación de quitosano a alginato de 0.1. El papel
de los principales parámetros que determinan las características de este sistema ha
sido estudiado (97). En general, el uso de polímeros de bajo peso molecular con-
duce a partículas de menor tamaño (~ 338-415 nm) independientemente de la rela-
ción de masa alginato/quitosano.

Nanopartículas de quitosano coacervado recubiertas con alginato

Un segundo protocolo de preparación consistente en tres etapas ha sido des-
crito para la preparación de nanopartículas cargadas con proteína y optimizado
como una plataforma para la cesión de antígenos (98). Para este propósito, nano-
partículas de quitosano son inicialmente pre-formadas al mezclar una solución de
sulfato sódico en una de quitosano en presencia de un surfactante (Tween 80®)
bajo agitación suave y sonicación. Las partículas aisladas fueron liofilizadas y re-
suspendidas en un tampón de fosfato (pH 7.4) e incubadas en disoluciones de ovo-
albúmina de concentración variable. Posteriormente, la suspensión coloidal fue
añadida sobre soluciones de alginato de concentración variable para finalmente
reticular la recubierta de alginato con cloruro cálcico. Este protocolo conduce a
la obtención de nanopartículas de tamaño en el rango de 100 a 1000 nm con po-
tencial zeta marcadamente negativo (~ -35 mV) y la eficacia de asociación de ovo-
albúmina fue de 40%. La recubierta de alginato se encontró que confiere estabi-
lidad a las nanopartículas en fluido intestinal simulado (pH 6.8) a 37 °C y en
consecuencia se previene la liberación tipo ‘burst’ de la ovoalbúmina.

Nanopartículas co-gelificadas híbridas de quitosano-alginato

Recientemente hemos descrito un nuevo tipo de sistema nanoparticulado hí-
brido formado en una sola etapa por la gelificación ionotrópica del quitosano
con TPP concomitante a la complejación con alginato (99). Para ello, se utilizó
alginato con pesos moleculares en el rango 4 a 32 kDa y una relación de masa
alginato/quitosano de 0.1:1. El tamaño de las nanopartículas obtenidas estuvo
en un rango de 247 - 359 nm, tuvieron una polidispersión relativamente eleva-
da (PI < 0.36) y un potencial zeta de + 43.1 ± 4.0 mV. Estas nanopartículas per-
manecen estables en tampón acetato (pH 4.3) a 37 °C durante ~20 min, inde-
pendientemente del peso molecular del alginato.
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Propiedades de liberación de fármacos y aplicaciones biofarmacéuticas 
de nanopartículas de quitosano-alginato

El sistema de nanopartículas de alginato pre-gelificadas ionotrópicamente y
recubiertas con quitosano ha sido aplicado para la administración oral de insu-
lina (100), consiguiendo más de un 70% de eficacia de asociación. Los resulta-
dos obtenidos permitieron demostrar que la difusión de insulina se ve retarda-
da por el complejo formado entre quitosano y alginato. Adicionalmente, la
estructura secundaria de la insulina atrapada en la matriz de este sistema se con-
serva durante el proceso de preparación y liberación (101). Estudios hechos en
rata diabética revelaron que la administración oral estas partículas consigue re-
ducir en un 40% los niveles de glucosa en plasma con respecto a los valores ba-
sales con dosis de 50-100 UI/kg y mantienen la hipoglucemia durante un perí-
odo superior a 18 h (100).

A su vez, nanopartículas co-gelificadas de quitosano-TPP con alginato
han sido evaluadas como vehículos para la administración nasal de insulina
en conejos. Los resultados mostraron que estas nanopartículas fueron capa-
ces de facilitar el transporte de insulina a través de la mucosa nasal, y de pro-
mover una absorción significativa (equivalente a una reducción de 40% de
los niveles plasmáticos de glucosa) durante un período que se prolongó du-
rante varias horas (99).

NANOPARTÍCULAS DE QUITOSANO-ÁCIDO HIALURÓNICO

Junto con el quitosano y el alginato, el ácido hialurónico (también llamado
hialuronán) es el otro polisacárido principal que se ha considerado como base
para el desarrollo de aplicaciones biomédicas. El ácido hialurónico es un ami-
nopolisacárido que existe en la matriz extracelular de los tejidos conectivos de
animales vertebrados. El ácido hialurónico tradicionalmente se extrae del humor
vítreo de bovinos, de la cresta de gallos o de cordones umbilicales. El mismo
polisacárido se produce actualmente a gran escala a partir de las bacterias Strep-
tococcus zooepidermicus y Streptococcus equi, con lo cual el precio ha dismi-
nuido notablemente y por tanto el número de aplicaciones ha ido en aumento
(102). La estructura química del ácido hialurónico se define como un heteropo-
lisacárido lineal copolimérico tipo AB constituido por unidades de ácido D-glu-
curónico unidas por enlaces β(1—>4) y por residuos 2-acetamido-2-deoxi-β-D-
glucosa enlazadas de acuerdo a un patrón β(1—>3). El ácido hialurónico se
considera no sólo un excipiente farmacéutico sino un fármaco. Su biocompati-
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bilidad y propiedades viscoelásticas son la base de su utilización en oftalmolo-
gía, dermatología y en el tratamiento de la osteoartritis. Desde un punto de vis-
ta biofarmacéutico, el principal interés se ha centrado en sus propiedades bio y
mucoadhesivas, particularmente debido a los receptores celulares CD44 hacia
este polisacárido que ocurren en las barreras biológicas (103, 104).

El quitosano y el ácido hialurónico han sido asociados conjuntamente en
nanopartículas híbridas co-gelificadas con el propósito de mejorar las propieda-
des para el transporte de macromoléculas (105). Esto se ha conseguido por el
proceso de gelificación ionotrópica del quitosano descrito anteriormente para
sistema quitosano-alginato. Este tipo de nanopartículas se forman por el mez-
clado simple de una disolución acuosa de quitosano con otra de ácido hialuró-
nico en presencia de TPP. La incorporación de ácido hialurónico ha sido de-
mostrada por medio de electroforesis en gel de agarosa y la estabilidad al ser
incubadas en fluido lacrimal simulado fue estudiada durante un período de 24
h. Las nanopartículas se forman a una relación de masa de ácido hialurónico/qui-
tosano en el rango de 0.1:1.0 a 1:1. Ambas concentraciones, la de ácido hialu-
rónico y la de TPP, afectan directamente al tamaño de partícula. Estas nanopar-
tículas, al igual que las co-gelificadas a base de quitosano-alginato, presentan
un potencial zeta positivo que fluctúa en el rango ~ + 30 - ~ + 40 mV. En ge-
neral, el aumento en la cantidad de ácido hialurónico conduce a una reducción
en los valores de potencial zeta, lo que ha sido interpretado como la conse-
cuencia esperada de la localización preferente de las cadenas de ácido hialuró-
nico sobre la superficie de las nanopartículas.

Propiedades de liberación de fármacos y aplicaciones biofarmacéuticas 
de nanopartículas de quitosano-ácido hialurónico

Nanopartículas a base de quitosano-ácido hialurónico se han cargado con
albúmina de suero de bovino (ASB), insulina, péptidos hidrofóbicos tales como
la CyA y con plásmido que codifica la expresión de proteína fluorescente ver-
de (pEGFP-C1). En todos los casos, la eficacia de asociación es muy alta (~
90%) y muy similar a la evaluada en nanopartículas a base de quitosano sólo.
En el caso de la eficacia de asociación de ASB, se ha encontrado que la pre-
sencia de ácido hialurónico no presenta influencia sobre este parámetro. Esto ha
sido explicado con base a la interacción entre ASB y el ácido hialurónico me-
diada por asociación hidrófoba, puentes de H y otras fuerzas intermoleculares
(106). Por su parte, la CyA también ha sido incorporada en este sistema, como
modelo de polipéptido notablemente hidrófobo, carga eléctrica neutra, carácter
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lipofílico y que es ampliamente utilizado en terapia y como agente inmunosu-
presor. Esto se hizo teniendo en cuenta estudios previos en los cuales se de-
mostró que la co-administración intravenosa de CyA y ácido hialurónico con-
lleva a un aumento de cuatro veces en el efecto inmunosupresor del péptido
(107), un efecto atribuido a la interacción del ácido hialurónico con el receptor
CD44 antes mencionada. Por su parte, la utilidad del sistema quitosano-ácido
hialurónico para mejorar la biodisponibilidad de CyA posterior a la administra-
ción por vía oral (53) y ocular (52) ha sido demostrada. Las ventajas biofarma-
céuticas de las nanopartículas a base de quitosano y ácido hialurónico, le hacen
un excelente candidato para la liberación de macromoléculas terapéuticas por
vía transmucosa.

Estudios llevados a cabo por nuestro grupo han buscado desarrollar nano-
vehículos innovadores a base de quitosano-ácido hialurónico para la liberación
de genes (108). Para este fin, se han obtenido nanopartículas cargadas con ADN
plasmídico utilizado quitosano de peso molecular ~ 10-12 ó ~ 125 kDa y áci-
do hialurónico de peso molecular < 10 ó ~ 170 kDa. Estas partículas se han
formulado por gelificación ionotrópica del quitosano con TPP y complejación
concomitante del ácido hialurónico con quitosano. La biocompatibilidad, in-
ternalización celular y eficacia de transfección de estas nanopartículas así como
los posibles mecanismos subyacentes han sido estudiados tanto en la línea ce-
lular HEK293 (108), en un modelo de epitelio de córnea humano, como en epi-
telio ocular de conejo (87). Para ello, se han asociado al plásmido pEGFP-C1
y a otro que codifica la expresión de beta galactosidasa (pβ-Gal). En ambos
casos, más del 86% del pDNA se mantiene asociado a las diversas formula-
ciones de acuerdo a ensayos de electroforesis en gel. La incubación de las na-
nopartículas cargadas con pADN con quitosanasa y hialuronidasa, permitió
comprobar que este sistema preserva intactas la conformación y bioactividad
de ambos plásmidos.

En lo que a las propiedades biofarmacéuticas de este sistema se refie-
re, vale la pena resaltar su baja citotoxicidad independientemente del peso
molecular de los polisacáridos. Aun a dosis de nanopartículas de 154
mg/cm2 la viabilidad celular se mantuvo por encima de 80%. Esto repre-
senta una mejora substancial sobre las nanopartículas a base de quitosano
únicamente (18-36 mg/cm2) en la misma línea celular. La disminución en
citotoxicidad se ha atribuido a la presencia de ácido hialurónico, debido a
su elevada biocompatibilidad e implicación en procesos biológicos tales
como adhesión celular y proliferación, entre otros. La eficacia de transfec-
ción, según lo revelaron observaciones por microscopía CLSM, fue alta y
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mostró diferencias asociadas al peso molecular del quitosano, mientras que
a tiempos más prolongados no se observan diferencias significativas aso-
ciadas al peso molecular del quitosano. El efecto del quitosano de bajo peso
molecular ha sido atribuido la liberación del pADN de las nanopartículas.
En tanto que quitosano de alto peso molecular exhibe mayor afinidad por
el ADN y por tanto, la disociación del complejo se ve menos favorecida
que en el caso de oligómeros de quitosano, una consecuencia del carácter
cooperativo de la unión entre los polielectrolitos quitosano y ADN (86).
Otra conclusión de los estudios de eficacia de transfección en este sistema
de nanopartículas fue que el número total de células expresan la proteína
fluorescente verde aumenta con la cantidad de ácido hialurónico presente.
Observaciones de microscopía CLSM de la internalización y distribución
intracelular llevados a cabo con pβ-Gal marcado fluorescentemente revela-
ron que las células expuestas a las nanopartículas tuvieron una fluorescen-
cia verde intensa, resultado de la presencia de pADN distribuido en el ci-
toplasma. Para esta respuesta no se observaron diferencias entre las distintas
formulaciones, un resultado que se puede considerar diagnóstico de que la
internalización celular no es un factor limitante en la eficacia de transfec-
ción. No obstante, observaciones después de 15 h revelaron la presencia de
manchas verdes asociadas a la presencia del plásmido en el citoplasma y el
núcleo. En general, los patrones observados permitieron concluir que el trá-
fico intracelular, y por tanto el acceso del pADN al núcleo, sí son depen-
dientes de la composición de la nanopartícula. Los ensayos de eficacia de
transfección in vivo llevados a cabo con este sistema, han mostrado que es
efectivo para transfectar células de córnea y conjuntiva después de la ad-
ministración tópica en conejos (87).

NANOPARTÍCULAS DE QUITOSANO-GLUCOMANANO

Otro polisacárido que se ha identificado con propiedades muy atractivas
para la formulación de nanopartículas a base de quitosano es el glucomanano
de konyac (Amorphophalus konjac), un tubérculo comestible en Asia. El uso
de este polisacárido está aprobado en alimentos y medicamentos en Europa,
EUA y Asia. En contraste con quitosano, alginato y ácido hialurónico que con-
tienen grupos con carga eléctrica en su estructura, el glucomanano natural es
un polisacárido neutro, aunque también está disponible comercialmente el de-
rivado fosforilado. La principal propiedad biofarmacéutica que da cuenta del
potencial del glucomanano en el desarrollo de sistemas nanoparticulares para
liberación de fármacos es su alto contenido de D-manosa, que le confiere la
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capacidad para interactuar con superficies biológicas que contienen receptores
de manosa, tales como las células M de las placas de Peyer (109, 110) y los
macrófagos (111).

Las nanopartículas de quitosano-glucomanano se pueden formar ya sea
en presencia o en ausencia de TPP, y con glucomanano nativo neutro o el
derivado fosforilado (112, 113). Ha sido posible también preparar nanopar-
tículas de quitosano-TPP recubiertas con el glucomanano derivatizado. En
general, estas nanopartículas ofrecen varias ventajas tecnológicas, que in-
cluyen poder ser liofilizadas en ausencia de agentes crioprotectantes así
como presentar mayor estabilidad en medios de alta fuerza iónica similares
a los encontrados en condiciones fisiológicas (tampón PBS pH 7.4) que las
nanopartículas de quitosano-TPP (112).

Las nanopartículas a base de quitosano y glucomanano fueron conce-
bidas con la idea de optimizar el comportamiento de las nanopartículas de
quitosano-TPP al potenciar la absorción de insulina administrada por la vía
oral. Para ello se evaluó la eficacia de este sistema en ratas normoglucé-
micas. La presencia del glucomanano en la nanoestructura fue crítica para
obtener una reducción de 50% en los niveles séricos de glucosa. Fue ade-
más interesante que la respuesta hipoglucémica apareció 14 h posterior a la
administración y se mantuvo durante un período de > 10 h. El papel del
glucomanano en potenciar la interacción de las nanopartículas con el epi-
telio intestinal ha sido investigado en estudios subsecuentes in vitro utili-
zando un co-cultivo de células Caco-2 y Raji como modelo de células M.
Estos estudios revelaron que la presencia de glucomanano potencia drásti-
camente la captura de nanopartículas por las células M con respecto a las
nanopartículas de quitosano (114).

CONCLUSIONES

A través de este capítulo, hemos buscado presentar una visión de los distintos
sistemas nanoparticulares a base de quitosano y otros oligo y polisacáridos abar-
cando tanto aspectos fundamentales como sus aplicaciones en liberación de fár-
macos y biofarmacéuticas. Sin duda, esta clase de nanomateriales son especial-
mente interesantes para la administración de macromoléculas terapéuticas por vía
transmucosal. Actualmente se llevan a cabo estudios toxicológicos y mecanísticos
que serán la base para que su aplicación comercial se vea materializada en un fu-
turo. Sistemas de nanopartículas híbridas tales como los que se han abordado en
este trabajo, con propiedades y funcionalidad mejoradas, continuarán ampliando el
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rango de estrategias para conseguir llegar a tejidos de mucosa diana, así como para
reducir la cantidad de quitosano necesaria para obtener el efecto deseado.

A mediano plazo, es de esperar que sistemas nanoscópicos avanzados de li-
beración de fármacos a base de quitosano co-gelificado con otros polisacáridos,
sean la base de nanomedicinas innovadoras relacionadas con estructuras tipo
«capa-por-capa», sistemas sensibles a estímulos biológicos y aquellos modifi-
cados en la superficie obtenidos por vía de la conjugación con otras especies no
sintéticas capaces de llegar a receptores celulares específicos (p. ej. azúcares,
enzimas, anticuerpos, lectinas, ácido fólico), tanto para la liberación dirigida de
fármacos como para terapia de cáncer.
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4. Nanosistemas lipídicos
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LIPOSOMAS
INTRODUCCIÓN: PERSPECTIVA GENERAL

Los liposomas fueron descubiertos en el año 1965 por Bangham y colabora-
dores (1), quienes constataron que ciertos lípidos pueden formar estructuras mem-
branosas artificiales cuando están en presencia de un exceso de agua. Estas es-
tructuras vesiculares, altamente organizadas, están constituidas por una pared
formada por lamelas o bicapas lipídicas concéntricas que están separadas por un
número igual de espacios de contenido acuoso (Figura 4.1). Para su elaboración,
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FIGURA 4.1. Microfotografía de un liposoma obtenida por microscopía electrónica de transmisión,
tras coloración negativa de las vesículas con ácido fosfotúngstico. Estructura vesicular constituida

por la pared, formada por 6-7 lamelas, e igual número de compartimentos acuosos.



habitualmente se utilizan fosfolípidos, con o sin la incorporación de colesterol o
de otros materiales, introducidos en la pared de los liposomas con el fin de dotar
a las vesículas de alguna propiedad particular (ej.: carga superficial).

Inicialmente estas vesículas se utilizaron como modelo de membranas bioló-
gicas, dada la similitud que presentan con ellas, pero muy pronto teniendo en cuen-
ta su versatilidad estructural, así como su carácter biodegradable y biocompatible,
se planteó su utilización en Drug Delivery siendo espectacular el número de tra-
bajos publicados sobre la utilización de liposomas en este campo desde que, al prin-
cipio de los años 70, Gregoriadis inició el estudio sobre el potencial que presentan
como sistemas de liberación de fármacos y otras moléculas bioactivas (2).

La versatilidad de los liposomas (3) se refleja en primer lugar, en el hecho de
que son capaces de incorporar a su estructura moléculas hidrofílicas, hidrofóbicas
y también de carácter anfifílico. Además, sus propiedades físicas como la carga
superficial, el tamaño, la permeabilidad/rigidez de la pared o su capacidad de car-
ga; pueden ser fácilmente modulables. Por último, utilizando lípidos funcionali-
zados, se pueden unir anticuerpos u otros ligandos a la superficie de estas vesí-
culas, que se convierten en sistemas de transporte con capacidad para acceder por
ejemplo, específicamente a un determinado tejido/célula tumoral (site-specific tar-
geting), de una forma bastante parecida a la que es de suponer había previsto Paul
Ehrilch cuando introdujo el concepto de bala mágica (4).

A pesar de todas estas ventajas, es indudable que también tienen limitacio-
nes en cuanto a su utilización como sistemas de liberación, lo que sin duda ex-
plica que todavía no sea muy importante el número de formulaciones aproba-
das y comercializadas para su uso en humanos. Entre estas limitaciones destaca
su comportamiento desfavorable en el medio gastrointestinal, lo que limita las
posibilidades que puedan ser administrados por vía oral, excepto que se intro-
duzca alguna modificación sobre la estructura vesicular clásica (por ejemplo el
recubrimiento de su superficie con un polímero adecuado), que permita superar
este comportamiento inapropiado (5, 6). Como consecuencia, la mayor parte de
los trabajos publicados se refieren a su utilización por vías de administración
parenterales, como la intravenosa, subcutánea, intramuscular o intraperitoneal
(7, 8), además de un grupo importante dedicado a explorar el interés que pue-
den tener como vehículos para la administración tópica cutánea y para la ad-
ministración transdérmica (9, 10). Mas recientemente, la posibilidad de admi-
nistrar liposomas en forma de aerosol por vía pulmonar ha sido objeto de estudio,
no sólo para el tratamiento de enfermedades que cursan a nivel pulmonar (ej.
asma, EPOC, fibrosis quística o tuberculosis), sino también para la administra-
ción de fármacos que actúen a nivel sistémico (11, 12).
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NOMENCLATURA UTILIZADA EN LIPOSOMOLOGÍA

Para referirse a los distintos tipos de liposomas se puede recurrir al criterio que
tiene en cuenta su tamaño y el número de bicapas o lamelas que conforman la pa-
red de la estructura vesicular. Otra alternativa podría ser referirse a ello haciendo
alusión al procedimiento por el que han sido obtenidos. Las dos posibles clasifica-
ciones y la nomenclatura utilizada en cada caso se recogen en las Tablas 4.1 y 4.2.

135

NANOSISTEMAS LIPÍDICOS

TABLA 4.1. Clasificación y nomenclatura de liposomas en función del tamaño
y la lamelaridad.

Abreviatura Nombre completo/lamelaridad Tamaño

MLV Vesículas multilamelares > 0.5 µm

OLV Vesículas oligolamelares 0.1-1 µm

UV Vesículas unilamelares Todos los rangos de tamaños

SUV Vesículas unilamelares pequeñas 40-100 nm

LUV Vesiculas unilamelares grandes > 400 nm

GUV Vesículas unilamelares gigantes > 1 µm

MVV Vesículas multivesiculares > 1 µm

MÉTODOS DE PREPARACIÓN DE LIPOSOMAS

Los liposomas se pueden obtener aplicando distintas metodologías, que con-
ducen a la formación de vesículas con características diferentes en función del
procedimiento aplicado (tamaño y distribución de tamaños, lamelaridad, efica-
cia de asociación…), lo que sugiere que diversos mecanismos pueden estar im-
plicados en este proceso de formación. El componente mayoritario de estas es-
tructuras son lípidos (en particular fosfolípidos) que, cuando se encuentran en
un medio acuoso a una temperatura próxima a su temperatura de transición de
fase, tienen la capacidad de formar estas estructuras vesiculares cerradas, in-
cluso de manera espontánea. Si la situación de partida es un film lipídico que
se hidrata con una solución acuosa mediante agitación mecánica, entonces lo
que se obtienen son vesículas multilaminares de tamaño relativamente grande y
heterogéneo, siendo éste además de el primer procedimiento de fabricación pro-
puesto, también el más sencillo y el más popular (1).



Partiendo de estas vesículas multilaminares y aplicando ultrasonidos, se
pueden obtener liposomas unilaminares de tamaño pequeño, tal y como propu-
sieron por primera vez en 1962 Saunders y col. (13).

Para controlar el diámetro de vesícula, la lamelaridad y también la homo-
geneidad del tamaño de los MLV obtenidos por hidratación de una película de
fosfolípidos, es posible aplicar un procedimiento de extrusión a la suspensión
heterogénea de vesículas MLV, que consiste en hacerlas pasar a través de filtros
de membrana de policarbonato con un tamaño de poro determinado. El núme-
ro de veces que se repita esta operación, así como el diámetro de poro utiliza-
do para llevarla a cabo, determina la lamelaridad y la dispersión de tamaños de
la suspensión final de liposomas (8).

La formación de la película de lípidos que representa la primera etapa de
la preparación liposomas MLV en todos los casos anteriormente citados, requiere
el uso de importantes cantidades de disolventes orgánicos que plantean impor-
tantes problemas de toxicidad ya que pueden comprometer la seguridad del pro-
ducto final obtenido, además de suponer un inconveniente serio para la obten-
ción de liposomas a nivel industrial, dado el impacto medioambiental que supone
el empleo de disolventes. Como consecuencia, se han propuesto procedimien-
tos alternativos que requieren el uso de disolventes menos tóxicos, como el eta-
nol, en los que la formación de los liposomas se produce por la inyección de
una solución etanólica de lípidos en un medio acuoso de volumen considera-
blemente mayor. De esta manera los liposomas se forman espontáneamente, pu-
diendo controlarse mínimamente sus características (tamaño, lamelaridad,…) a
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TABLA 4.2. Clasificación y nomenclatura de liposomas en función del método
de preparación

Abreviatura Nombre completo/método de preparación

REV Vesículas uni u oligolamelares obtenidas por evaporación en fase reversa

MLV-REV Vesículas multilamelares obtenidas por evaporación en fase reversa

SPLV Vesículas estables plurilamelares

FATMLV Vesículas multilamelares obtenidas por ciclos repetidos de congelación/descongelación

VET Vesículas obtenidas por extrusión

LUVET Vesículas unilamelares grandes obtenidas por extrusión

DRV Vesículas obtenidas por deshidratación/rehidratación



través de la relación de volúmenes de etanol/agua, la velocidad de inyección o
la concentración inicial de lípidos utilizada (14). El etanol utilizado se puede
eliminar fácilmente, por ejemplo por diálisis, si bien lo que limita en la prácti-
ca la utilización de este procedimiento es la posible inactivación de muchas bio-
moléculas en presencia del etanol.

Al final de la década de los 70, Szoka y Papahadjopoulos desarrollaron un
procedimiento de preparación de liposomas al que denominaron de evaporación
en fase reversa, mediante el cual se pueden obtener vesículas con un espacio cen-
tral acuoso mucho más voluminoso (15). En este método se parte de una disolu-
ción de los fosfolípidos en éter etílico que se mezcla con una fase acuosa en una
relación de volúmenes 1:3 (fase orgánica/fase acuosa). Esta mezcla se emulsifica
por sonicación obteniéndose una suspensión de micelas invertidas. A continuación
se elimina el éter a presión reducida (≈ 300 mm Hg), produciéndose al mismo
tiempo una agregación de dichas micelas que conduce a la formación de una es-
tructura tipo gel, la cual finalmente acaba por romper cuando se sigue incremen-
tando el grado de vacio aplicado (≈ 700 mm Hg) para lograr la completa elimi-
nación del disolvente orgánico. En todo este proceso las monocapas lipídicas que
constituyen las micelas se sitúan lo suficientemente cerca unas de otras, como para
dar lugar a las bicapas lipídicas que constituyen la pared de los liposomas. Las
vesículas formadas de esta manera son de tipo uni u oligolaminar, con un tama-
ño medio entorno a 500 nm aunque bastante heterogéneo. La fuerza iónica de la
solución acuosa determina la capacidad de encapsulación que van a tener las ve-
sículas, la cual puede oscilar entre en 20 y el 65% (a menor fuerza iónica mayor
eficacia de encapsulación). Posteriormente, el mismo Szoka (16), propuso la ex-
trusión secuencial de los liposomas obtenidos en fase reversa, como alternativa
para reducir tanto el tamaño como la polidispersión, si bien la eficacia de encap-
sulación disminuye en relación a las vesículas sin extruir.

Vesículas de tipo unilaminar pequeño se pueden obtener a partir de MLV
por una técnica de microfluidificación, la cual consiste en producir colisiones
entre los liposomas al hacerlos pasar rápidamente a presión, a través de filtros
de membrana de 5 µm de diámetro. Este proceso se repite una serie de veces,
de manera que se estima que después de 10 ciclos se pueden obtener SUV de
tamaño inferior a 100 nm (17).

La liofilización de vesículas SUV seguida de una fase de rehidratación se
ha propuesto como un procedimiento sencillo para obtener liposomas con ele-
vada capacidad de encapsulación (18). Este método ha sido recientemente mo-
dificado de manera que es posible obtener liposomas de tamaño submicromé-
trico y con una dispersión muy estrecha, estériles y libres de pirógenos (19).
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Finalmente, es posible obtener liposomas por un procedimiento denomina-
do de eliminación del detergente, a partir de micelas mixtas formadas por una
combinación de fosfolípidos y un detergente que preferiblemente debe presen-
tar una concentración crítica micelar elevada y un bajo índice de agregación (p.
ej. colato o desoxicolato sódico, octilglucósido o el Triton X-100). Para conse-
guir la eliminación del detergente que conduce a la formación de las vesículas,
se puede acudir a una técnica de diálisis (8), aunque también es posible hacer-
lo mediante cromatografía de exclusión en gel o por un procedimiento de ad-
sorción del detergente sobre partículas de resinas hidrofóbicas.

TIPOS DE LIPOSOMAS

Además de la clasificación habitual de los liposomas atendiendo a sus ca-
racterísticas fisicoquímicas o al proceso por el que han sido elaborados es posi-
ble realizar otra clasificación teniendo en cuenta más bien al comportamiento que
previsiblemente tendrán los liposomas como consecuencia de las modificaciones
que, con diferentes fines, se hayan podido introducir en su estructura. Desde este
punto de vista, se podrían distinguir los siguientes tipos de liposomas:

• Liposomas convencionales.

• Liposomas de circulación prolongada o stealth liposomas.
• Liposomas catiónicos.

• Inmunoliposomas.

Liposomas convencionales

Son los liposomas clásicos de superficie hidrofóbica, constituidos por ejem-
plo por fosfatidilcolina y colesterol que, tras su administración i.v., son rápida-
mente recubiertos por las proteínas plasmáticas y a continuación eliminados de
la circulación, tras ser fagocitados por células del RES (20).

Liposomas de circulación prolongada (Stealth liposomes)

La presencia de PEG en la superficie de los liposomas incrementa su hi-
drofilia, dando lugar a una reducción en la interacción con proteínas plasmáti-
cas y lipoproteínas (21, 22).

DOLORES TORRES Y BEGOÑA SEIJO

138



Esta modificación de los liposomas a la cual, teniendo en cuenta el mate-
rial utilizado se ha dado en llamar pegilación, sirve para conseguir dos funcio-
nes muy importantes: la primera, un incremento en la biodisponibilidad de los
fármacos encapsulados, y la segunda, que el proceso de liberación sea más len-
to y que se minimice la toxicidad y los efectos secundarios (23). Además del
PEG, otros poliméros como la poliacrilamida, el alcohol polivinílico o la poli-
vinilpirrolidona, han sido utilizados para logar los mismos objetivos (24).

Especialmente destacable del comportamiento de estos liposomas pegilados
es su capacidad para experimentar un proceso de extravasación en determina-
dos lugares en los que se produce un incremento en la permeabilidad de la pa-
red de los vasos sanguíneos, como puede ocurrir por ejemplo en zonas en las
que hay un proceso infeccioso o una inflamación (20).

Liposomas catiónicos

Su principal aplicación es la vehiculización de material genético (25). Los lípi-
dos catiónicos constitutivos de estos liposmas neutralizan la carga negativa del DNA,
formando así una estructura compacta aunque diferente de la estructura vesicular tí-
pica de los liposmas. Estos complejos resultantes de la interacción entre en DNA y
los lípidos catiónicos proporcionan una protección al material genético y promue-
ven la internalización y la expresión del plásmido en el interior celular (20).

Inmunoliposomas

Estos liposomas tiene la capacidad de dirigirse específicamente y recono-
cer algunas células y órganos del cuerpo, gracias a la presencia de determina-
dos elementos introducidos en el diseño de su estructura, como pueden ser an-
ticuerpos o fragmentos de anticuerpos, unidos a la superficie de los liposomas
(26). La elección del antígeno diana, la función del anticuerpo y el tipo del lin-
ker utilizado para lograr su unión a la la superficie (p. ej. PEG), son factores
que requieren un análisis exhaustivo en el diseño de este tipo de liposomas (27).

APLICACIONES EN MEDICINA

Los liposomas han sido objeto de un considerable interés en el campo de la
medicina, bien con fines terapéuticos o como herramientas de diagnóstico (3, 28,
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29). Sus propiedades fisicoquímicas, como composición, tamaño y estabilidad del
vehículo, pueden ser fácilmente modificados dependiendo de la aplicación con-
creta. Los liposomas han sido utilizados para proteger moléculas sensibles (p. ej.
arabinósido de citosina, DNA, RNA, oligonucleótidos antisentido), para mejorar
la captura intracelular y para cambiar el perfil farmacocinético y la biodistribu-
ción (tanto temporal como espacial) de la molécula encapsulada (30).

Desde el punto de vista de la administración, los liposomas pueden ser for-
mulados como suspensiones líquidas inyectables, aerosoles, cremas o geles, que
pueden ser administrados por diferentes vías, si bien lo más frecuente es que lo
sean por inyección i.v. En la Tabla 4.3 se recogen las formulaciones de liposo-
mas que están en el mercado y aquellas que se encuentran en una fase avanza-
da de investigación clínica, junto con la vía de administración y las patologías
para la que se ha propuesto su uso.

TABLA 4.3. Formulaciones que contienen liposomas, comercializadas o en fase
de ensayo clínico para su utilización por diferentes vías y con distintos fines

Vía administración/
Producto/Estatus Molécula activa Indicaciones

Administración i.v.

Ambisome® Anfotericina B Infecciones fúngicas sistémicas

Daunosome® Daunorubicina citrato Sarcoma de Kaposi

Mikasome® Amikacina Infecciones bacterianas graves

Doxil/Caelix Doxorubicina sulfato Sarkoma de Kaposi y cáncer de ovario refractario

SPI 077 Fase II Cisplatino Carcinoma células escamosas de cabeza y cuello

Myocet®/Evacet Doxorubicina citrato Cáncer de mama metastásico en combinación 
con ciclofosfamida 

Ventus® Fase III Prostaglandina E1 Síndrome de distress respiratorio agudo

OSI 211 Fase II Lurtotecan Leucemia mieloide refractaria. Cáncer de ovario y pulmón
de células pequeñas

Marqibo® Vincristina Linfoma no Hodgkin

Annamicina liposomal Fase II/III Annamicina Cáncer de mama

Aroplatin/Platar Fase I Derivados de platino Mesotelioma, cáncer colorrectal. Tumores sólidos

Atra i.v./Antragen® Ácido all-trans retinoico Leucemia promielocítica; Sarkoma de Kaposi
Visudyne® Verteporfin Degeneración macular húmeda en combinación con láser
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Vía administración/
Producto/Estatus Molécula activa Indicaciones

Administración i.m.y otras
Vacuna Novasome® Virus muertos enfermedad 
Enfermedad de Newcastle de Newcastle Enfermedad de Newcastle
Vacuna Novasome® Rheovirus Avian muertos Enfermedades producidas por Rheovirus Avian
Rheovirus Avian
Hepaxal® HAV Hepatitis A
Inflexal® Hemaglutinina y neuramidasa Influenza

de H1N1H3N2 y B
Pevi PRO y PEV3A Fase II Epitopos sintéticos de P. falciparum Malaria
DepoCyt (intratecal) Citosina arabinosido Meningitis linfomatosa y Neoplásica
Allovecvtin-7 (intralesional)
Fase III Plásmido HLA-B7 Terapia génica de cánceres metastásicos
Administración oral
Vacuna Novasome E. coli 0157:H7 E. coli 0157 muertos Infecciones por E. coli
Vacuna S. Flexneri 2A S. Flexneri 2A muertos Infecciones por S. flexneri
Administración tópica
ELA- Max® Lidocaina Anestesia local, alivio temporal del dolor/ picor intenso
Dimericine® Endonucleasa bacteriana T4N5 Trasplante renal Xeroderma pigmentosum
Administración tópica
Pevary crema® Econazol Infecciones fúngicas tópicas
Dolant® Diclofenaco Antiinflamatorio tópico
Administración pulmonar
Ambisome® Anfotericina B Infecciones fúngicas sistémicas; Trasplante pulmón; 

Aspergilosis: Leucemia mieloide aguda
Abelcet® Anfotericina B Infecciones fúngicas sistémicas; Trasplante de pulmón
9-N-Camptotecina Camptotecina Sarcoma de Erwing; Cáncer de Pulmón primario y metas-

tásico; Cáncer de útero y endometrio
Cisplatino liposomado Cisplatino Cáncer de pulmón
Arikace Amikacina Fibrosis quística
Interleukina 2 liposomada Interleukina 2 Metástasis pulmonares
Ciprofloxacino liposomado Ciprofloxacino Fibrosis quística
AeroLEF Fentanilo Dolores agudos cancerosos

Pentamidina liposomada Pentamidina Infecciones por VIH
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Del análisis de los datos recogidos en esta tabla, la principal conclusión que
se puede avanzar es que la mayor parte de las formulaciones que han alcanza-
do la fase de ensayo clínico, son formulaciones que han sido desarrolladas para
el tratamiento de diferentes procesos cancerosos (29, 31). No obstante, dado que
en esta misma monografía hay un apartado específico dedicado a la Nanotec-
nología farmacéutica y cáncer, en este capítulo no se hará una referencia ex-
plícita a esta aplicación concreta de los liposomas, ya que será tratada de ma-
nera conjunta con el resto de los nanosistemas en la citada sección.

Liposomas en infecciones

Puesto que los liposomas convencionales tras una administración i.v. sufren
una captura importante por parte de las células fagocíticas, se pueden conside-
rar vehículos ideales para dirigir medicamentos a los macrófagos, células que
en muchos casos son hospedadoras de parásitos, hongos, virus y bacterias (18).
Por otro lado, la encapsulación de agentes antiinfecciosos en liposomas de cir-
culación prolongada puede modificar el perfil farmacocinético y de biodistribu-
ción del fármaco y, por lo tanto, lograr una mejora de su índice terapéutico.

Antifúngicos

Diversos antifúngicos han sido encapsulados en vesículas fosfolipídicas, en-
tre los que se incluyen anfotericina B, nistatina, hamicina, ketoconazol, mico-
nazol y econazol. Precisamente la formulación de anfotericina B liposomada, el
Ambisome® (32), fue la primera que recibió la autorización para su comerciali-
zación y utilización en humanos. Diversos ensayos clínicos han demostrado la
seguridad y la eficacia de esta formulación, que muestra un perfil de tolerabili-
dad mucho mejor en relación a la formulación comercial en la que el fármaco
está en forma de micelas de desoxicolato (Fungizone). Su uso ha sido aproba-
do en USA y en Canada para el tratamiento de la leismaniasis visceral y tam-
bién para el tratamiento de infecciones sistémicas o diseminadas producidas por
Candida, Aspergillus o Criptococcus, en pacientes que son refractarios o into-
lerantes a una terapia convencional con anfotericina B. Su principal desventaja
es su precio elevado si se compara con la formulación en la que el fármaco está
bajo forma de micelas.

A esta primera formulación de este fármaco antifúngico han seguido otras
dos, el Abelcet® y el Amphotec®, que son formulaciones ya comercializadas en
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las que están presentes fosfolípidos aunque no bajo la forma concreta de lipo-
somas. Esto justifica la disparidad de resultados obtenidos con ambas formula-
ciones en relación al Ambisome®, probablemente como consecuencia de la di-
ferencia en los perfiles farmacocinéticos a que dan lugar: mientras que Abelcet®

y el Amphotec® sufren un proceso de eliminación bastante rápidos, Ambisome®

permanece en plasma durante un periodo de tiempo mucho mayor (t1/2 = 6-10
horas en humanos y en animales).

Antibióticos y antivirales

Diversos antibióticos han sido incorporados en formulaciones de liposomas,
con el fin de mejorar su perfil farmacocinético, para mejorar su interacción con
algunos patógenos y/o para reducir su toxicidad. Además, y dado que tiene ten-
dencia a acumularse en tejidos ricos en macrófagos, los liposomas pueden con-
tribuir a mejorar la liberación de algunos fármacos de este tipo en el interior de
la células que actúan como hospedadoras de ciertos patógenos como es el caso
de Mycobacterium tuberculosis. Con esta idea, Gilead Sciences Inc. ha des-
arrollado MiKasome® que es una formulación de liposomas SUV que contiene
el aminoglucósido amikacina. Tras su administración i.v. en ratas, ratones, mo-
nos y en humanos, se observa un aumento sustancial en el AUC y la vida me-
dia del antibiótico, en relación a los valores que se obtiene con el antibiótico li-
bre. Se ha comprobado asimismo que MiKasome® exhibe una mayor actividad
antibacteriana, en diferentes modelos tanto de infecciones intra como extrace-
lulares. En este momento se lleva a cabo la Fase II del ensayo clínico diseñado
para probar su utilidad para tratar infecciones bacterianas agudas en pacientes
con fibrosis quística (8).

Además de antibióticos, los liposomas han sido estudiados como vehí-
culos de una gran variedad de antivirales (p. ej.: indinavir o ribavirina) y de
oligonucleótidos antisentido. Estas formulaciones pueden ser útiles para tra-
tar infecciones virales y, en particular, para el tratamiento de la infección por
HIV (34). En este caso, para que se pueda logar una disminución eficaz de
la carga viral de HIV en reservorios presentes en células del tejido linfoide,
resulta fundamental el empleo de vehículos liposomales altamente selectivos,
como podrían ser inmunoliposomas, dirigidos específicamente a epitopos
como el determinante HLA-DR del complejo mayor de histocompatibilidad
clase II (MHC-II). Así, inmunoliposomas antiHLA-DR se han mostrado muy
eficaces para liberar indinavir al tejido linfoide al menos hasta 15 días des-
pués de la inyección, aumentando hata 126 veces la acumulación del fárma-
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co en nódulos linfáticos de ratones en relación al fármaco libre (35). Otros
resultados obtenidos en estudios in vitro confirman el potencial de esta for-
mulación, si bien hasta el momento no se han presentado resultados obteni-
dos tras su aplicación en modelos animales.

Liposomas en artritis reumatoide

La artritis reumatoide es una de las enfermedades crónicas autoinmunes
más comunes, junto con la esclerosis múltiple, la diabetes tipo I y la enfer-
medad de Crohn. Se caracteriza por una infiltración de las articulaciones afec-
tadas por células derivadas de la sangre, principalmente neutrófilos, macró-
fagos y células dendríticas. Como repuesta a una activación, estas células
producen citocinas y especies oxigenadas reactivas (ROS) que se liberan en
importantes cantidades en el tejido circundante. El resultado es un estrés oxi-
dativo que puede dar lugar a la destrucción de los constituyentes de la arti-
culación afectada, como son el líquido sinovial, cartílago articular, lípidos y
médula subcondral, si el sistema endógeno de defensa antioxidante no se pone
en marcha (36, 37). Una de las características de la enfermedad artrítica es
un aumento de la permeabilidad vascular a los coloides circulantes, lo que
abre interesantes posibilidad al tratamiento con fármacos incorporados en for-
mulaciones de liposomas. A ello hay que añadir el hecho de los fagocitos que
están implicados en los procesos inflamatorios, son capaces de captar partí-
culas coloidales para su eliminación y, en este sentido, también son una dia-
na potencial muy fácil de alcanzar para un fármaco liposomado. Reciente-
mente se ha analizado el potencial interés de diversas formulaciones de
liposomas que incluyen fármacos para el tratamiento de procesos artríticos
inflamatorios (38). Entre ellas se citan desde liposomas convencionales o li-
posomas de circulación prolongada a liposomas catiónicos, pH sensibles o
inmunoliposomas, habiéndose explorado su utilidad con diversos fármacos
como la prednisolona (ensayo clínico en Fase II de una formulación de lipo-
somas pegilados), dexametasona, metotrexato, superoxidodismutasa, lactofe-
rrina, clodronato o el celecoxib. Del análisis de los resultados se desprende
que su aplicación en procesos artríticos es prometedora, sobre todo en lo que
se refiere al diseño de formulaciones de liposomas funcionalmente modifi-
cados para conseguir un targeting activo en el propio entorno de la articula-
ción enferma, bien sea incluyendo algún elemento de repuesta frente al pH,
inductor de la adhesión/penetración o, incluso mejor, un elemento específico
de dirección al tejido sinovial (39).
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Liposomas en enfermedades respiratorias

La inhalación de aerosoles terapéuticos es, desde hace ya bastante tiempo,
la mejor manera de administrar fármacos para que produzcan un efecto a nivel
local en el pulmón si bien, en determinados casos, también es posible plantear-
se una administración de este tipo para lograr un efecto sistémico.

Además de las soluciones, suspensiones o partículas de polvo seco que tra-
dicionalmente se han venido administrando en forma de aerosol, en los últimos
años ha ido creciendo el interés por los liposomas como sistema adecuado para
administrar fármacos en forma de aerosol por inhalación (40), no sólo para el
tratamiento de patologías que afectan e este órgano, como el asma, la enferme-
dad pulmonar obstructiva crónica (EPOC), la fibrosis quística o la tubercolosis;
si no también para tratar de aprovechar las ventajas de la vía pulmonar para lo-
grar un efecto a nivel sistémico.

Los liposomas como vehículos para la administración pulmonar presentan
indudables ventajas y han sido investigados para fármacos de diferentes grupos
terapéuticos, como antibióticos, agentes citotóxicos, antioxidantes, compuestos
antiasmáticos, así como también material genético recombinante para el trata-
miento de la fibrosis quística. En el diseño de liposomas con características ade-
cuadas para la vía pulmonar, se debe prestar especial atención a la estabilidad
de la estructura vesicular para evitar la liberación prematura del material en-
capsulado. En este sentido, la composición lipídica y el tamaño medio de vesí-
cula son dos propiedades de especial importancia. La composición lipídica con-
diciona la rigidez de la membrana liposomal y, por tanto, también tiene
influencia sobre la fuga prematura del material encapsulado, particularmente
cuando la temperatura durante la nebulización es mayor que la temperatura de
transición de fase (Tc) de la mezcla lipídica (41). La nebulización es el proce-
dimiento habitual para generar una niebla aerosol inhalable a partir de suspen-
siones de liposomas, por ejemplo a través de dispositivos que funcionan por ul-
trasonidos o vibración o por aire comprimido (42).

El empleo de formulaciones de liposomas por vía pulmonar resulta parti-
cularmente atractivo para el tratamiento de patologías localizadas en el pulmón
y, en particular, de diversos procesos infecciosos. Así por ejemplo, el ciproflo-
xacino que es un antibiótico de amplio espectro muy potente, con una muy bue-
na actividad frente a bacterias Gram-negativas y cocos Gram+, en ocasiones fa-
lla a la hora de lograr niveles adecuados en el lugar de infección tras una
administración por vía oral o i.v. Su incorporación a vesículas elaboradas con
una mezcla de fosfatidilcolina y colesterol, y la posterior administración por vía
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pulmonar de la suspensión de liposomas nebulizada, da lugar a niveles mu-
cho  más elevados del fármaco así como a una retención más prolongada en
el tracto respiratorio inferior, en comparación con el fármaco sin encapsu-
lar. Los estudios se llevaron a cabo en ratones, comprobándose que la for-
mulación de liposomas de ciprofloxacino es capaz de erradicar la infección
por Francisella tularensis mientras que el fármaco no encpasulado se mos-
tró totalmente ineficaz (43).

Anfotericina B es un antifungico que también ha sido estudiado bajo la for-
ma de liposomas por vía pulmonar, en este caso para el tratamiento de infec-
ciones por candida a nivel sistémico. Se trata de un potente agente antifúngico
que presenta una elevada toxicidad a nivel renal, la cual es el principal factor
limitante para su utilización en clínica y que se ve drásticamente reducida tras
su incorporación en liposomas (32). Tras la administración en forma de aerosol
de la anfotericina liposomada ha sido posible alcanzar la concentración mínima
inhibitoria en el pulmón, mientras que tras su administración por vía i.v., no se
ha conseguido (44).

Algunos microorganismos patógenos intracelulares, como M. tuberculosis,
F tularensis o C. pneumoniae son capces de sobrevivir y proliferar después de
ser fagocitados por los macrófagos alveolares. Estudios realizados por Leemans
y col. demuestran que la depleción de macrófagos alveolares en ratones infec-
tados por M. tuberculosis tras la administración intranasal de liposomas en los
que se encapsula diclorometileno difosfonato, produce una mejora importante
en la infección micobacterial (45). Igualmente se evaluó la eficacia de la admi-
nistración pulmonar de ciprofloxacino incorporado en liposomas modificados
con manosa para el tratamiento de infecciones parasítarias intracelulares, de-
mostrándose que los liposomas manosilados resultan claramente mucho más efi-
caces que los no modificados (46).

El pulmón es un órgano en el que de forma habitual se presentan tumores
malignos primarios, pero todavía con más frecuencia procesos metastásicos. Con
mucha frecuencia el diagnóstico se produce demasiado tarde y, por ese motivo,
la supervivencia es siempre muy baja y se reducen mucho las posibilidades de
aplicar un tratamiento quirúrgico. La alternativa a la que únicamente es posible
acudir es un tratamiento quimioterápico que, si es sistémico, tiene unas posibi-
lidades de éxito muy reducidas a nivel pulmonar. Se ha sugerido entones la ad-
ministración de citocinas inmunoestimulantes en forma de aerosol, si bien su
corta vida media y sus problemas de solubilidad limitan mucho la efectividad
del tratamiento (47). Ante esta situación, se han desarrollado formulaciones de
liposomas conteniendo estas citocina (IL-1, IL-2, IL-6, GM-CSF y IFN-γ) que
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han sido investigados con éxito en diferentes modelos animales de cáncer de
pulmón (48).

Otros fármacos anticancerosos, como el cisplatino, paclitaxel o la 9-ni-
trocamptotecina también han sido incorporados en formulaciones de liposo-
mas que han sido administrados por vía pulmonar después de ser nebuliza-
dos, habiéndose evaluado el efecto en varios modelos animales y en las
primeras fases de los ensayos clínicos, en los que se han incluido pacientes
con tumores primarios o metástasis que no responden a los tratamientos con-
vencionales (40). En algunos de ellos se han observado remisiones parciales
que confirman el potencial que presentan los liposomas de 9-nitrocamptote-
cina administrados en forma de aerosol. En el caso de los liposomas de cis-
platino, se ha observado una reducción drástica de la toxicidad del fármaco
a nivel sistémico en aerosol (49), apreciándose una buena respuesta en con-
junto en prácticamente todos los pacientes que participaron en la Fase I del
ensayo clínico.

Otra interesante estrategia en la que en estos momentos se trabaja in-
tensamente en administración pulmonar, es la liberación de material genéti-
co por inhalación, ya que abre nuevas perspectivas de tratamiento para un
amplio abanico de enfermedades entre las que se incluyen el cáncer de pul-
món, la fibrosis quística o el asma. La terapia génica mediante aerosoliza-
ción permite alcanzar el pulmón por un método no invasivo, con la ventaja
adicional de lograr una alta concentración del material directamente en la
diana (40). No obstante, la nebulización de material genético desnudo tiene
como resultado la rápida destrucción de estas macromoléculas que son tan
frágiles como complejas. De ello se deduce que sólo a través de su com-
plejación o, mejor aún, de su encapsulación en un vehículo adecuado, podrá
ser utilizado con éxito (50).

Por último, en lo que se refiere a la administración de liposomas por vía pul-
monar, se debe citar la posibilidad de utilizar este tipo de administración, en el
caso de péptidos y proteínas que sufren un proceso de degradación intenso tras
su administración por vía oral. Para estas moléculas, durante mucho tiempo, la
vía parenteral ha sido la única alternativa, si bien en este momento la vía pul-
monar representa una posibilidad real de administración, simpre que sea posible
evitar la degradación que puedan sufrir por acción de las proteasas y/o la elimi-
nación prematura por acción de los macrófagos alveolares (40). Precisamente en
este sentido, la incorporación de un péptido o proteína a la estructura de un li-
posoma puede ser una alternativa muy interesante para evitar estos inconvenien-
tes y lograr de este modo una mejora en su biodisponibilidad (51).
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Liposomas en enfermedades oculares

La deficiente biodisponibilidad de los fármacos que se obtiene con las for-
mas farmacéuticas de administración ocular, en particular si son de administra-
ción tópica, es consecuencia de todas las vías de pérdida características de este
lugar anatómico, así como también de impermeabilidad del epitelio corneal y
de la absorción no productiva a través de la conjuntiva y la esclera. Como con-
secuencia, utilizando las formas de dosificación convencionales (soluciones, sus-
pensiones o pomadas oftálmicas), no se consiguen niveles terapéuticos sufi-
cientemente altos como para poder tratar determinadas enfermedades oculares
(52). Las inyecciones intravítreas son la alternativa habitual para tratar las pa-
tologías que afectan al segmento posterior del ojo, si bien conllevan un consi-
derable riesgo de que se produzcan complicaciones, particularmente en aquellos
casos en los que se requieran inyecciones repetidas.

Como consecuencia de todo lo anteriormente comentado, una de las ten-
dencias actuales en terapéutica ocular sugiere la conveniencia de reemplazar las
formas de administración ocular convencionales, por nuevos sistemas de admi-
nistración de fármacos con propiedades biofarmacéuticas mucho mejores y con
capacidad para liberar el agente terapéutico de una forma mucho más precisa
en el lugar diana en el ojo y, si es posible, de una manera predecible (53). En-
tre estos nuevos sistemas, sin duda los sistemas coloidales como liposomas, nio-
somas, nanoemulsiones o nanopartículas, ofrecen expectativas muy prometedo-
ras (54). Los liposomas en administración ocular ofrecen numerosas ventajas ya
que además de biodegradables y relativamente no tóxicos, facilitan un contacto
íntimo con las superficies de la córnea y conjuntiva, incrementa la posibilidad
de absorción ocular del fármaco encapsulado, lo que tiene especial importancia,
en el caso de fármacos que presenten un reducido coeficiente de reparto y so-
lubilidad deficiente, además de aquellos de peso molecular medio o elevado (55,
56). En muchos casos se comprobó que su comportamiento favorable estaba li-
gado a la presencia de carga positiva en su superficie (52), que favorece su inter-
acción con el epitelio corneal, a su vez cargado negativamente.

Más recientemente, los liposomas han sido estudiados como vehículos capa-
ces de incorporar anticuerpos de reconocimiento celular específico y también de
material genético (56), en este caso por su previsible capacidad para dirigirlo al nú-
cleo de las células corneales después de su administración tópica (57) e intravítrea
(58). En estos estudios se demuestra la capacidad de transfección de los liposomas
y se comprueba que, tras inyección intravítrea, son capaces de proteger eficazmente
a los oligonucleótidos de la degradación por acción de las nucleasas.
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NANOPARTÍCULAS LIPÍDICAS

Las nanopartículas lipídicas se prepararon por primera vez a comienzos de
los años 90, mediante dos técnicas diferentes: homogeneización a alta presión
y mediante la formación de una microemulsión, ambas a alta temperatura (59,
60). Desde ese momento, el número de grupos que han centrado su investiga-
ción en este área ha ido creciendo considerablemente y, hoy en día, son más de
40 los grupos implicados (61). Durante este período, el número de patentes re-
lacionadas ha ido creciendo también significativamente, incorporándose dos
nuevos métodos para la producción de nanosistemas lipídicos, como son los de
emulsión-evaporación del disolvente y emulsión-difusión del disolvente (62).

El interés creciente que suscita este tipo de sistemas radica especialmente en
algunas propiedades que los caracteriza, como son la inocuidad de sus compo-
nentes y métodos, especialmente los que evitan disolventes, y en su biocompati-
bilidad y facilidad de escalado industrial. Son partículas que comparten similitu-
des con otros nanosistemas como los liposomas, en cuanto a su naturaleza lipídica,
y las nanopartículas poliméricas, en este caso, en cuanto a su estructura matricial
sólida. Sin embargo, nacen con la finalidad de superar algunos de los inconve-
nientes asociados a ambos sistemas, como son los problemas de estabilidad de los
liposomas, o bien la potencial toxicicidad asociada a algunos polímeros y disol-
ventes utilizados en la preparación de las nanopartículas poliméricas.

Las nanopartículas lipídicas están constituídas por lípidos biodegradables y
bien tolerados, y por agentes emulsificantes tanto lipofílicos, como hidrofílicos.
Podemos citar entre los lípidos más utilizados triglicéridos como la triestearina,
la tripalmitina, la trilaurina; grasas como las series Witepsol®, el behenato de
glicerilo, el palmitato de cetilo; ácidos grasos como el ácido esteárico o el pal-
mítico. Entre los agentes tensoactivos lipofílicos, destacan la lecitina de soja, el
polisorbato 80, mientras que entre los hidrofílicos, destaca como más utilizado
el poloxámero 188.

Los excipientes usados en la preparación de nanopartículas lipídicas para
administración oral y cutánea, son materiales ya aceptados por las autoridades
regulatorias para otras formas tradicionales, como comprimidos, pelets, cápsu-
las y cremas. En el caso de la administración parenteral, los lípidos propuestos
son glicéridos, que están constituídos por ácidos grasos, habitualmente utiliza-
dos en la nutrición parenteral.

Otras características que indican la versatilidad de estos nanosistemas se po-
drían concretar en los siguientes puntos (61, 62).
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— Capacidad de encapsulación tanto de moléculas lipofílicas como hidrofílicas.
— Posibilidad de lograr perfiles de liberación sostenida del fármaco.
— Rápida internalización por parte de líneas celulares (5-10 min).
— Posibilidad de recubrimiento con polímeros que modifican sus caracte-

rísticas como:
• El polietilenglicol (PEG), o poloxámeros que las convierten en siste-

mas de permanencia prolongada en el organismo.
• El quitosano u otros polímeros mucoadhesivos, que potencian su inter-

acción con mucosas (63).

Su versatilidad se refiere también a la posibilidad de ser administradas por
diferentes vías de administración como la endovenosa (64-66), oral (67, 68), cu-
tánea (69, 70), transdérmica (71), pulmonar (72) y ocular (73).

Junto con estas ventajosas características, las nanopartículas lipídicas poseen tam-
bién ciertas limitaciones, como por ejemplo, la baja capacidad de encapsulación de un
determinado número de moléculas y la posible expulsión de las mismas durante el al-
macenamiento. El hecho de que los lípidos, especialmente los más purificados, cris-
talicen en una perfecta estructura cristalina, es lo que hace que quede poco espacio
para alojar a las moléculas de fármaco. Además, tras su producción, las nanopartícu-
las lipídicas cristalizan en estados altamente energéticos, como α y β. Durante el al-
macenamiento, las moléculas lipídicas experimentan un proceso de reestructuración,
dando lugar a estados de baja energia βi y β. Por lo tanto, cuanto más perfecta es la
estructura cristalina, mayor tendencia habrá a la expulsión del fármaco (74).

Para superar estas limitaciones, se han desarrollado un nuevo tipo de na-
nosistemas: los portadores lipídicos nanoestructurados (75). El fundamento de
estos nuevos sistemas es la creación de una matriz lipídica lo más imperfecta
posible. Ello se consigue mezclando lípidos sólidos y líquidos que forman par-
tículas que poseen una mayor capacidad de carga y minimizan la expulsión del
fármaco durante el almacenamiento Frecuentemente, son mezclas de los lípidos
sólidos citados anteriormente con el aceite Migliol 812®, constituído por trigli-
céridos de cadena media derivados del ác. cáprico y caprílico.

Metodología de producción de nanopartículas lipídicas

Las técnicas principales de preparación son la homogeneización a alta pre-
sión, la preparación vía microemulsión y la técnica de emulsión-evaporación del
disolvente.
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Técnica de Homogeneización a alta presión

Esta técnica de preparación ha sido desarrollada por Müller y Luks (60). En
el procedimiento clásico, homogeneización en caliente, el lípido fundido conte-
niendo el principio activo, se emulsifica en una solución acuosa que incluye el
agente tensoactivo, y se encuentra a la misma temperatura que el lípido, me-
diante agitación a elevada velocidad o ultrasonidos. A continuación, la pree-
mulsión se somete a homogeneización a alta presión. Como condiciones típicas
de producción, se repiten 500 bares de presión, y entre 3-5 ciclos de homoge-
neización. Finalmente, la nanoemulsión se enfría, la fase lipídica se solidifica,
y se forma la suspensión de nanopartículas lipídicas.

Esta técnica está especialmente dirigida a la encapsulación de moléculas li-
pofílicas, ya que las hidrofílicas difunden en gran proporción a la fase acuosa
durante la fase de homogeneización, dando lugar a un baja eficacia de encap-
sulación. Uno de los inconvenientes que presenta esta tecnología es la exposi-
ción de los principios activos a altas temperaturas, aunque durante un tiempo
muy corto, lo que permite que compuestos sensibles a la temperatura puedan
resistir el proceso.

Para la encapsulación de fármacos hidrofílicos, se diseñó un procedimien-
to denominado de homogeneización en frio, en el que el lípido fundido se en-
fria de manera rápida en hielo seco o nitrógeno líquido. De esta manera se in-
crementa la fragilidad del lípido, para facilitar el proceso posterior de molienda
en mortero o mortero de bolas, destinado a obtener micropartículas de 50-100
µm. Estas micropartículas se dispersan en una solución fría del tensoactivo y,
finalmente, la suspensión se somete a homogeneización a alta presión a tempe-
ratura ambiente, o por debajo de ésta (76).

Técnica de Preparación vía microemulsión

Este método (59) se fundamenta en el mecanismo básico de las microe-
mulsiones, a las que se transforma en una nanoemulsión ultrafina tras la ruptu-
ra de las mismas por adición, por ejemplo, de un determinado volumen de agua.

En la formación de la microemulsión, el lípido se funde, y en él se disuel-
ve el fármaco. A continuación se añaden a alta temperatura, el tensoactivo, co-
tensoactivo y agua para formar la microemulsión, que se vierte sobre agua fría,
rompiéndose en nanogotículas de emulsión, que cristalizan para formar las na-
nopartículas lipídicas.
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Como inconvenientes de este procedimiento, podemos señalar la alta con-
centración de tensoactivos y cotensoactivos que se requiere, como por ejemplo
el butanol, muy poco deseable desde el punto de vista regulatorio; la utilización
de disolventes para formar la microemulsión y la elevada dilución a la que se
someten finalmente las partículas, que da lugar a que el contenido final en par-
tículas se sitúe habitualmente por debajo del 1%.

Técnica de Emulsificación-evaporación del disolvente

Este método, ampliamente utilizado en la preparación de micro y nanopar-
tículas poliméricas, fue aplicado por primera vez en la preparación de nanopar-
tículas lipídicas por Sjöström y Bergensähl (77). El material lipídico, en este
caso, se disuelve en un disolvente orgánico inmiscible en agua, como el diclo-
rometano, en el que se solubiliza también el principio activo. Esta fase orgáni-
ca se emulsifica en una fase acuosa que contiene el agente tensoactivo, mediante
agitación mecánica o sonda de ultrasonidos. Tras la evaporación del disolvente
bajo agitación, o presión reducida, se forma la dispersión de nanopartículas tras
la precipitación del lípido.

La utilización de una doble emulsión w/o/w en esta técnica, ha permiti-
do la encapsulación de antígenos (78) o péptidos como la calcitonina y la in-
sulina (63, 79).

Técnica de Emulsificación-difusión del disolvente

Esta técnica comparte similitudes con la anterior, diferenciándose úni-
camente en el método de precipitación del lípido a partir de la emulsión.
En este caso se consigue añadiendo un volumen extra de agua a la fase
acuosa, lo que provoca la difusión inmediata del disolvente orgánico, con
la consecuente precipitación del lípido. Trotta y col. (80), utilizaron esta
técnica para encapsular el péptido insulina, consiguiendo eficacias de en-
capsulación del 80%.

Una técnica muy similar, la de desplazamiento del disolvente, en la que sim-
plemente no se parte de una emulsión, sino que el disolvente miscible con agua
difunde rápidamente a la fase acuosa, fue utilizada con éxito para preparar na-
nopartículas lipídicas conteniendo gonadorelina (81).
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Aplicaciones terapéuticas de las nanopartículas lipídicas

Administración endovenosa

La administración endovenosa de nanopartículas lipídicas ha sido estudia-
da con distintas finalidades: las más importantes, la vehiculización de antitu-
morales a la diana tumoral (65, 66) y la vehiculización de fármacos a cerebro
(82), como trataremos más adelante (apartados a y b). De un modo general, dis-
tintos estudios han evaluado la alteración del comportamiento farmacocinético
de determinadas moléculas tras ser administradas por vía endovenosa incluídas
en nanopartículas lipídicas. Así se ha podido comprobar que simplemente tras
la inclusión en nanopartículas lipídicas de antitumorales como la camptotecina
(83) o la doxorubicina (84, 86), su área bajo la curva (AUC) se veía incremen-
tada entre 3 y 20 veces, en comparación a la solución del fármaco. Las semivi-
das de eliminación también experimentaron un aumento considerable, aun sin
tratarse de sistemas de permanencia prolongada, ya que en la mayor parte de
los nanosistemas era la lecitina el único estabilizante empleado.

En estos estudios llevados a cabo con la doxorubicina (85, 86), se demos-
tró igualmente que la distribución del fármacos a corazón disminuía, cuando se
encontraba incluído en nanopartículas, hecho de particular importancia al tra-
tarse de un fármaco cuya cardiotoxicidad es una de sus principales limitaciones.

El recubrimiento con PEG-2000 mejoró la capacidad de las nanopartículas
de evitar el aclaramiento por parte del sistema retículo endotelial (83, 85), dan-
do lugar a mayores incrementos en el AUC y en la semivida de eliminación. Es
de destacar la clara relación existente entre el porcentaje de PEG incorporado
en las nanopartículas y el incremento en el AUC, o en la semivida de elimina-
ción logrados (83). Así, la incorporación de un 0.15, 0.30 y 0.45% de esteara-
to de PEG 2000, con respecto a la microemulsión lipídica, dio lugar a valores
crecientes de AUC de doxorubicina (260, 318 y 433 µg ml-1 min).

Las nanopartículas lipídicas en la terapia antitumoral

Targeting tumoral

Los estudios de biodistribución de antitumorales en nanopartículas lipídicas
llevados a cabo hasta el momento hacen que éstas puedan considerarse venta-
josas desde un punto de vista terapéutico (83, 86). Sin embargo, la mayoría de
ellos se realizaron en animales sanos, y no en animales con tumores. Por lo tan-
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to, el hecho de que las nanopartículas puedan incrementar la concentración de
fármaco en el tumor, debido a una mayor permeabilidad y retención por parte
del tumor (efecto EPR), no está todavía muy demostrado. A este respecto, son
muy prometedores los resultados obtenidos por Reddy y col. (87) en un recien-
te estudio llevado a cabo en ratones a los que se había implantado un linfoma
tipo Dalton. En él, se comparó la biodistribución de etopósido marcado con tec-
necio99 libre o incluído en nanopartículas lipídicas, comprobándose que, tras su
administración i.v., la concentración del radiofármaco se incrementaba un 67%
al cabo de 1 hora, y un 30% tras 24 horas postinyección. Curiosamente, las con-
centraciones fueron aun mayores, cuando las nanopartículas se inyectaron sub-
cutánea o intraperitonealmente, probablemente debido a la lenta y progresiva di-
fusión desde el lugar de inyección.

Eficacia antitumoral

Con respecto a la eficacia antitumoral, la mayor parte de los estudios se
han llevado a cabo in vitro en cultivos celulares, llegando en algún caso a la
administración in vivo en ratones desnudos a los que se había implantado un
determinado tumor. Destaca un estudio llevado a cabo por Serpe y col. (88)
en el que se evaluó la citotoxicidad de formulaciones de nanopartículas lipí-
dicas conteniendo butirato de colesterilo, doxorubicina o paclitaxel, sobre la
línea de cáncer colorectal HT-29. Frente a estos dos últimos fármacos, con-
siderados citostáticos ya clásicos en la terapia antitumoral, el butirato de co-
lesterilo es un nuevo agente identificado para el tratamiento del cáncer. Tan-
to el butirato de colesterilo como la doxorubicina, incluidos en nanopartículas,
mostraron valores de IC50 (concentración inhibitoria del 50% del crecimien-
to celular) considerablemente inferiores a los correspondientes de las solu-
ciones convencionales del fármaco libre. En el caso del paclitaxel, no se ob-
servaron diferencias entre los valores de IC50, correspondientes a la
formulación de nanopartículas y a la solución del fármaco, sin embargo, cabe
destacar el hecho de que en el caso de las nanopartículas lipídicas, la citoto-
xicidad se debe únicamente al fármaco formulado en dichos vehículos, mien-
tras que en la formulación clásica de paclitaxel, es el diluyente (Cremophor
EL) en parte el responsable del efecto citotóxico.

Se ha evaluado igualmente el efecto de nanopartículas lipídicas conteniendo
doxorubicina sobre líneas tumorales resistentes a fármacos, como es el caso de las
líneas de cáncer de mama murino EMT6/AR1 y humano MDA435/LCC6/MDR1,
que sobreexpresan glicoproteína-P (89, 90). En este caso, las nanopartículas, de-
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nominadas híbridas por estar constituídas por un lípido (ac. esteárico) y un polí-
mero (derivado del aceite de soja), demostraron una mayor captura y retención de
doxorubicina por parte de las células resistentes, llegando a ser 8 veces más efica-
ces que la doxorubicina en solución al inhibir el crecimiento de las células tumo-
rales. Estos resultados confirmaron la capacidad de penetración de las nanopartí-
culas lipídicas en las células tumorales, salvando los mecanismos de
multiresistencia celulares. Finalmente, estos sistemas híbridos se evaluaron in vivo,
tras inyección tumoral en ratones a los que se había implantado el tumor sólido
EMT6, procedente de carcinoma de mama (91). Se pudo apreciar un retraso sig-
nificativo en el crecimiento del tumor, así como la aparición de necrosis tumora-
les con mínima toxicidad sistémica.

Llama la atención en este estudio, sin embargo, la ausencia de un control
tan imprescindible para valorar la trascendencia de los resultados, como es la
administración del fármaco en solución.

Las nanopartículas lipídicas y su acceso al Sistema Nervioso Central

En los años 90, las nanopartículas lipídicas se propusieron como vehículos
para la liberación de fármacos a cerebro, de manera independiente por dos gru-
pos de investigación diferentes (83, 84), aunque realmente la primera prueba del
transporte de partículas lipídicas a través de la barrera sangre-cerebro, había apa-
recido con anterioridad (92). Concretamente, fue al estudiar la farmacocinética
de dos antitumorales, la camptotecina y la doxorubicina, cuando se observó acu-
mulación de los fármacos en cerebro, tanto tras administración oral como i.v.
cuando se incluyeron en nanopartículas.

Como ya se demostró para otro tipo de partículas como las de policianoa-
crilato de alquilo, cuando la superficie de las partículas se modificó con deri-
vados del PEG, o tensoactivos que contenían PEG, el acceso a cerebro mejoró
notablemente (83, 86, 93). Igualmente, la modificación de la carga superficial
produjo cambios en la distribución a cerebro (94). Así, se comprobó que nano-
partículas de tripalmitina conteniendo etopósido y cargadas positivamente (+5
mV; 391 nm), mostraban una mayor acumulación en cerebro que las de carga
negativa (-47 mV; 362 nm). También, cuando se compararon nanopartículas de
tripalmitina conteniendo clozapina se observó un AUC superior, y una mayor
distribución a cerebro cuando estaban recubiertas de estearilamina (+23.2 mV),
en comparación a las no recubiertas (+ 0.2 mV) (95). Sin embargo, la mayor
penetración cerebral de las nanopartículas cargadas positivamente, podría estar
relacionada con una mayor toxicidad, como así se puede desprender de un es-
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tudio de perfusión in situ en cerebro de ratas en el que la alteración de la inte-
gridad de la barrera hematoencefálica es comparativamente más acusada para
las partículas positivas (96).

Administración oral

Las nanopartículas lipídicas son especialmente interesantes para su utiliza-
ción por vía oral, por diferentes motivos. En primer lugar, por las propiedades
mucoadhesivas que presentan debido a su naturaleza coloidal, y a las que se atri-
buye el hecho de facilitar la liberación del fármaco en la zona del intestino a la
que se adhieren. Por otra parte, existe la posibilidad de que sean internalizadas
por las células intestinales, y además, hay que tener en cuenta que los lípidos
constituyentes de las mismas tengan un efecto promotor de la absorción.

La capacidad promotora de la absorción de los lípidos, ha sido explicada de
manera específica en los estudios de W. Charman y col. (97, 98). Así, los lípi-
dos serían degradados por enzimas digestivos, convirtiéndose en mono y digli-
céridos, que se soltarían formando micelas. En estas micelas se incorporaría el
fármaco, y tras interaccionar con las sales biliares, se formarían las denomina-
das micelas mixtas, a través de las cuales se facilitaría la absorción del fármaco.

Se ha demostrado, además, la influencia de la estructura sobre la potencia
promotora de los lípidos. Así, los triglicéridos de cadena larga son más efecti-
vos que los de cadena media al promover la absorción de fármacos como la ha-
lofantrina (99). También la longitud de la cadena del ácido graso afecta al tipo
de absorción que pueda tener lugar. Es interesante también el hecho de que se
haya demostrado la captura linfática de nanopartículas lipídicas, tras su admi-
nistración intraduodenal (100).

Se han llevado a cabo estudios in vivo con nanopartículas lipídicas admi-
nistradas por vía oral conteniendo tobramicina (101, 102), clozapina (95), ri-
fampicina, isoniazida y pirazinamida (103), camptotecina (104), en los que se
ha demostrado que los vehículos lipídicos son capaces de mejorar tanto la
biodisponibilidad como las propiedades farmacocinéticas de éstas moléculas.

También en el caso de la administración oral de moléculas peptídicas se han
obtenido interesantes resultados. Así, nuestro grupo ha diseñado para tal fin na-
nopartículas lipídicas recubiertas con polímeros hidrofílicos como el PEG o el
quitosano (63, 105, 106) (Figura 4.2), demostrando que ambas eran captadas de
un modo similar por parte de células Caco-2. Cuando estas nanopartículas con-
teniendo calcitonina, se administraron por vía oral a ratas, las nanopartículas re-
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cubiertas de quitosano lograron un marcado y prolongado efecto hipocalcémi-
co, que no apareció sin embargo tras la administración de las recubiertas de PEG
(105, 106) (Figura 4.3). La probable explicación de este efecto ha de relacio-
narse tanto con la mucoadhesión del quitosano como con la apertura de las unio-
nes intercelulares que el quitosano promueve.

Administración pulmonar

Una de las vías exploradas para las nanopartículas lipídicas ha sido la pul-
monar. Concretamente, se ha estudiado su distribución tras ser aerosolizadas a

157

NANOSISTEMAS LIPÍDICOS

FIGURA 4.2. Fotografías obtenidas por microscopía electronica de transmision de nanopartículas
de tripalmitina recubiertas de PEG (izquierda), nanopartículas de tripalmitina/Miglyol® 812
recubiertas de PEG (medio) y nanopartículas de tripalmitina recubiertas de quitosano (derecha)

(Tomado de ref. 105).

FIGURA 4.3. Niveles de calcemia en suero obtenidos tras la administración intragástrica de una
solución de calcitonina (CT Sol), de nanopartículas de tripalmitina conteniendo calcitonina
recubiertas de de quitosano (CS-LN) o de PEG (PEG-LN) (media ± e.e., n = 6); *diferencias
significativas al comparar CS-LN con CT Sol o con PEG-LN, ·α< 0.05 (Tomado de ref. 105).



ratas mediante un nebulizador ultrasónico, o bien administradas por vía intra-
traqueal (72, 107). Las nanopartículas, marcadas con 99mTc fueron seguidas me-
diante gammagrafía, comprobándose su rápido acceso a nódulos linfáticos re-
gionales, y sugiriéndose la fagocitosis por macrófagos alveolares como el
mecanismo más probable de captura. La acumulación observada en nódulos lin-
fáticos también ha hecho que las nanopartículas lipídicas sean propuestas como
vehículos terapéuticos tras su liberación pulmonar.

Administración cutánea y transdérmica

En los últimos años, se han comercializado algunos productos de aplicación
en cosmética, basados en las nanopartículas lipídicas (108). De hecho, de los
denominados portadores lipídicos nanoestructurados, considerados como la se-
gunda generación de nanopartículas lipídicas, se encuentran en el mercado mun-
dial más de 20 productos relacionados con la cosmética.

Considerando que para los liposomas, éste fue también el primer paso pre-
vio a su entrada en el mercado farmacéutico para otras aplicaciones terapéuti-
cas, la situación puede ser prometedora para las nanopartículas lipídicas. Se ha
comprobado además, mediante nanopartículas fluorescentes, que éstas pueden
penetrar en la piel, especialmente a través del espacio que rodea al folículo pi-
loso, lo que ofrece grandes expectativas para el tratamiento del acné o patolo-
gías como la alopecia (70).

Recientemente se ha estudiado la posibilidad de que las nanopartículas lipídi-
cas actuen como sistemas transdérmicos para moléculas como la melatonina (71).
Los resultados demostraron la existencia de absorción significativa para dicha hor-
mona cuando era aplicada tras su incorporación a nanopartículas lipídicas, que ade-
más conseguían mantener niveles significativos durante un período de 24 horas.

Administración ocular

Es una vía todavía poco explorada para la administración de nanopartícu-
las lipídicas, pero sin embargo el estudio realizado por el grupo de Gasco y col.
(73) con tobramicina tópica crea nuevas expectativas en este área. Destaca es-
pecialmente tanto el notable incremento observado en el AUC de las concen-
traciones de fármaco en humor acuoso, que se multiplicó por un factor de 4, así
como en el tmáx, que se multiplicó por 8, en comparación a la administración
del colirio comercial. El seguimiento de estas nanopartículas marcadas con fluo-
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rescencia explica los buenos resultados obtenidos, ya que tanto la retención a
nivel precorneal como a nivel del saco conjuntival se prolonga notablemente, lo
que es crucial en este tipo de administración.
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5. Dendrímeros y sus aplicaciones biomédicas

TERESA GONZALO Y M.ª ÁNGELES MUÑOZ-FERNÁNDEZ

Laboratorio de InmunoBiología Molecular, Hospital General
Universitario Gregorio Marañón, Madrid.

¿QUÉ SON LOS DENDRÍMEROS?

Los dendrímeros son moléculas políméricas, versátiles y tridimensionales
de síntesis química con forma bien definida, tamaño nanoscópico y con propie-
dades físico-químicas que recuerdan a las de las biomoléculas (Figura 5.1). Los
dendrímeros han recibido gran atención en los últimos años debido a su posi-
ble utilización en aplicaciones tan variadas como catálisis a nanoescala, senso-
res químicos, micelas unimoleculares, imitación de la función de las enzimas,
encapsulación de moléculas, reconocimiento molecular, agentes de diagnóstico
y también como vehículos para el transporte de genes y fármacos.
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FIGURA 5.1. Imágenes generadas por ordenador de nanopartículas. Imagen cortesía del Centro
Nacional de Nanotecnología Biológica (Center for Biologic Nanotechnology), Universidad

de Michigan-Ann Arbor.



El término «dendrímero» procede del griego «dendron» que significa «ár-
bol» o «rama», y el sufijo «mero», que significa «segmento» (1). Otro nombre
que reciben los dendrímeros es el de «arboroles» (2), por su semejanza con las
raíces de los árboles, con las dendritas de las neuronas, son conocidos también
como árboles moleculares.

Estas moléculas híper-ramificadas presentan la ventaja de ser modificadas
para presentar un grupo funcional deseado de forma multivalente, de forma que
incremente sinérgicamente su acción. En química orgánica sintética, las estruc-
turas dendríticas se consideran actualmente como la cuarta generación o clase
de la arquitectura macromolecular que ha ido desarrollándose desde los prime-
ros polímeros, en la década de los años treinta, hasta la actualidad (Figura 5.2)
emergiendo como una nueva clase de polímeros llamados moléculas «en cas-
cada», y desarrolladas por Vötgle y su grupo (3).

Más tarde, el desarrollo de estos diseños moleculares junto con el avance
de las técnicas sintéticas dieron lugar al desarrollo de estructuras dendríticas más
grandes, que fueron denominadas «dendrímeros» (4-6).

Los dendrímeros, que se engloban dentro del nivel nanoscópico (Figura 5.3),
son moléculas con estructura bien definida y con baja polidispersidad en com-
paración con los polímeros tradicionales. A nivel molecular, la estructura rami-
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FIGURA 5.2. La estructura de los polímeros tradicionales (clases I a III) ha conducido a las
estructuras dendríticas o clase IV en las que agrupan cuatro subclases de polímeros.



ficada origina en general estructuras semiglobulares o globulares, la mayoría
con una alta densidad de grupos funcionales en su superficie junto con un vo-
lumen molecular «pequeño».

Los dendrímeros de mayor generación ocupan un volumen hidrodinámico
menor comparado con los polímeros lineales, debido a su estructura globular.
Sin embargo, en comparación con las proteínas, los dendrímeros presentan un
mayor volumen hidrodinámico.

Para conocer mejor estas moléculas, se expone a continuación una amplia
revisión acerca de distintos aspectos de la química y las aplicaciones biomédi-
cas de las mismas desde una perspectiva histórica.

La estructura dendrimérica está caracterizada por «capas» entre cada pun-
to focal llamadas «generaciones». La definición exacta del término «generación»
ha sido objeto de controversia, aceptándose generalmente el número de puntos
focales (o puntos «cascada») que aparecen desde el core (núcleo central) hasta
la superficie. Un dendrímero de generación 5 presenta por tanto 5 puntos foca-
les entre el núcleo y la superficie. El núcleo es denominado a veces «genera-
ción cero» (G0), ya que no presenta ningún punto focal. En los dendrímeros tipo
polipropilen-imina (PPI), el núcleo es 1,4-diaminobutano; para los dendrímeros
poliamidoamina (PAMAM), el núcleo es bien amonio o bien 1,2 etilendiamina
(Figura 5.4). En el caso de los PAMAM, los compuestos intermedios que pre-
sentan grupos carboxilato en superficie se denominan dendrímeros de «media
generación» (ejemplo: G1.5 o G2.5).

El diseño de los dendrímeros puede estar basado en una gran variedad de
grupos funcionales, como las poliaminas en el caso de los PPI (3), por una mez-
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FIGURA 5.3. Niveles atómicos, molecular y nanoscópicos en comparación con tamaños virales,
microbiológicos y celulares.



cla de aminas y poliamidas, como los PAMAM (5) o estar constituidos por su-
bunidades poli(aril éter) más hidrofóbicas (7). Otros ejemplos son los diseños
basados en núcleos de carbohidratos (8) o de fósforo (9), o de calixarene (10).
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FIGURA 5.4. Dendrímero PAMAM generación 2, con un núcleo de etilendiamina (2 carbonos),
y superficie amidoetanol. Adaptado de la web de Dendritech y Sigma-Aldrich.

http://www.dendritech.com; http://www.sigmaaldrich.com

FIGURA 5.5. Dendrímero carbosilano (CBS) generación 2, con un núcleo de silicio y superficie
terminal de aminas (11).



Recientemente, se han sintetizado unos dendrímeros conteniendo elemen-
tos como silicio, así llamados carbosilanos (CBS) (Figura 5.5) (11). Los den-
drímeros dependiendo del grupo funcional que presentan en la periferia, pueden
ser neutros o con carga (catiónicos o aniónicos) que pueden proveerle de dife-
rentes características y funciones.

SÍNTESIS QUÍMICA, ESTRUCTURA Y PROPIEDADES FISICOQUÍ-
MICAS DE LOS DENDRÍMEROS

Las estructuras dendríticas son sintetizadas en base a dos aproximaciones
diferentes, síntesis divergente o convergente. En la aproximación divergente, el
dendrímero es sintetizado desde el núcleo como punto de inicio y crecido ge-
neración a generación hasta la superficie. Sin embargo, el elevado número de
reacciones que tienen que llevarse a cabo sobre una única molécula (con mu-
chos sitios equivalentes de reacción), requiere unas transformaciones muy efec-
tivas (con un rendimiento en torno al 99%) para evitar defectos. Incluso para
transformaciones por generación muy eficaces el rendimiento de un dendríme-
ro PPI «perfecto» será sólo aproximadamente del 25% por el método divergen-
te (12). La alternativa de síntesis convergente desarrollada por Hawker y Fre-
chet (13) comienza desde la superficie y finaliza en el núcleo, donde los
segmentos de dendrímero (o dendrones) son acoplados todos juntos. En la apro-
ximación convergente, solamente un pequeño número de sitios reactivos son
funcionalizados en cada paso, dando lugar a un menor número de defectos, au-
mentando así el rendimiento. Cada generación sintetizada puede por tanto ser
purificada, a pesar de que en los dendrímeros de gran generación esta tarea es
más difícil, por las grandes similitudes entre los reactantes y el producto for-
mado. Sin embargo, con una purificación apropiada en cada paso, se pueden ob-
tener dendrímeros sin defectos por la alternativa convergente.

Al crecer la estructura dendrimérica, aparecen varios compartimentos. La
estructura se divide así en tres partes:

• La superficie multivalente, con un alto número de sitios reactivos po-
tenciales.

• El armazón externo, justo por debajo de la superficie con un microam-
biente protegido de la parte externa por la superficie dendrimérica.

• El núcleo, que en los dendrímeros de alta generación está protegido de
las capas circunvalantes, creando un microambiente rodeado por las ra-
mas dendríticas.
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El interior es por tanto un lugar con potencial para encapsular moléculas-
huésped. Las tres partes del dendrímero pueden ser adaptadas específicamente
para el propósito deseado (lograr sensores dendríticos, vehículos para fármacos,
etc.). Por otra parte, la superficie multivalente de los dendrímeros de alta gene-
ración puede contener un alto número de grupos funcionales. Esto hace también
a las superficies dendríticas y al armazón externo zonas con posibilidad de inter-
acción con moléculas del huésped. En la Tabla 5.1 se puede observar el impac-
to en el tamaño del dendrímero PAMAM a medida que aumenta su generación.

Tras la aparición de los dendrímeros se sugirió que la nanoestructura tridimen-
sional de los dendrímeros de mayor generación haría a estas estructuras similares
en cierta forma a las proteínas (14). Sin embargo, a diferencia de las proteínas, que
consisten en cadenas polipeptídicas plegadas, la estructura poli-ramificada del inte-
rior de los dendrímeros está mayoritariamente formada por enlaces covalentes, re-
sultando de alguna manera en una estructura menos flexible.

Además, un dendrímero es en promedio menos compacto que una proteína
(el interior no está compactado tan eficientemente como en una proteína); por
último, el dendrímero contiene un número sustancialmente mayor de grupos fun-
cionales en la superficie que una proteína de un peso molecular similar.
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PAMAM
dendrímeros Peso Molecular Diámetro en Grupos en

Generación nanómetros (nm) superficie

0 517 1,5 4
1 1,430 2,2 8
2 3,256 2,9 16
3 6,909 3,6 32
4 14,215 4,5 64
5 28,826 5,4 128
6 58,048 6,7 256
7 116,493 8,1 512
8 233,383 9,7 1024
9 467,162 11,4 2048
10 934,720 13,5 4096

TABLA 5.1. Impacto en el peso molecular y en el tamaño de los dendrímeros PAMAM
según crece la generación. Adaptado de la web de Dendritech.

http://www.dendritech.com.



La técnica de TEM (Transmission Electronic Microscopy) mediante un haz
de electrones altamente energéticos, permite entonces obtener una imagen indi-
vidual de un dendrímero, dando información directa de tamaño, forma, polidis-
persión y alineamiento de las moléculas. El grupo de Jackson y colaboradores
(15), consiguieron visualizar con éxito diferentes generaciones del dendrímero
PAMAM utilizando esta técnica (Figura 5.6).

Estudios de dinámica molecular llevados a cabo por varios grupos mues-
tran que los dendrímeros, de forma similar a las proteínas, pueden adoptar una
forma nativa (más compacta) o desnaturalizada (extendida), dependiendo de la
polaridad, la fuerza iónica y el pH del solvente (Figura 5.7). Los dendrímeros
PPI y PAMAM que contienen aminas primarias en su superficie muestran con-
formaciones extendidas a pH ácido debido a las repulsiones electrostáticas en-
tre las aminas terciarias protonadas del interior y entre las aminas primarias de
la superficie (16). A pH > 9, se produce un plegamiento como consecuencia de
los puentes de hidrógeno entre las aminas terciarias interiores y las primarias de
la superficie, resultando en un núcleo más denso.
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FIGURA 5.6. Dendrímeros de PAMAM teñidos positivamente con una solución acuosa al 2% de
ácido fosfotúngstico y detectado por microscopía TEM. Dendrímero de diferentes generaciones
a) G10; b)G9; c)G8; d) G7; e)G6; f) G5. La escala indica 50 nm. Para G6 y G5, una cantidad

de G10 se ha añadido como comparación. Adapted with permission from Jackson
y colaboradores (14). Copyright 1998 American Chemical Society.



SIGNIFICACIÓN DE LA MULTIVALENCIA EN LAS INTERACCIO-
NES BIOLÓGICAS

En la Naturaleza nos podemos encontrar con muchos ejemplos de interac-
ciones multivalentes, desde las uniones divalentes de los anticuerpos y de mu-
chos receptores biológicos hasta las interacciones multivalentes de las patas de
la salamanquesa que se cuentan por millones (18). La multivalencia ha demos-
trado conllevar una actividad incrementada comparando con las interacciones
univalentes. El aumento sinergístico de una actividad (ej. de una actividad ca-
talítica, o de la afinidad de una unión, etc.) de un sistema multivalente respec-
to a uno monovalente es denominado «efecto dendrítico» (8), (19). El efecto
dendrítico es atribuido a una acción cooperativa en un sistema multivalente que
resulta en un efecto mayor que el que correspondería a la valencia del sistema
(efecto aditivo). La multivalencia puede incrementar además la especificidad de
una interacción dada (20), esencialmente incrementando la afinidad por el li-
gando. Los sistemas biológicos están repletos de ejemplos de interacciones mul-
tivalentes (21), y esto puede ser debido a que las interacciones multivalentes
proveen de:

• Un incremento en la fuerza de unión en uniones de baja afinidad respec-
to a los ligandos simples.

• Interacciones célula-célula más eficientes.
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FIGURA 5.7. Simulación de comportamiento de solubilidad de dendrímeros de PAMAM frente 
a pH ácido (izquierda) y su plegamiento y compactación a pH básico (derecha).



Los factores que pueden jugar un papel en estas interacciones incluyen ob-
viamente la geometría de los ligandos y la flexibilidad de su unión al dendrí-
mero (22). Los dendrímeros tienen por tanto el potencial de imitar la multiva-
lencia de algunos sistemas biológicos de una manera muy bien definida.

CARACTERÍSTICAS FUNDAMENTALES DE LOS DENDRÍMEROS
EN BIOMEDICINA

Para poder utilizar un dendrímero en biomedicina, éste debe cumplir varias
condiciones de importancia crucial:

• No ser tóxicos.

• No inmunogénicos (excepto para vacunas).

• Atravesar barreras biológicas: barrera hematoencefálica, membranas ce-
lulares, intestino, pared vascular…

• Ser estables y permanecer en circulación el tiempo necesario para tener
el efecto clínico buscado.

• Ser capaz de dirigirse a dianas específicas.

Toxicidad

No sólo los dendrímeros catiónicos, también las macromoléculas catiónicas
en general, causan desestabilización de la membrana celular induciendo lisis ce-
lular (23). El mecanismo exacto de la citotoxicidad causada por estas estructuras
no se conoce completamente. Inicialmente, estudios comparativos de citotoxoci-
dad sobre diferentes líneas celulares concluyeron que los PAMAM amino-termi-
nados (Starbust®) presentaban una menor citotoxicidad que los dendrímeros ba-
sados en lisina. Sin embargo, cuando los PAMAM fueron ensayados sobre células
de adenocarcinoma humano Caco-2 (24, 25), mostraron una toxicidad importan-
te. La toxicidad demostró ser dependiente de la generación, siendo los dendríme-
ros de mayor generación los más tóxicos (24, 25). Esto está de acuerdo con el ha-
llazgo general de que los polímeros con mayor peso molecular son los que
presentan una mayor citotoxicidad (26). Además, los estudios de hematotoxicidad
con los PAMAM amino terminados demostraron que dichos dendrímeros presen-
taban un efecto hemolítico sobre una solución de hematíes de rata que también se
incrementaba con la generación del dendrímero (27). Estudios de miotoxicidad

177

DENDRÍMEROS Y SUS APLICACIONES BIOMÉDICAS



sobre músculos de rata Sprague-Dawley mostraron que los PAMAM G4 amino
terminados eran más miotóxicos que los liposomas y proteínas ensayados (28).
Estudios sobre células de neuroblastoma en cultivo con distintas concentraciones
de dendrímeros PEI, PPI y PAMAM durante una semana mostraron toxicidad de
los dos últimos (29). Estudios recientes han demostrado que los PAMAM amino-
terminados, con una estructura de mayor tamaño (por ejemplo grupos alquilo) pre-
sentan mayor toxicidad que los PAMAM con loa grupos amino libres.

Para los PPI amino terminados se ha encontrado un efecto similar de toxici-
dad generación dependiente (31). Como sucede para los PAMAM, los PPI con ma-
yor generación han demostrado ser los más hemolíticos en hematíes de rata (27).

En resumen, los dendrímeros amino-terminados suelen ser citotóxicos (27).
La citotoxicidad de los dendrímeros catiónicos puede ser debida a las interac-
ciones entre la superficie catiónica del dendrímero y la superficie cargada ne-
gativamente de las membranas celulares, permitiendo a dichos dendrímeros ad-
herirse a la superficie celular y dañarla, causando la lisis celular.

Sin embargo, los dendrímeros PAMAM con grupos carboxilato en su su-
perficie (aniónicos) presentan una menor toxicidad que los dendrímeros catió-
nicos amino terminados, según estudios realizados en células Caco-2 (24). La
toxicidad de los dendrímeros no está determinada solamente por la naturaleza
de los grupos de superficie, sino también por la naturaleza química del esque-
leto dendrimérico. Dendrímeros con esqueleto aromático poliéter con grupos
carboxilato aniónicos en superficie han demostrado ser hemolíticos para hema-
tíes de rata tras 24 horas de incubación. Pudiera ser que el interior aromático
del dendrímero causara hemólisis debido a contactos hidrofóbicos con la mem-
brana. (27). Se ha demostrado recientemente que los dendrímeros CBS con gru-
pos aniónicos en la superficie (sulfonato o carboxilato) presentan una menor to-
xicidad que los mismos CBS con grupos funcionales catiónicos (32).

La utilización de aditivos puede reducir la citotoxicidad de forma impor-
tante en los dendrímeros amino-terminados. Por ejemplo, la adición al medio de
cultivo de suero de ternera fetal reduce la toxicidad de dendrímeros PAMAM
modificados con el fluoróforo Oregon-Green sobre células de carcinoma hu-
mano HeLa respecto al PAMAM sólo (33). Además, la toxicidad de los PA-
MAM disminuye cuando forman complejos con ADN (34, 35). Lo mismo ocu-
rre para los PPI y para los CBS (36, 37). Esto indica que la unión no covalente
entre los dendrímeros y el ADN, ARN o las proteínas lleva a un efecto de ate-
nuación del policatión, similar al que se obtiene por modificación covalente de
las aminas de superficie. Sin embargo, estas observaciones son contradichas por
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otros estudios de citotoxicidad de complejos entre policationes y ADN (38). Es-
tos estudios muestran la misma o mayor toxicidad cuando un dendrímero no
modificado PAMAM se une a ADN; en este caso, la toxicidad no puede ser atri-
buída a la carga electrostática de superficie, sino a la gran cantidad de ADN in-
troducido en las células por el dendrímero, lo cual puede llevar a apoptosis (39).

La toxicidad de los dendrímeros depende en gran medida de las líneas celula-
res sobre las que se ensayen, existiendo unas líneas más sensibles que otras. Los
cultivos primarios así mismo son en general más sensibles a la toxicidad ante cual-
quier desafío con una droga que las líneas de cultivo establecidas o inmortalizadas.

Sólo hay unos pocos estudios acerca de la toxicidad de los dendrímeros in vivo.
En general, la inyección en ratones de concentraciones de 10 mg kg-1 de PAMAM
hasta generación 5 no parecen ser tóxicas, independientemente de si presentan mo-
dificaciones o no en la superficie (26, 40). Es más, la inyección de PAMAM no
modificados junto con ovoalbúmina en ratones no fue tóxica in vivo (no se obser-
vó pérdida de peso, ni formación de granulomas, ni hemólisis o inflamación) (41).
Nuevos dendrímeros poliesteres con terminaciones hidróxido o metóxido han de-
mostrado no ser tóxicos tanto in vitro como in vivo (42, 43). A altas concentracio-
nes (40 mg mL-1) estos poliésteres inducen cierta inhibición del crecimiento celu-
lar in vitro pero no se observa mortalidad celular; cuando se inyectan en ratones,
no se observaron fenómenos de toxicidad aguda ni a largo plazo. Las propiedades
no tóxicas hacen de estos nuevos dendrímeros moléculas prometedoras biodegra-
dables para el transporte de fármacos, ya que el dendrímero puede ser destruído
por enzimas hidrolíticas después de la liberación del principio activo.

Inmunogenicidad

Los estudios sistemáticos iniciales realizados con dendrímeros PAMAM no
modificados mostraron baja o ninguna inmunogenicidad de los dendrímeros de
generaciones entre G3 y G7 (26, 41). Sin embargo, estudios posteriores mos-
traron algún grado de inmunogenicidad de estos dendrímeros encontrando que
la modificación de los PAMAM aminoterminados con cadenas de polietilengli-
col (PEG) reduce la inmunogenicidad y aumenta la semivida plasmática de los
PAMAM en comparación con los PAMAM no modificados (44). Las cadenas
de PEG aumentan la hidrofilia del dendrímero, creando una superficie altamen-
te hidratada que induce pocas alteraciones con el microambiente fisiológico que
le rodea. Por otro lado, la superficie del dendrímero puede ser modificada con
antígenos o epítopos T dependientes creando compuestos altamente inmunogé-
nicos, característica intrínseca en la creación de vacunas.
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Capacidad de transfección y transvasación

Los dendrímeros pueden formar complejos con el ADN o ARN y transportar
éste último al interior de las células, con menos daño en la membrana celular y me-
nos efectos tóxicos comparados con los dendrímeros libres. Se han estudiado distin-
tas aproximaciones para aumentar la capacidad de transfección de los complejos
ADN-dendrímeros (dendriplexes) (35, 45). Los estudios de transfección in vitro me-
diante la adición de cantidades moderadas de beta-ciclodextrinas sulfonadas (BCD)
concluyeron que se aumentaba la capacidad de transfección de los dendriplexes ADN-
PAMAM, debido a la unión iónica entre los sulfonatos cargados negativamente de
los BCD y los grupos catiónicos de los PAMAM, llevando a una modificación de la
composición del complejo ADN-dendrímero (46). En los dendrímeros de polilisina,
la eficacia de transfección se aumenta añadiendo en su superficie PEG; sin embar-
go, el porcentaje global de transfección con estos dendrímeros es bajo, probablemente
por la liberación moderada de ADN desde los mismos (47). Las investigaciones con-
cluyen generalmente en que la forma esférica de los dendrímeros no constituye una
ventaja para el transporte de ADN al interior celular, mostrando los dendrímeros frag-
mentados por calor o la acción de detergentes una eficacia superior de transfección
respecto a los no En cuanto a la capacidad de extravasación, estudios in vivo con los
PAMAM demostraron que el tiempo de extravasación aumenta con el tamaño y el
peso molecular de los dendrímeros (49). Estudios in vitro con epitelio intestinal de
rata mostraron que la tasa de transferencia a través del epitelio de dendrímeros PA-
MAM fue más rápida que para otros polímeros estudiados, sugiriendo que estos den-
drímeros pudieran ser utilizados en sistemas de transporte oral (50).

Aplicaciones biofarmacéuticas de los dendrímeros

El desarrollo de nuevos nano-polímeros biocompatibles se ha convertido en
un importante objetivo de las compañías dedicadas a la Biotecnología. Las po-
sibles aplicaciones biofarmacéuticas de estos nanopolímeros han demostrado ser
múltiples:

• Transporte de fármacos, con el fin de aumentar la biodisponibilidad y la
fracción activa de los mismos; liberación controlada de fármacos, con el
fin de prolongar y/o distribuir mejor su efecto a lo largo del tiempo.

• En terapia génica: una de las facetas más estudiadas de estos nanopolí-
meros ha sido la relacionada con su potencial para el transporte de ADN,
ARN, plásmidos al interior de las células.
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• En vectorización de fármacos:como glico-transportadores.

• En administración transdérmica de fármacos (iontoforesis).

• Como antivirales, interfiriendo con el ciclo replicativo de virus y bacte-
rias, postulándose su posible aplicación en dispositivos barrera para la pre-
vención de enfermedades de transmisión sexual, como los microbicidas.

• Como antibacterianos.

• Como antitumorales.

• Como desnaturalizantes de proteínas.

• Como vacunas actuando como soporte estructural de péptidos antigéni-
cos en el diseño de estrategias de vacunación.

Dendrímeros como transportadores de fármacos

Los dendrímeros de tipo PAMAM y PPI, con un gran peso molecular y su-
perficies multivalentes, son macromoléculas con potencial aplicación en trans-
porte de fármacos. La interacción con el fármaco puede tener lugar bien en las
cavidades del núcleo dendrimérico (endo-receptor), bien en la superficie multi-
valente del armazón externo del dendrímero (exo-receptor). Un ejemplo de den-
drímero endo-receptor es la «caja dendrítica» (51), donde un PPI G5 es modi-
ficado en superficie con grupos fenil-alanina, que protegen el armazón externo
haciéndole más denso. Durante el proceso de crecimiento del dendrímero, se en-
capsulan en su interior moléculas de diferente tamaño. El dendrímero puede por-
tar 4 moléculas grandes (Rosa de Bengala) y 8-10 pequeñas (ácido p-nitroben-
zoico). Cuando este dendrímero se trata con ácido fórmico, el armazón exterior
se abre permitiendo la liberación de las moléculas hospedadas en su interior.

Guadarrama y colaboradores elaboraron unos modelos dendriméricos para
poder observar la localización de las moléculas de ibuprofeno y avermectina
(Figura 5.8) para poder evaluar las interacciones entre el dendrímero y los fár-
macos por medio de cálculos de dinámica molecular (52).

Frechet propuso una micela unimolecular basada en una red dendrimérica
de poliarileter con grupos carboxilato en superficie que era capaz de disolver
moléculas apolares (7). Este tipo de dendrímeros serían buenos candidatos para
el transporte de compuestos hidrofóbicos bioactivos, como los esteroides.

Mitchell y col. modificaron las aminas de superficie de los dendrímeros PA-
MAM con un derivado del glicerol (tris(hidroximetil)aminometano), creando
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dendrímeros hidrosolubles capaces de unir compuestos aromáticos acídicos an-
tibacterianos, los cuales pueden ser liberados cuando baja el pH (53).

Los dendrímeros de estructura carbosilano, CBS, hidrosolubles y biocom-
patibles desarrollados por Ortega y colaboradores (10) propiciaron nuevas in-
vestigaciones con estos dendrímeros en el transporte de fármacos polianiónicos,
tales como la heparina, algunos antiinflamatorios no estroideos como la indo-
metacina, ácido acetilsalicílico, etc, evitando los efectos indeseados de la unión
de estos fármacos a proteínas del plasma o a RNasas (54). Debido a su labili-
dad a pH ácido, podrían ser útiles para la administración de fármacos aniónicos
de forma pH dependiente (36, 55).

Dendrímeros en terapia génica

El interés de los dendrímeros como transportadores de fármacos se ha foca-
lizado principalmente en su capacidad de transporte de ADN o ARN al interior
de las células (transporte de genes o de secuencias cortas de ADN o ARN inhi-
bidoras) en terapia génica sustitutiva o terapia antisentido. En este particular exis-
ten múltiples estudios con PAMAM o PPI amino-terminados no modificados
como agentes de transfección no virales de ADN al núcleo (34, 35, 56-59).

Como se puede observar en la Figura 5.9, los dendrones se distribuyen a lo
largo de su linearidad con las moléculas de DNA atrapadas alrededor de las car-
gas positivas del dendrón (60). Se ha encontrado que los dendrímeros parcial-
mente degradados o fragmentados presentan una mayor capacidad de transfec-
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FIGURA 5.8. Proceso de encapsulación del dendrímero PAMAM de tercera generación con las
móleculas de ibuprofeno (derecha) y avermectina (izquierda) encapsulados en color amarillo (52).



ción; a esto se le llama «activación» del dendrímero, que puede ser por rotura
hidrolítica de los puentes amida (48, 61, 62); en comparación con los dendrí-
meros intactos, los dendrímeros degradados parcialmente tienen una estructura
más flexible (menos puentes amida) y forman una estructura más compacta con
el ADN, lo cual favorece la transfección por vía endocítica (62). Además, la
transfección es mayor con un exceso de aminas primarias del dendrímero fren-
te a grupos fosfato del ADN, dotando al complejo de una carga total positiva,
probablemente por favorecer la adhesión del complejo a la superficie celular,
cargada negativamente. Los dendrímeros PPI de mayor generación (que no con-
tienen amidas) son demasiado citotóxicos para ser usados como vehículos no
virales, sin embargo los de baja generación pudieran ser una buena opción (31).

Los dendrímeros amino terminados no modificados transportan el ADN has-
ta la membrana y pueden ayudar al proceso de transfección induciendo disrup-
ción de la misma. En teoría el ADN desnudo, cargado negativamente, sería re-
pelido por la superficie externa celular, también cargada negativamente.

Por otro lado los dendrímeros CBS pueden tener una labor fundamental en
la liberación controlada de fragmentos de ADN y siRNA de interferencia, como
muestra Weber y colaboradores (37). En la ilustración de la Figura 5.10 se ob-
serva la transfección eficaz de oligonucleótidos antisentido por medio de den-
drímeros CBS en células de la sangre.
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FIGURA 5.9. Imágenes de dendrones con DNA complejado obtenidas mediante el microscopio
electrónico de barrido (Scanning Force Microscopy). Las escala representa 250 nm. Adaptado

con permiso de Gossl y colaboradores (60). Copyright 2002 American Chemical Society.



Dendrímeros en vectorización de fármacos

Una forma de direccionar los dendrímeros hacia las células deseadas es la
de funcionalizarlos con ácido fólico, que es captado por las células por la vía
del receptor de folato, el cual está sobre-expresado en las células tumorales. Los
dendrímeros funcionalizados de esta forma tendrían preferencia por entrar en las
células tumorales sobre las células normales, con lo cual se convierten en bue-
na molécula base para el transporte de fármacos citotóxicos (63, 64). Muy re-
cientemente, dendrímeros PAMAM modificados con folato en su superficie han
sido utilizados como transportadores de isótopos de boro en terapias de captu-
ra de neutrones en cáncer (65). Los dendrímeros PAMAM conjugados con cis-
platino actúan como un transportador macromolecular de platino, un fármaco
antitumoral. Este complejo dendrímero-platino da lugar a una liberación con-
trolada del platino, llevando a una mayor acumulación del mismo en tumores
sólidos, con menor toxicidad que el cis-platino libre (66). Complejos PAMAM-
plata que liberan esta última lentamente han demostrado actividad antibacteria-
na contra varias bacterias Gram-positivas (67).

Las aproximaciones mencionadas están basadas en uniones no covalentes
entre el fármaco y el dendrímero. Una alternativa es la unión covalente mediante
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FIGURA 5.10. Imagen de Microscopía confocal de células mononucleares de sangre periférica
(PBML) transfectadas con un oligonucleótido antisentido fluorescente REV medinate un
dendrímero carbosilano. Membrana celular está marcada con Texas Red en rojo, el núcleo celular
está marcado con DAPI en color azul, y el oligonucleótido antisentido está marcado con FITC
en color verde. Imagen cortesía laboratorio Inmunobiología Molecular (Hospital General 

Universitario Gregorio Marañón, Madrid).



un enlace biodegradable. Dendrímeros con un núcleo 1,4,7,10 tetraazaciclodo-
decano con aminas primarias en superficie y modificados parcialmente con 1-
bromoacetil-5-fluoro-uracil para formar una unión imida lábil liberan de forma
controlada 5-fluoro-uracilo, un potente antitumoral, mediante hidrólisis de la
imida a pH fisiológico in vitro (68).

Los carbohidratos son una clase de moléculas importantes en el reconoci-
miento biológico. Las proteínas de unión a carbohidratos son denominadas lecti-
nas (69). Las interacciones lectina-carbohidratos han sido descritas en numerosos
casos en el sistema inmune (en los eventos que llevan a activación celular), en in-
fecciones virales y bacterianas, en relación con el cáncer y el crecimiento celular,
etc. Los fármacos basados en carbohidratos tienen por tanto interés como anti-ad-
hesinas microbianas, antagonistas de toxinas, o bien como fármacos antiinflama-
torios, antivirales y anticancerosos. Un ejemplo son los glicodendrímeros, prepa-
rados mediante la unión de las aminas terminales de dendrímeros PAMAM G3 o
dendrímeros de lisina a manosa-isotiocianato, ácido siálico o lactosa. Con el aduc-
to octamérico se consigue aumentar 300-400 veces la afinidad por la lectina ma-
nosa específica del monocito-macrófago respecto a la afinidad del monosacárido
(manosa) (70). Los glicodendrímeros han sido utilizados como antígenos para va-
cunas (71, 72). Glicodendrímeros con el antígeno T- asociado beta Gal 1-3 alfa-
GalNAc disacárido se ensayaron para unión a la lectina específica de galactosa
(73). Éstos pueden ser utilizados en la detección de tumores que expresen recep-
tores de antígenos T, y para vehiculizar fármacos hacia los mismos. En conclu-
sión, los dendrímeros glicosilados pueden mimetizar los glicoconjugados natura-
les e interactuar eficientemente con los receptores carbohidrato naturales.

Dendrímeros en administración transdérmica de fármacos

En el caso de algunos fármacos como los antiinflamatorios no esteroideos,
la administración transdérmica se está estudiando para obviar las vías más clá-
sicas (oral, parenteral) con el fin de evitar efectos secundarios tales como los
gastrointestinales o la nefrotoxicidad. La presencia del dendrímero, en unión con
los fármacos a administrar, induce alteraciones en la piel que aumenta su per-
meabilidad (74).

Existe la posibilidad de evaluar dendrímeros, también los carbosilano, para fa-
cilitar la administración por iontoforesis de fármacos aniónicos, dotándolos de una
carga total positiva que facilite su paso a través de la piel al aplicarse una diferen-
cia de potencial entre la parte externa e interna de la misma. En este particular me-
rece especial atención la posible administración de insulina a través de la piel.
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Dendrímeros como antivirales

En general, los dendrímeros antivirales funcionan mimetizando artifi-
cialmente las superficies celulares aniónicas, por lo tanto estos dendrímeros
son diseñados con grupos aniónicos de superficie como residuos sulfonato o
de ácido siálico, que son carbohidratos acídicos presentes en la superficie ce-
lular. En otras palabras, el dendrímero compite con la superficie celular por
la unión al virus, llevando a una menor probabilidad de infección de la cé-
lula por parte de éste (Figura 5.11). Dendrímeros de polilisina modificados
con residuos de naftil y con grupos sulfonato de superficie han demostrado
inhibir la infección por Herpes Simplex in vitro (40), inhibiendo no sólo la
entrada sino también pasos posteriores de la replicación viral (75); lo mismo
ocurre con PAMAM modificados covalentemente con residuos naftil-sulfo-
nato: en este caso son capaces de inhibir la replicación del VIH tanto a ni-
vel de la entrada celular como en pasos posteriores, interfiriendo con la re-
trotranscriptasa y la integrasa (76, 77).

PAMAM funcionalizados con ácido siálico inhiben eficientemente la infec-
ción por Influenza A H3N2; sin embargo, la inhibición está limitada a este sub-
tipo de Influenza (78). Se ha diseñado también un dendrímero con grupos ami-
da de superficie que funciona como inhibidor del virus respiratorio sincitial. El
mecanismo exacto no es del todo conocido, pero parece que es debido a la for-
mación de puentes de hidrógeno entre los grupos periféricos del dendrímero con
la proteína de fusión del virus.
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FIGURA 5.11. Mecanismo de acción de los dendrímeros como antivirales.



Dendrímeros como antibacterianos

En contraste con los dendrímeros antivirales, los dendrímeros antibacteria-
nos contienen generalmente grupos catiónicos de superficie tales como aminas
o grupos tetraalquil amonio. Estos dendrímeros catiónicos se adhieren y dañan
la membrana bacteriana, causando la lisis de la bacteria. Dendrímeros PPI con
grupos alquil amonio terciarios de superficie han demostrado una amplia acti-
vidad bactericida tanto contra Gram positivos como contra Gram negativos (79,
80). Estos dendrímeros presentan una mayor capacidad bactericida que otros po-
límeros hiperramificados.

Dendrímeros de polilisina han demostrado inhibir la adhesión de E. coli a
eritrocitos equinos en ensayos de hemaglutinación (81). Los dendrímeros CBS
de generación 5 y 6 demostraron actividad antimicrobiana contra bacterias
Gram+ y Gram- (82). Según De la Mata y colaboradores, esta actividad dismi-
nuye ligeramente cuando la generación de dendrímeros incrementa, principal-
mente en bacteria Gram-, debido principalmente a la diferencia en estructura de
la pared celular en estos organismos.

Dendrímeros como antitumorales

En tratamientos fotodinámicos, el fármaco se convierte en tóxico tras irra-
diación debido a la formación in situ de pequeñas cantidades de oxígeno en es-
tado singlete, el cual tiene efectos fisiológicos deletéreos (83). En comparación,
el fármaco no debe ser tóxico bajo condiciones de no irradiación (pro-fármaco).
Se han publicado algunos artículos acerca de dendrímeros portadores de drogas
fotosensibles; por ejemplo, conteniendo ácido 5-aminolevulínico en la periferia,
siendo éstos prometedores agentes para tratamiento de tumores de queratinoci-
tos (84). Dendrímeros basados en poliarileter portando protoporfirina como fo-
tosensibilizador han sido evaluados como candidatos para el tratamiento de tu-
mores sólidos (85).

Dendrímeros como desnaturalizantes de proteínas

Ciertos tipos de dendrímeros actúan disminuyendo la constante dieléctrica y
la viscosidad del agua y desordenando su estructura regular mediante la reorga-
nización de las moléculas de agua en la superficie del dendrímero. Esto lleva a
desfavorecer las interacciones hidrofóbicas, lo cual es muy desestabilizador para

187

DENDRÍMEROS Y SUS APLICACIONES BIOMÉDICAS



la mayoría de las estructuras terciarias de las proteínas (desnaturalización). Las
sustancias que producen este efecto se llaman «caotropos», y ejemplos clásicos
de los mismos son sales como el MgCl2, la urea, el cloruro de guanidio, el tio-
cianato sódico, el tiocianato de guanidio o disolventes orgánicos como el aceto-
nitrilo, propanol y metanol. Generalmente los caotropos sirven para desnaturali-
zar y solubilizar proteínas. Así, hay un ejemplo sumamente interesante de la
aplicación de dendrímeros como desnaturalizantes de proteínas es su uso para di-
solver agregados de proteinas priónicas (86). Las proteínas priónicas son capa-
ces de adoptar una estructura-conformación patogénica que causa neuropatías
mortales llamadas encefalopatías espongiformes (Creutzfeldt-Jakob, mal de las
«vacas locas», scrapie ovino, etc). Estas proteínas forman agregados insolubles,
los cuales se encuentran en los cerebros de los individuos afectados. Estos agre-
gados son solubles sólo en solventes que contienen tanto detergentes como des-
naturalizantes (típicamente cloruro de guanidio 6 M). Sin embargo, estos agre-
gados pueden ser solubilizados por dendrímeros catiónicos como los PEI, PPI, y
los PAMAM; los de mayor generación con mayor número de aminas en super-
ficie son los más eficaces. Lo destacable es que no se han descrito otros com-
puestos capaces de disolver agregados priónicos ya formados previamente.

Dendrímeros en vacunas

Es bien sabido que las moléculas de bajo peso molecular (como los péptidos)
no son muy inmunogénicos o bien inducen una respuesta inmune débil tras su in-
yección en el huésped. Sin embargo, este problema puede ser solucionado incre-
mentando su peso molecular bien mediante polimerización o bien mediante acopla-
miento a un transportador de alto peso molecular multivalente (tradicionalmente una
proteína) (87). Para la preparación de inmunógenos muy definidos y altamente re-
producibles como los que se necesitan para la fabricación de vacunas, otros tipos de
transportadores son muy deseables, como los dendrímeros, con una estructura muy
definida y con muchos grupos funcionales capaces de unir antígenos en su periferia.
Tam y col desarrollaron un dendrímero MAP (del inglés «multiple antigenic pepti-
de») (88, 89), el cual puede ser sintetizado con mezclas definidas de epítopos B o T.
La mayoría de las inmunizaciones in vitro ensayadas con dendrímeros MAP han sido
realizadas con adyuvantes tradicionales: en el ensayo de Moreno y col. (90), se en-
sayó la capacidad de inducción de la producción de anticuerpos por parte de hidró-
xido de aluminio, adyuvante de Freund y saponina en combinación con una estruc-
tura MAP que contenía péptidos de Plamodium falciparum estimuladores de células
T y B. Ota y col. demostraron que las estructuras MAP eran procesadas por las cé-
lulas presentadoras de antígenos en la misma forma que los antígenos derivados de
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patógenos intracelulares (ejemplo: virus), dando lugar a una potente respuesta inmu-
ne, incluyendo la producción de células T citotóxicas (91). Los dendrímeros MAP
son construcciones asimétricas en forma de cuña formadas por sucesivas generacio-
nes de residuos de lisina. Estos dendrímeros presentan un gran número de aminas
primarias que pueden ser acopladas a antígenos de bajo peso molecular, con la in-
tención de aumentar la inmunogenicidad, obviando la necesidad de utilizar proteínas
transportadoras. Este tipo de estructuras MAP están en ensayo para obtener vacunas
para la malaria y la enfermedad «pié-boca» (92-94).

Las estructuras MAP han sido utilizadas también para transportar antígenos
no peptídicos como carbohidratos, haptenos, etc, en el contexto de vacunas: un
ejemplo es su estudio en vacunaciones contra tumores de colon en rata con alu-
minio como adyuvante (95).

Por otra parte, los dendrímeros pueden ser utilizados ellos mismos como adyu-
vantes en vacunaciones (un adyuvante es una sustancia que aumentan la inmunoge-
nicidad de un antígeno deseado cuando los dos se administran en conjunto) (41).

Dendrímeros actualmente en fase preclínica o clínica

Debido al gran interés que han despertado los dendrímeros en los últimos
20 años, algunos de ellos se encuentran en fases preclínicas, y uno sólo de ellos
en fase clínica.

En la actualidad los dendrímeros son moléculas con un alto grado de espe-
cialización, y como hemos analizado en el apartado anterior, pueden ser aplica-
dos a diversas ramas de la medicina: tratamiento, prevención y diagnóstico.

En la Tabla 5.2 se enumeran algunas patentes mundiales de fármacos por
distintas instituciones, empresas farmacéuticas y empresas de biotecnología.

Como diagnóstico se ha encontrado una aplicación interesante de un den-
drímero de gadolinio utilizado para diagnosticar fallo renal agudo inducido por
sepsis mediante imágenes de resonancia magnética (96).

En el campo de la prevención, podemos encontrar dendrímeros utilizados como
antivirales para la prevención de la infección por VIH (97). El dendrímero SPL7013
(Vivagel®, Starpharma Pty, Ltd.) está siendo desarrollado como fórmula de aplica-
ción tópica vaginal para impedir la infección del virus durante el acto sexual. Este
dendrímero es actualmente el primero y el único tratamiento basado en dendríme-
ros que está autorizado para proceder con los ensayos clínicos por la FDA y la fase
I de ensayos en humanos ya ha sido testada con éxito (97).
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Como tratamiento avanzado en preclínica los dendrímeros (G5) están sien-
do estudiados en el grupo de James Baker y colaboradores (98) como transpor-
tador de un fármaco citostático, el metotrexato (MTX), y funcionalizados con
ácido fólico (FA) en su superficie. El conjugado resultante, G5-FA-MTX ha de-
mostrado su eficacia y especificidad en células con receptor de ácido fólico in
vitro e in vivo. Los estudios en fases clínicas deberán demostrar que este con-
jugado tiene una viabilidad para el tratamiento del cáncer.

En la Tabla 5.3 se muestran algunos dendrímeros en su fase preclínica o clí-
nica más avanzada, donde podemos observar la gran diversidad de aplicaciones
que pueden tener los dendrímeros que actualmente están siendo objeto de in-
tensas investigaciones en todo el mundo.
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Patente Licenciatario Título Aplicación

WO 2008133954 Genzyme Corporation Dendrímeros amido-amina

WO 2008121153 University of Utah Métodos de producción y usos Excipientes 
de los dendrímeros farmacéuticos

WO 2008089256 Cappella, Inc Terapéutica con dendrímeros Lesiones inflamatorias en
cáncer

JP2008050283 Saitama University Acidos siálicos tipo tiolglicósido
unidos a dendrímeros Influenza

WO 2008017122 Starpharma Pty.Ltd. Baker Agentes de contraste de
Medical Research Institute dendrímeros polilisina

WO 2008017125 Starpharma Pty.Ltd. Agente terapéutico de dendrímero 
de polilisina

WO 2008011967
DE 102006035041 Patente Merck GmbH 1,4-Bis(2-tienilvinil)benzol 

derivados y su uso

WO 2008011047 Genzyme Corp. Dendrímeros aminados Hiperfosfatemia

WO 2008008483 University of Michigan Métodos de producción y usos Diagnóstico de 
de los dendrímeros cáncer

WO 2007149500 Dendritic Nanotechnologies, Formulaciones conteniendo
Inc. dendrímeros híbridos

TABLA 5.2. Muestra de patentes de dendrímeros y aplicaciones terapéuticas
y diagnósticas de los mismos.



CONCLUSIONES

En conclusión, los dendrímeros son polímeros sintéticos con una forma glo-
bular extremadamente bien definida y con una serie de propiedades inmejora-
bles para su uso en aplicaciones biológicas. Responden de forma predecible en
solución, pueden ser modificados ampliamente para portar múltiples ligandos
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Fase Código Producto Aplicación Mecanismo Organizaciónde acción

Clínica I SPL Dendrimero Prevención HIV Antiviral tópico Starpharma Pty, Ltd.
7013 y herpes genital vaginal

Preclínica DAB-Am64- Complejo Diagnóstico por Universidad Kyoto
(1B4M-Gd)64 dendrímero- RMN de cáncer y National 

gadolinio hepatobiliar Cancer Institute 

Preclínica Dendrímeros Fármacos College Universitaire 
oncolíticos de Saint-Boniface y

Ohio State University 

Preclínica Dendrímeros Fármacos College Universitaire 
oncolíticos de Saint-Boniface y

Ohio State University 

Preclínica pGEG.FasL Terapia génica Terapia cáncer Kyoto Prefectural 
de próstata University of 

Medicine 

Diagnóstico Agentes
biológico C3d Dendrímeros Diabetes tipo I neurotróficos

Preclínica FGL-4 Dendrímeros Tratamiento Activadores Enkam 
FGL-D ictus y desórdenes FGFR1

Cognitivos 

Preclínica BD-C225 Dendrímeros Fármacos Ohio State
C225-G5- radiosensibili- oncolíticos University 
B1100 zantes

Preclínica Gd-D1 Complejos Agentes para Mitsubishi 
Dendrímero- RMN Tanabe Pharma 
Gadolinio

Diagnóstico Dendrímeros Tratamiento Genzyme
biológico trastornos renales 

e hiperparatoidismo

TABLA 5.3. Fases clínicas y preclínicas de los dendrímeros en los que se busca
una aplicación terapéutica, diagnóstica o preventiva.



con actividad biológica, pueden atravesar barreras biológicas, y son fabricados
con muy pocos defectos estructurales, lo cual hace fácil su análisis por medios
tales como espectrometría de masas, espectroscopía de infrarrojos o resonancia
magnética nuclear (RMN).

Existen distintos tipos de dendrímeros diferentes en su química que están
siendo estudiados para transfección de genes u oligonucleótidos, transporta-
dores de fármacos, diseño de vacunas, interacciones huésped-receptor, 
biosensores, etc. Es importante resaltar que los dendrímeros tienen una enor-
me aplicación también en otros campos tales como la cosmética, electrónica,
fotónica, industrias químicas, entre otros. Desde tecnología basada en dendrí-
meros para formar pelotas de golf (US patent 7101951), hasta productos na-
noscópicos para el pelo que incluyen dendrímeros (US Patent 0072728). En
este sentido, la compañía ExxonMobil es propietaria de una patente basada en
tecnología de dendrímeros donde se utilizan para incrementar el flujo del acei-
te a temperaturas muy frías. También el US Army Research Laboratory está
desarrollando un agente de detección de anthrax basado en dendrímeros, lla-
mado «Alert Ticket».

La irrupción en el campo de la Biomedicina de estas macromoléculas dará
lugar a la aparición de nuevas estrategias terapéuticas y de diagnóstico emple-
ando fármacos y moléculas ya conocidos o de nueva aparición, que se combi-
narán con los dendrímeros para adquirir nuevas compuestos farmacéuticos con
alto grado de especialización, seguridad y eficacia ofreciendo un alto valor te-
rapéutico y de bienestar a la sociedad.
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6. Nanocristales

RAMÓN MARTÍNEZ PACHECO

Departamento de Farmacia y Tecnología Farmacéutica. Facultad
de Farmacia. Universidad de Santiago de Compostela

INTRODUCCIÓN

En la actualidad, se cifra en más del 40% la proporción de nuevos fárma-
cos que se caracterizan por presentar una reducida hidrosolubilidad (1). Gene-
ralmente, se trata de fármacos clase II en el Sistema de Clasificación Biofar-
macéutica (2) para los que la disolución constituye la etapa limitante de su
absorción.

La formulación de este tipo de fármacos plantea numerosos e importantes
problemas derivados del hecho de que su biodisponibilidad oral es incompleta,
variable y dependiente de factores como la ingestión concomitante de alimen-
tos (3). Tampoco el desarrollo de formas parenterales está exenta de problemas,
a consecuencia del volumen de vehículo necesario para incorporar sus dosis te-
rapéuticas (4, 5).

Para obviar estos problemas se han propuesto diversas aproximaciones tec-
nológicas entre las que cabe destacar la obtención de sales del fármaco, la utili-
zación de disolventes no acuosos o de cosolventes, la adición de agentes solubi-
lizantes, la formación de complejos de inclusión o la incorporación del fármaco
a emulsiones, microemulsiones, liposomas o dispersiones sólidas (6-16).

Aunque, para algunos fármacos, estas aproximaciones han resultado efica-
ces, cuentan con importantes limitaciones referidas a la necesidad de que el fár-
maco reúna ciertas características como contener en su molécula grupos ioni-
zables, ser soluble en determinados disolventes o mezclas de disolventes, contar
con un tamaño y una forma molecular adecuadas o administrarse a dosis redu-
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cidas. Además, en la incorporación a las formas de dosificación de disolventes
no acuosos o de determinados aditivos, puede situarse el origen de la aparición
de algunos efectos indeseables o de toxicidad (17).

En principio, una reducción del tamaño de partícula del fármaco, a través
de cualquiera de los procedimientos disponibles, carece de la mayor parte de las
limitaciones señaladas. Así, la micronización ha permitido incrementar la bio-
disponibilidad oral de un buen número de fármacos poco hidrosolubles, al re-
ducir su tamaño medio de partícula hasta valores comprendidos entre 1 y 20 mi-
cras (18, 19). Sin embargo, para aquellos fármacos de hidrosolubilidad
especialmente reducida, el incremento que produce la micronización sobre su
velocidad de disolución, derivado del aumento de su superficie específica, no
es suficiente para que su biodisponibilidad resulte completa.

En esta situación, se hace necesario desarrollar nuevas aproximaciones tec-
nológicas, en especial aquéllas que sean aplicables a cualquier fármaco, que per-
mitan obviar los numerosos problemas descritos en párrafos anteriores.

Con esta finalidad, en la década de los noventa, se introdujeron los prime-
ros procedimientos útiles para intensificar los efectos comentados de la reduc-
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ción del tamaño de partícula; es decir, procedimientos que permiten la obten-
ción de partículas cristalinas submicrométricas, conocidas como nanocristales,
de tamaño comprendido entre 1 y 1000 nanometros (y, más frecuentemente, en-
tre 100 y 400 nm), habitualmente en forma de nanosuspensión.

Las importantes reducciones en el tamaño de partícula que provocan estos
procesos de nanonización, se acompañan de incrementos muy acusados sobre
su velocidad de disolución, que no sólo se explican por los espectaculares au-
mentos de la superficie específica que experimentan los fármacos, sino a través
de otros mecanismos que se analizarán seguidamente; no obstante, conviene se-
ñalar que, al margen de su efecto sobre la disolución de fármacos, los nano-
cristales han encontrado otras importantes aplicaciones biomédicas, tal como se
recoge en la Figura 6.1.

MECANISMOS DE ACELERACIÓN DEL PROCESO DE DISOLUCIÓN
EN NANOCRISTALES

Para llevar a cabo el análisis de estos mecanismos, resulta útil acudir a la
ecuación de Nerst y Brunner (20), expresión de la teoría de la capa de difusión,
que adopta la forma:

en la que dC/dt representa la velocidad de disolución del sólido, D el coeficiente
de difusión del fármaco en el medio de disolución de volumen V, S la superfi-
cie del sólido, Cs el coeficiente de solubilidad del sólido y C la concentración
de sólido disuelto a tiempo t.

Así, la ecuación de Nerst-Brunner predice incrementos proporcionales en la
velocidad de disolución como consecuencia de la ampliación, de hasta 50 veces,
de la superficie del sólido, (S) que supone la reducción del tamaño de sus partí-
culas hasta valores nanométricos. También permite predecir incrementos adicio-
nales en la velocidad de disolución del sólido derivados de una reducción del es-
pesor de la capa de difusión (h) que lleva aparejada la reducción de su tamaño
de partícula y que pueden cuantificarse a través de la ecuación de Prandtl (21).

Además, toda reducción del tamaño de partícula de un sólido por debajo de 1-
2 micras, da lugar a incrementos apreciables de su coeficiente de solubilidad (Cs).
La ecuación de Freundlich-Ostwald (22) establece la existencia de una relación de

dC
dt

D S
h V

Cs C= ⋅
⋅

−( )
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tipo exponencial entre ambas variables, que puede suponer un aumento en el valor
del coeficiente de solubilidad del sólido en el medio de disolución de hasta un 50%.

PROCEDIMIENTOS DE OBTENCIÓN DE NANOCRISTALES

Dentro del ámbito, más amplio, de los procedimientos de ingeniería de par-
tículas hoy disponibles, que se han esquematizado en la Figura 6.2, son tres los
métodos a los que es posible acudir para la producción de nanocristales. Uno de
ellos, la precipitación controlada, es un método de agregación (bottom up en ter-
minología anglosajona) que parte de una dispersión molecular del sólido y se basa
en el equilibrio entre fases. Los otros dos, pulverización húmeda en molinos de
perlas y homogeneización a alta presión, son métodos de fragmentación (es de-
cir, top down) basados en la división mecánica de las partículas del sólido. Antes
de pasar a describir las principales características, ventajas y limitaciones de cada
uno de los procedimientos indicados, conviene llamar la atención acerca de la rá-
pida evolución que está experimentando este campo en los últimos años, por lo
que, de forma permanente, se están desarrollando nuevas e interesantes aproxi-
maciones, en especial aquéllas que implican el uso de fluidos supercríticos.

Precipitación controlada

Aunque se trata de un procedimiento basado en un principio clásico, a par-
tir de la década de los noventa, se desarrollaron y patentaron una serie de va-
riantes que posibilitan la obtención de precipitados formados por partículas sub-
micrométricas que, en ciertos casos, suponen la incorporación a los sistemas de
agentes estabilizantes o la utilización de fluidos supercriticos y que han dado
lugar a productos/técnicas protegidas como Hydrosol® de la actual Novartis (23)
y Nanomorph® de Soliqs-Abbott (24, 25).

En términos generales, el procedimiento consiste en adicionar una disolu-
ción del fármaco en un disolvente orgánico sobre una fase acuosa miscible con
la orgánica. Esta adición provoca una repentina sobresaturación, a la que sigue
el proceso de nucleación.

Las principales variable sobre las que se puede actuar para modular las ca-
racterísticas de los precipitados son la temperatura, la intensidad de agitación y
la concentración de fármaco disuelto en la fase orgánica. Así, una reducción de
la temperatura normalmente da lugar a un menor coeficiente de solubilidad del
sólido y facilita que se alcancen la supersaturación y la nucleación, posibilitan-
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do la obtención de partículas de menor tamaño. De manera similar, una reduci-
da concentración de sólido disminuye la probabilidad de que tenga lugar la agre-
gación de las partículas formadas y permite una sobresaturación más uniforme,
con efectos reductores sobre el tamaño de partícula del precipitado (26). Final-
mente, todo incremento en la intensidad de agitación favorece, también, la for-
mación de partículas de menor tamaño al mejorar la homogeneidad de la so-
bresaturación e incrementar el número de núcleos (27).

Aunque las técnicas de precipitación son muy simples, no requieren el uso
de equipos sofisticados y no someten a los productos a tratamientos enérgicos
que pueden comprometer su estabilidad, su uso actual está bastante restringido
como consecuencia de ciertas limitaciones entre las que la más importante se
refiere a la necesidad de evitar el crecimiento cristalino y -en el caso de que las
partículas presenten cierta estructura amorfa que les confiere una mayor velo-
cidad de disolución- la necesidad de mantener esta forma metaestable hasta el
momento de su administración (28). Una limitación adicional es que el fárma-
co debe ser soluble en un disolvente orgánico miscible con el agua, disolvente
orgánico que deberá eliminarse del producto acabado.
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Pulverización húmeda. Molinos de perlas

Este procedimiento, desarrollado y patentado inicialmente por Liversidge y
col. en 1992 (29), fue comercializado posteriormente por Elan Drug Delivery
bajo la denominación registrada Nanocrystal®.

Los equipos utilizados para la obtención de nanocristales, los molinos de
perlas, tienen una estructura muy similar a los clásicos molinos de bolas. En los
molinos de perlas, la cámara de pulverización contiene pequeñas partículas es-
féricas (perlas) de unos tres milímetros de diámetro, que constituyen el elemento
activo en el proceso de pulverización. Las perles pueden estar formadas por di-
ferentes materiales, entre los cuales óxido de zirconio, vidrio y poliestireno fuer-
temente reticulado son los más frecuentemente utilizados. La reducción del ta-
maño de las partículas del sólido tiene lugar a través de un doble mecanismo:
creación de fuerzas de cizalla de alta energía asociadas al giro del rotor y el im-
pacto de las perlas sobre las partículas del sólido.

La cámara de pulverización se carga normalmente con el fármaco a pulve-
rizar, un agente estabilizante y agua. No obstante, pueden incorporarse otras sus-
tancias auxiliares como azúcares, tampones o sales, con objeto de facilitar el
proceso o la aplicación de tratamientos sobre el producto nanonizado (30).

El agente estabilizante es un elemento clave en el proceso ya que debe
favorecer la reducción del tamaño de partícula del sólido y dotar a éste de
una adecuada estabilidad física. Para que resulte eficaz debe provocar la hu-
mectación de la superficie de los cristales del sólido y proporcionarles una
barrera de tipo iónico o de tipo estérico. En ausencia de un agente estabili-
zante adecuado, la elevada energía superficial de las partículas nanométricas
provocará su agregación (31). Aunque, hasta el momento, la selección del
agente estabilizante es eminentemente empírica, algunos estudios recientes
han puesto de manifiesto que la capacidad de estabilización depende de pro-
piedades como la energía superficial o la presencia de ciertos grupos funcio-
nales en su molécula. Como agentes estabilizantes se utilizan productos de
empleo tan frecuente en formulación como povidonas, polisorbatos, pluronics
o derivados celulósicos (32).

El producto resultante de la aplicación de este proceso es una nanosuspen-
sión de partículas cristalinas, de tamaño habitualmente comprendido entre 100
y 500 nm, recubiertas de una fina película de agente estabilizante y cuya forma
depende mayoritariamente de la morfología de los cristales de la materia prima
y de sus planos de fractura (30).
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En los molinos de perlas, los riesgos de provocar transiciones polimórficas
son pequeños, ya que el proceso se desarrolla a temperatura controlada y la pre-
sencia de la fase acuosa permite disipar eficazmente el calor generado (33).

La estabilidad física de las nanosuspensiones es elevada, en especial en el
caso de fármacos de hidrosolubilidad más reducida, en los que la aparición del
clásico efecto Ostwald de envejecimiento (ripening) es menos probable (34).

Un aspecto de indudable interés práctico es la posibilidad de eliminación
de la fase acuosa de las nanosuspensiones por liofilización, atomización o cual-
quier otro procedimiento adecuado, para originar un producto seco que se in-
corpora con facilidad a formas de dosificación sólidas, convencionales o de li-
beración modificada lo que, adicionalmente, permite incrementar su estabilidad
física, alejando el peligro de aglomeración o de crecimiento cristalino (30). Ade-
más, los productos liofilizados, previa sterilización y adecuada redispersión, pue-
den emplearse como formas parenterales.

Una de las escasas limitaciones de esta modalidad de producción de nano-
cristales se deriva de la larga duración del proceso, que puede extenderse de ho-
ras hasta días, y se refiere a la posibilidad de contaminación de los productos
como consecuencia de la erosión de las perlas. Aunque se dispone de datos dis-
crepantes al respecto, hoy parece claro que la importancia de esta contamina-
ción está determinada por la naturaleza de los materiales de construcción de las
perlas y por la dureza de los sólidos a procesar (35).

Homogeneización a alta presión. Homogeneizadores de pistón

Aunque inicialmente se desarrollaron dos variantes de la homogeneización
a alta presión para la obtención de nanocristales, una de ellas, la microfluidifi-
cación (36), ha sido prácticamente abandonada para este fin como consecuen-
cia del elevado número de ciclos de homogeneización que es necesario aplicar
para obtener el tamaño de partícula deseado y de la excesiva proporción de par-
tículas micrométricas presentes en el producto final. Por ello, hoy la atención
se centra en el empleo de homogeneizadores de pistón, técnica introducida y
desarrollada por Muller (37) en los años centrales de la década de los noventa,
registrada como DissoCube® por la firma SkyePharma, y aplicable para la ob-
tención de nanocristales en medio acuoso. En los primeros años del presente si-
glo, se amplió su ámbito de aplicación a disolventes no acuosos y a mezclas de
agua con disolventes miscibles, tecnología registrada como Nanopure® por la
empresa alemana PharmaSol (38).
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En los procesos de homogeneización en medio acuoso, una suspensión de fár-
maco micronizado en una disolución acuosa de un agente estabilizante, se hace pasar
a presión -aplicada mediante un pistón- a través de la ranura, muy estrecha (de unas
25 micras), del homogeneizador. Ello produce una fuerte reducción de la presión es-
tática, que cae incluso por debajo de la presión de vapor del agua a esa temperatura,
y lleva a la formación y crecimiento de burbujas que «implotan» cuando la suspen-
sión abandona la ranura del homogeneizador, por lo que es la cavitación el mecanis-
mo predominante en la reducción del tamaño de las partículas en suspensión (39-41).

Las características del producto obtenido en los homogeneizadores de pis-
tón pueden modularse ajustando la presión y la temperatura de trabajo y el nú-
mero de ciclos de homogeneización al que se somete el producto.

Los efectos de la presión son claros: cuanto mayor sea ésta, mayor será la
velocidad que alcanza la suspensión en la ranura del homogeneizador, mayor
será la caída de presión estática en ella, mayor será el número de burbujas for-
madas y mayor será la energía disponible para reducir el tamaño de las partí-
culas. En este sentido, cabe señalar que la presión aplicada para la homogenei-
zación raramente supera los 1500 bar.

La evolución de los valores de presión de vapor del agua con la tempera-
tura, convierte en obvios los efectos de esta variable. Por ello, en los homoge-
neizadores de pistón se disponen intercambiadores de calor que permiten una
regulación estricta de la temperatura de trabajo lo que, adicionalmente, permite
evitar la posible degradación de productos termolábiles.

En lo que se refiere al número de ciclos de homogeneización, hay que se-
ñalar que normalmente es necesario aplicar un considerable número de ciclos,
incluso superior a 10 ó 20, para conseguir nanocristales del tamaño requerido.
Este hecho tiene su origen en que, a consecuencia de la cortísima duración del
paso del producto a través de la ranura del homogeneizador (milisegundos), no
todas las partículas del producto se fragmentarán, por lo que resulta imprescin-
dible la repetición del ciclo. También, la aplicación de un elevado número de
ciclos de homogeneización puede justificarse por la progresiva homogeneidad
en el tamaño de los nanocristales que se consigue a través de su reiteración (42).

Las características de las nanosuspensiones obtenidas en los homogeneiza-
dores de pistón, en cuanto a tamaño y forma de los nanocristales, distribución
del agente estabilizante y estabilidad física, son muy similares a las descritas
para la técnica Nanocrystal® en párrafos anteriores. Sin embargo, los riesgos de
contaminación de los productos por erosión, resultan claramente menores en los
procesos de homogeneización (43). Finalmente, las elevadas presiones de tra-
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bajo en estos equipos pueden inducir transiciones polimórficas y, con ellas, la
presencia en los nanocristales de apreciables fracciones amorfas cuyo carácter
metaestable puede reducir la estabilidad física de las nanosuspensiones (44).

En la técnica Nanopure®, el fármaco y el agente estabilizante se disperan
en un disolvente no acuoso (como polietilenglicoles de bajo peso molecular) o
en una mezcla de agua (en proporciones reducidas) con un disolvente acuoso
miscible (etanol, glicerina o propilenglicol) y la dispersión se hace pasar a tra-
vés de un homogeneizador de pistón.

Aunque pueda resultar sorprendente, la eficacia en la reducción del tama-
ño de partícula del fármaco no se reduce al bajar la temperatura de trabajo has-
ta, incluso, valores de -20ºC. Dada la reducida presión de vapor de algunos de
los disolventes no acuosos indicados, parece claro que la cavitación clásica (des-
crita en párrafos anteriores) no es el principal mecanismo de formación de na-
nocristales. Este hecho abre importantes perspectivas para la aplicación de esta
modalidad de homogeneización a productos termolábiles como la azodicarbo-
namida, que se degrada por homogeneización en medio acuoso (45).

Procedimientos combinados

Como se indicó previamente, uno de los principales problemas que plantea
el uso de los métodos de precipitación para la preparación de nanocristales es
el relativo al crecimiento cristalino. Partiendo de este hecho, la compañía Bax-
ter introdujo recientemente la tecnología Nanoedge® en la que se combinan una
primera etapa de precipitación con otra posterior de alta aportación energética
(como sonicación u homogeneización a alta presión) que permite estabilizar y,
según reclama la correspondiente patente, recristalizar las fracciones amorfas
presentes en los nanocristales obtenidos por precipitación (46).

Quizá, las principales limitaciones de este procedimiento, que resulta espe-
cialmente útil para fármacos de elevada temperatura de fusión y de marcada li-
pofilia, sean las referidas a la necesidad de añadir una nueva etapa al proceso
de obtención de nanocrsitales y a las dificultades que encierra la eliminación del
o de los disolventes utilizados en la etapa de precipitación.

Recientemente, Moschwitzer y Muller (47) con el fin de reducir el número
de ciclos de homogeneización y obtener nanocristales de tamaño especialmen-
te reducido y homogéneo, han propuesto la aplicación de una etapa previa de
atomización, que en opinión de los autores, permite en un solo ciclo de homo-
geneización a alta presión alcanzar los objetivos perseguidos.
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MÉTODOS DE CARACTERIZACIÓN DE NANOCRISTALES

Tamaño y distribución de tamaños de partícula

El tamaño habitualmente requerido para los nanocristales determina que el
procedimiento de elección para su medida sea la espectroscopía de correlación
fotónica que, junto con el diámetro medio de partícula, suministra una aproxi-
mación a la distribución de tamaños a través del índice de polidispersión.

Sin embargo, es sabido que el límite superior de aplicación de este técnica de
análisis granulométrico se sitúa alrededor de 1 micra, por lo que resulta reco-
mendable complementar sus resultados con datos procedentes de otras técnicas
aplicables a partículas de mayor tamaño (p. ej. método Coulter), que permitan
cuantificar la presencia, en los productos nanonizados, de partículas de tamaño
micrométrico, en especial si el producto se destina a la administración endoveno-
sa, por los problemas que puede causar por bloqueo de capilares sanguíneos (48).

Forma de las partículas

La microscopía electrónica de trasmisión posibilita el estudio de la forma
de las partículas en nanosuspensión, en tanto que la modalidad de barrido per-
mite su observación en estado seco. Además, esta última técnica facilita la de-
tección de aglomerados de nanocristales.

Potencial electrocinético

El interés de este parámetro radica en que la tendencia a la aglomeración
de los nanocristales puede reducirse por repulsión electrica o estérica (49).

Jacobs y col. (50) han establecido valores mínimos de potencial electroci-
nético de -30 mV para nanosuspensiones de tarazepida estabilizadas electrostá-
ticamente y de -20 mV si la estabilización es estérica.

Cristalinidad

Aunque numerosos fármacos conservan su cristalinidad después de reducir
el tamaño de sus partículas al intervalo nanométrico, en algunos casos en los
nanocristales se encuentra fármaco con estructura amorfa (51), aspecto fácil-
mente caracterizable con datos procedentes de difracción de rayos X y de calo-
rimetría diferencia de barrido.
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Propiedades superficiales

Características de los nanocristales como su hidrofobicidad superficial o su inter-
acción con proteínas, que pueden condicionar su actuación in vivo, pueden estudarse
a través de técnicas específicas como la cromatografía de interacción hidrofóbica (52).

Estabilidad

Como ya se ha indicado, uno de los principales problemas de los nanocris-
tales en suspensión es la tendencia que muestran a la aglomeración y al creci-
miento cristalino a través del efecto Ostwald de envejecimiento, por lo que re-
sulta imprescindible un estricto seguimiento de su tamaño, utilizando las técnicas
ya descritas, hasta el momento de su administración (53). Para minimizar los
efectos de estos mecanismos de inestabilidad física, resulta crucial la adecuada
selección del agente estabilizante, tanto en cuanto a su naturaleza como en cuan-
to a la proporción incorporada, para crear una barrera eficaz de tipo electrostá-
tico (estabilizantes iónicos) o de tipo estérico (estabilizantes no iónicos) (54).

Aplicaciones farmacéuticas de los nanocristales

Las propiedades de los nanocristales, tanto en forma de nanosuspensión
como en estado seco, resultan muy interesantes para su incorporación a diver-
sas formas de dosificación, no sólo por los importantes incrementos en la velo-
cidad de disolución de fármacos poco hidrosolubles, anticipables por su reduci-
do tamaño de partícula. En los siguientes párrafos, se describen algunas de las
aplicaciones más relevantes de los nanocristales, derivadas de su incorporación
a formas de dosificación de administración oral, parenteral, pulmonar y ocular.

Administración oral

De la observación de las Tablas 6.1 y 6.2 se deduce que la administración oral
de nanocristales (obtenidos en molinos de perlas o en homogeneizadores de alta
presión), tanto en forma de nanosuspensión como incorporados a formas sólidas,
ha permitido alcanzar importantes objetivos. Así, incrementos espectaculares en la
biodisponibilidad de algunos fármacos con respecto a la obtenida con suspensio-
nes convencionales o con formulaciones comerciales, notables aceleraciones en la
velocidad de absorción y, en algunos casos, una mayor independencia de la bio-
disponibilidad oral respecto de la ingestión concomitante de alimentos.
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Por otra parte, la notable superficie específica de los nanocristales es res-
ponsable de su marcada adhesividad (55, 56). Este comportamiento, que sin duda
constituye un problema desde un punto de vista tecnológico, puede conducir a
aumentos adicionales en la biodisponibilidad oral de algunos fármacos, deriva-
dos de la adhesión de los nanaocristales a la pared intestinal y, consecuente-
mente, de la disolución del fármaco en su lugar de absorción (57). Esta capaci-
dad adhesiva de los nanocristales a la pared intestinal resulta aún más importante
en el caso de fármacos utilizados en el tratamiento de patologías que se acom-
pañan de procesos diarreicos, como se ha demostrado para el antibiótico bu-
parvacuona utilizado en el tratamiento de la criptosporidiosis (58).

Para algunos fármacos como ciclosporina A, los pobres resultados obteni-
dos tras su administacion en forma de nanocristales, se han atribuido a una im-
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Fármaco Tamaño Estabilizante Resultados
medio (nm)

HO-221 453 Monolaurato de Aumento del 50-80% en biodisponibilidad en 
poliglicerina perros respecto del producto micronizado o sin

pulverizar

Danazol 169 Polivinilpirrolidona Incremento de 20 veces en la biodisponibilidad 
en perros respecto de una suspensión

comercial

Danazol 169 Polivinilpirrolidona Reducción de 6 veces sobre los efectos de 
los alimentos en la biodisponibilidad
respecto de un producto comercial

Naproxeno 270 Pluronic F68 Aumento en la velocidad de absorción
respecto del producto micronizado. 

Reducción de irritación gástrica

Cilostazol 220 Hidroxipropilcelulosa Aumento de 5 veces en la biodisponibilidad
y docusato sódico respecto del producto micronizado o del

producto tratado en molino de martillos

Carbendazim 280 — Reducción a la mitad de la dosis terapéutica

Antiviral Aumento de 4 veces en biodisponibilidad
301029 280 Poloxamer 407 respecto de suspensión micronizada. 

Aumento en velocidad de absorción

TABLA 6.1. Resultados obtenidos en la evaluación biofarmacéutica de formas
de dosificación conteniendo nanocristales obtenidos por pulverización

húmeda en molino de perlas.



portante agregación de los nanocristales a nivel del tracto gastrointestinal (59),
aspecto sobre el que, una vez más, el agente estabilizante puede jugar un papel
decisivo.

A pesar de las importantes ventajas que pueden derivarse de la administra-
ción de numerosos fármacos en forma de nanocristales, hasta el momento sólo
cuatro productos, cuyas características se han resumido en la Tabla 6.3, se han
introducido en el mercado, todos ellos resultado de la aplicación de la tecnolo-
gía Nanocrystal®.
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Tamaño medio
Fármaco nanocristales Estabilizante Resultados Ref.

(nm)

Tween 80 y Importantes aumentos de velocidad 
Ibuprofeno < 100 Povidona K25 de disolución respecto del producto 65

micronizado

Aumento en velocidad de disolución
Nifedipina 300 Methocel E15 respecto del producto no pulverizado. 66

Evidencias de incremento en solubilidad

Aumento de 4 veces en biodisponibilidad
Ucb-35440-3 182 Methocel E15 respecto de suspensión. Biodisponibilidad 67

reducida por alimentos

Anfotericina B 528 Tween 80 y Demostración de actividad antiparasitaria
Pluronic F68 frente a inactividad de forma micronizada 68

TABLA 6.2. Resultados obtenidos en la evaluación biofarmacéutica de formas
de dosificación orales conteniendo nanocristales obtenidos por

homogeneización a alta presión.

Especialidad Fármaco Forma dosificación Compañía

Rapamune® Sirolimus Comprimidos Wyhet

Emend® Aprepitant Cápsulas Merck

TriCord® Fenofibrato Comprimidos Abbott

Megace® ES Megestrol Suspensión oral PAR Pharmaceutical

TABLA 6.3. Especialidades farmacéuticas que incorporan el fármaco
en forma de nanocristales.



Administración parenteral

La administración parenteral, especialmente endovenosa, de las nanosus-
pensiones no plantea problemas importantes como consecuencia del reducido
tamaño de los nanocristales y de la naturaleza y la proporción de los excipien-
tes que les acompañan (buena parte de los estabilizantes más utilizados están
aprobados para adminisración parenteral). Así, para el paclitaxel se han descri-
to incrementos importantes en su tolerancia cuando se administra como nano-
suspensión frente a la obtenida con el producto comercializado Taxol, que in-
corpora Cremophor EL y etanol en su formulación (69).

En lo que se refiere al requisito de esterilidad, además de la elaboración
aséptica, es posible acudir a la aplicaciçon de procedimientos tan diversos como
la filtración, la radiación gamma y, en ciertos casos, el calor (70).

Un aspecto de especial trascendencia es que los nanocristales administrados
por vía endovenosa muestran cierta capacidad de direccionamiento -lógicamente
antes de que tenga lugar su disolución en el torrente circulatorio- hacia órganos
como hígado y bazo, donde son reconocidos y captados por células fagocíticas (71).

Administración pulmonar

Las nanosuspensiones reunen una serie de características muy favorables
para la administración pulmonar de fármacos: El reducido tamaño de los nano-
cristales permite conseguir una distribución más homogénea del fármaco en el
producto nebulizado, la referida adhesividad de los nanocristales mejora su fi-
jación en las zonas de absorción y el valor incrementado del coeficiente de so-
lubilidad del fármaco permite pronosticar una absorción pulmonar más rápida.

Jacobs y col (72) han demostrado, además, que la nebulización de nano-
suspensiones de budesonida no produce alteraciones significativas en el tama-
ño de los nanocristales.

Administración ocular

Una vez más, el incremento en el valor del coeficiente de solubilidad y de
la adhesividad del fármaco que acompañan a una reducción de su tamaño de par-
tícula a nivel nanométrico, resultan muy positivos para la administración oftál-
mica de nanaosuspensiones, que permiten incrementar y prolongar la absorción
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ocular. En uno de los escasos estudios publicados sobre este tema, Rosario y col
(73) demostraron una notable tolerancia ocular de nanosuspensiones de ibupro-
feno en conejos y la superioridad, en cuanto a eficacia y a duración de efectos,
de esta formulación sobre algunos preparados oftálmicos comerciales.

Perspectivas futuras

En páginas anteriores, se ha pretendido plasmar la importancia de las ven-
tajas de índole tecnológica, biofarmacéutica y terapéutica asociadas a la admi-
nistración de algunos fármacos en forma de nanocristales. Su fácil incorpora-
ción a diversas formas de dosificación y vías de administración, las
espectaculares mejoras conseguidas en su biodisponibilidad y en su eficacia te-
rapéutica, así como su apreciable capacidad de direccionamiento a determina-
dos órganos desde el compartimento sanguíneo, son buenos ejemplos de ello.

También se ha pretendido poner de manifiesto la importancia de una ade-
cuada elección del agente estabilizante para garantizar la estabilidad física de
los nanocristales. En este sentido, recientemente se ha demostrado que la natu-
raleza del agente estabilizante puede condicionar su actuación in vivo. Así, Mu-
ller y col (74) mostraron que la interacción de los nanocristales con las proteí-
nas plasmáticas depende del agente estabilizante o, más correctamente, de las
propiedades superficiales de los nanocristales y acuñaron el concepto de adsor-
ción diferencial de proteínas. En la modificación de las propiedades superficia-
les de los nanocristales, con productos que les dote de capacidad específica de
direccionamiento en el organismo, siguiendo aproximaciones similares a las apli-
cadas en liposomas (14), se encuentra, sin duda, una de las principales líneas de
desarrollo en el campo de los nanocristales tal como se ha puesto de manifies-
to al utilizar nanocristales de óxido de hierro (Fe304) que se recubren con áci-
do 2-3 dimercaptosuccinico (DMSA) el cual permite establecer una unión esta-
ble via quelato con el nanocristal y una reticulación a través de puentes disulfuro,
tal como se puede observar en la Figura 6.3. Por otra parte, a éste sistema es
posible incorporarle un anticuerpo que oriente el sistema hacia células tumora-
les incrementándose, de forma muy importante, la imagen obtenida por RMN.
La validez de este sistema ha sido comprobada in vivo utilizando como anti-
cuerpo trastuzumab en tumores que tienen sobreexpresado HER2/neu (75).

La aplicación de las tecnologías de nanocristales a fármacos de origen bio-
tecnológico, que plantean problemas específicos de estabilidad y de toxicidad
(76), constituye otro reto importante de cara al futuro.
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7. Nanopartículas metálicas: oro

SONIA AL-QADI Y CARMEN REMUÑÁN-LÓPEZ

Departamento de Farmacia y Tecnología Farmacéutica. Facultad
de Farmacia. Universidad de Santiago de Compostela.

INTRODUCCIÓN

Las nanopartículas de metales nobles y, más específicamente, las nanopartí-
culas de oro (AuNPs), exhiben unas excelentes propiedades físicas, químicas y
biológicas, que son intrínsecas a su «tamaño nanométrico». Destacan especial-
mente sus peculiares e inesperadas propiedades fototérmicas, por las que al ser
activadas en presencia de luz láser, desprenden calor, actuando como auténticos
«nano-calefactores». Las AuNPs pueden ser producidas con distintos tamaños y
formas y ser fácilmente funcionalizadas con un amplio abanico de ligandos (an-
ticuerpos, polímeros, sondas de diagnóstico, fármacos, material genético…). Por
todo ello, las AuNPs despiertan un gran interés en elcampo de la biomedicina.

Las AuNPs presentan un extraordinario potencial como agentes fototerapéu-
ticos en el tratamiento del cáncer, así como para la elaboración de nanoestructu-
ras útiles para el transporte y la vectorización selectiva de fármacos y macromo-
léculas terapéuticas y en terapia génica (vehiculización de plásmidos, DNA,
RNA…) (1-3). También destaca la utilidad de las AuNPs en la elaboración de
«sistemas transportadores inteligentes» que permiten controlar, en el espacio y en
el tiempo, la liberación del compuesto terapéutico asociado, ya que ésta es des-
encadenada por un estímulo biológico interno (por ejemplo una variación en la
concentración de glutatión entre el exterior y el interior de la célula) (4, 5) o por
activación de un estímulo externo (por ejemplo luz láser) (6, 7).

En los últimos años, la comunidad científica ha dirigido notables esfuerzos
a la investigación y aplicación de las AuNPs en la detección precoz, diagnósti-
co y tratamiento del cáncer (3, 8-17), tal y como lo demuestra el gran volumen
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de excelentes trabajos de investigación que están siendo publicados en este
campo. En este sentido, es preciso subrayar el excepcional interés de la es-
trategia dirigida a diseñar nanoplataformas «duales», en las que se combinan
-gracias a la utilización de AuNPs-, los principios de diagnóstico y terapia del
cáncer.

En este capítulo de revisión analizaremos las propiedades más interesantes
de las AuNPs desde el punto de vista de sus aplicaciones terapéuticas y, segui-
damente, abordaremos los recientes avances recogidos en la bibliografía tanto
en lo que se refiere a su aplicación en fototerapia térmica y vectorización 
selectiva del cáncer así como a su utilización en la elaboración de sistemas de
liberación de fármacos, proteínas terapéuticas y material genético.

UTILIZACIÓN DEL ORO CON FINES TERAPÉUTICOS

La utilización de oro con fines médicos no es nueva, sino que se remonta
a la antigüedad, existiendo constatación de la utilización de oro coloidal en Chi-
na en 2500 AC. En el siglo XVI el oro era utilizado para tratar la epilepsia y a
principios del siglo XIX era el fármaco de elección para el tratamiento de la sí-
filis. El descubrimiento por Robert Koch del efecto bacteriostático del cianuro
de oro frente al bacilo de la tuberculosis, marca el comienzo su utilización en
medicina moderna siendo introducido en la terapia de la tuberculosis en 1920
(1, 18-20). Una de las indicaciones actuales más importantes del oro es en el
tratamiento de la artritis reumatoide y otras enfermedades reumáticas, inclu-
yendo psoriasis y lupus eritematoso (2, 21-22). En el tratamiento de la artritis
reumatoide en principio se utilizaron tiolatos (tiomalato, tioglucosa…) de oro
que eran inyectados intramuscularmente en forma de solución. Pero estos com-
puestos, que experimentaban una rápida distribución a órganos como el riñón,
hígado y bazo, no estaban exentos de poder causar desórdenes sanguíneos así
como nefro- y hepatotoxicidad. Por este motivo se introdujo en 1985 una se-
gunda generación de fármacos de oro conteniendo ligandos fosfina, que eran
más liofílicos y permanecían más tiempo en circulación, reduciéndose de ma-
nera significativa la nefrotoxicidad (23, 24).

A raíz del descubrimiento de la actividad antitumoral del cisplatino en 1969,
que promovió, la investigación de otros metales con el mismo fin y fue identi-
ficada la actividad antitumoral del oro (25), especialmente de su complejo con
fosfina (24, 26), el cual presenta, sin embargo, toxicidad cardiovascular que im-
pide de su utilización en clínica. Es de destacar el reciente descubrimiento por
Bhattacharya y Mukherjee (1) de las propiedades anti-angiogénicas de las
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AuNPs, lo que abre interesantísimas perspectivas de cara a su utilización en te-
rapias del cáncer.

En las pasadas décadas también se puso de manifiesto la actividad antimi-
crobiana, antimalárica y anti-HIV de diversos complejos orgánicos de oro (2,
22, 27, 28). Otras aplicaciones médicas del oro incluyen su utilización en dis-
positivos médicos tales como marcapasos y «stents», así como implantes de oído
y odontología (1, 2).

INTERÉS DE LAS NANOPARTÍCULAS DE ORO

Las AuNPs presentan, en principio, una baja toxicidad y, como acabamos
de comentar, unas propiedades peculiares e increíblemente interesantes las 
cuales pueden ser, modificadas mediante su funcionalización con múltiples 
ligandos, con la finalidad de obtener nanosistemas óptimos para las distintas
aplicaciones terapéuticas.

Biocompatibilidad y baja toxicidad

Es muy importante disponer de información fiable acerca del perfil de to-
xicidad in vivo de las AuNPs aisladas y formando parte de nanoconjugados y
otros nano-transportadores, de cara a su posible aplicación en clínica.

En la sección anterior acabamos de exponer que el oro coloidal, que pre-
senta una elevada estabilidad química, ha sido utilizado históricamente con fi-
nes médicos. En consecuencia, de entrada cabría esperar que las AuNPs pre-
sentasen una baja toxicidad y elevada biocompatibilidad. Efectivamente, de
acuerdo con Connor y col, los núcleos de oro de las nanopartículas son inertes
y no-tóxicos (29). Sin embargo, en la bibliografía reciente existen discrepancias
acerca de su citotoxicidad, que podrían guardar relación con los diferentes ta-
maños y formas de las AuNPs investigadas así como con los distintos agentes
empleados para su estabilización y funcionalización, los cuales otorgan a las
AuNPs características superficiales distintas.

En un estudio que tuvo por objeto determinar la citotoxicidad e inmunoge-
nicidad de las AuNPs frente a células macrofágicas RAW264.7, se observó que
las AuNPs no son tóxicas y no dan lugar a la secreción de citoquinas proinfla-
matorias TNF-α y IL1-β, siendo, además, internalizadas por los cuerpos lisoso-
males dispuestos en forma perinuclear. Estos resultados subrayan las propieda-
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des no citotóxicas y no inmunogénicas de las AuNPs y su biocompatibilidad,
corroborando su excelente potencial en nanoinmunología, nanobiotecnología y
nanomedicina (30).

Una investigación in vivo en la que se evaluó la biodistribución de AuNPs
tras su inyección intravenosa (AuNPs con tamaños 2 y 4 nm) y peritoneal (30
nm) a ratones (rastreo a los tiempos 1, 4 y 24 h), reveló que las AuNPs son cap-
tadas en cierta medida por la membranas celulares por endocitosis, no obser-
vándose otros mecanismos no-endocíticos. Además, independientemente de su
tamaño, las AuNPs son internalizadas principalmente por las células Kupffer en
el hígado y, en menor medida, por los macrófagos existentes en otros órganos
como el bazo. Las AuNPs no parecen atravesar la barrera placentaria ni la ba-
rrera que protege el cerebro. Es interesante destacar que no se observa acumu-
lación de AuNPs en otros órganos analizados como riñón, cerebro, pulmón, ova-
rios, placenta o hígado fetal y que las AuNps de menor tamaño (2 nm) parecen
ser eliminadas no sólo por endocitosis macrofágica, sino también por simple fil-
tración glomerular en orina (31).

Pan y col. determinaron el efecto del tamaño de partícula sobre la citoto-
xicidad de las AuNPs en diversas líneas celulares. Para ello, recurrieron a AuNPs
solubles en agua estabilizadas con derivados de trifenilfosfina, con un tamaño
entre 0.8 y 15 nm. y llevaron a cabo un estudio sistemático de citotoxicidad de
estas AuNPs en cuatro líneas celulares representativas de los principales tipos
funcionales (con función barrera y fagocítica): fibroblastos de tejido conectivo,
células epiteliales, macrófagos y células melanoma. Estos autores demostraron
que la respuesta y el mecanismo de muerte celular dependen del tamaño, sien-
do todas las células investigadas más sensibles a las AuNPs de 1.4 nm, varian-
do los valores de IC50 entre 30 y o 56 µM dependiendo del tipo de célula. En
contraste, las AuNPs de 15 nm de tamaño y de tiomalato de oro resultan no tó-
xicas hasta, respectivamente, concentraciones 60 y 100 veces superiores (32).

Se ha demostrado que las características superficiales de las AuNPs influ-
yen en su toxicidad. Las nanoestructuras catiónicas presentan mayor toxicidad
que las aniónicas: las nanopartículas aniónicas con núcleo de tamaño 2 nm son
prácticamente no tóxicas mientras que las equivalentes catiónicas son modera-
damente tóxicas encontrándose la toxicidad probablemente relacionada con la
lisis celular (mediada inicialmente por una unión electrostática) dependiente de
la concentración (33). Se observó que AuNPs (con forma de nanocilindros) que
habían sido estabilizadas con bromuro de hexadecil-trimetilamonio (BHTA)
mostraban una fuerte citotoxicidad, por lo que se procedió a su modificación
con polietilenglicol (PEG) mediante adición de PEG-SH a la solución anterior
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y eliminación del exceso de BHTA mediante diálisis. Se comprobó que las
AuNPS-PEGiladas muestran una superficie próxima a la neutralidad y una baja
toxicidad in vitro. Además, cuando se administran por vía intravenosa a rato-
nes, al cabo de 30 minutos, el 54% de las AuNPs-PEGiladas aparece en sangre,
mientras que la mayoría de las AuNPs que habían sido estabilizadas con BHTA
se localizan en el hígado (34).

Facilidad de síntesis y multifuncionalidad

Las AuNPs se pueden preparar fácilmente, obteniéndose sistemas coloida-
les monodispersos estables con un tamaño entre 1 nm y 150 nm y una distri-
bución de tamaños bien controlada.

En la bibliografía se recogen distintos tipos de AuNPs, preparadas utilizan-
do diversas técnicas, que se diferencian en el tamaño, la forma y las propieda-
des físicas. En la Figura 7.1 se representan algunos ejemplos de estas AuNPs y
sus denominaciones: nanoesferas, nanocilindros, nanocubiertas, nanojaulas, na-
nopartículas y «SERS».

Las nanoesferas de oro de 2-100 nm de diámetro pueden ser obtenidas por
reducción controlada de cloruro de oro usando distintos agentes reductores y
condiciones. Faraday fue el primero en preparar en 1857 oro coloidal por re-
ducción del cloruro de oro con fósforo, atribuyendo el color rojo resultante a la
obtención de partículas de tamaño muy pequeño. Años después, Mie corroboró
que el color del oro coloidal es dependiente del tamaño. Desde entonces y es-
pecialmente durante los últimos años, se han dirigido importantes esfuerzos a la
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FIGURA 7.1. Diversas nanoestructuras conteniendo oro.



preparación por reducción de sales de oro -utilizando generalmente citrato como
agente reductor y en presencia de agentes estabilizantes que previenen la aglo-
meración-, de AuNPs prácticamente monodispersas y de tamaño controlado (35-
39). Se comprobó que la relación de citrato/oro y la velocidad de adición del
agente reductor pueden influir en el tamaño de las AuNPs obtenidas: cuanto más
rápida es la adición del agente reductor, más pequeñas y monodispersas son las
AuNPs) (38).

Se ha recurrido a la utilización de dendrímeros (40-44) y copolímeros blo-
que biocompatibles (45) para obtener AuNPs estéricamente estabilizadas en so-
lución acuosa y más biocompatibles, cuyo tamaño y forma se puede controlar
fácilmente (en el segundo de los sistemas) por modificación de parámetros de
síntesis tales como la composición del bloque y las concentraciones relativa/ab-
soluta del copolímero bloque y el cloruro de oro.

Para la obtención de AuNPs con formas distintas a la esférica se han utili-
zado diferentes procedimientos; por ejemplo técnicas de síntesis electroquímica
o deposición electroquímica de oro en el interior de los poros de plantillas de
policarbonato o alúmina, síntesis mediada por semillas o procedimientos de bio-
reducción, han permitido obtener AuNPs con forma de nanocilindro. Las AuNPs
tipo nanocubierta pueden ser obtenidas por técnicas de recubrimiento de sílica
o beads de polímero con cubiertas de oro de espesor variable (17).

Se discute sobre cual es el tipo de AuNP más adecuado de cara a su apli-
cación en terapéutica. Así, se encontró que la captación intracelular de las AuNPs
depende de su forma y tamaño (46-47). Las eficacias de las razones absor-
ción/dispersión y las longitudes de resonancia óptica fueron calculadas para tres
tipos distintos de AuNPs (nanoesferas, nanocubiertas y nanocilindros), encon-
trándose que el estrecho rango de los picos de resonancia de las nanoesferas (~
520-550 nm) podría limitar su aplicación in vivo, al contrario de lo que sucede
con las nanocubiertas y los nanocilindros (15). Por otra parte, las nanocubier-
tas de oro, huecas en su interior, son apropiadas para encapsular enzimas como
peroxidada de rábano, que mantienen la actividad cuando se incorporan al inte-
rior de estas AuNPs pero no cuando se asocia a AuNPs sólidas (48).

Las AuNPs presentan una elevadísima área superficial, por lo que pueden
ser fácilmente funcionalizadas y bioconjugadas, modificando sus propiedades
superficiales. Una AuNP de 2 nm de diámetro de núcleo podría, en principio,
ser conjugada a ~ 100 moléculas en los ligandos disponibles (n = ~ 108) (49).
Por ejemplo, recientemente Gibson y col. anclaron ~ 70 moléculas del agente
quimioterapéutico paclitaxel en una AuNP de 2 nm de diámetro (50).
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La funcionalización de las AuNPs se realiza generalmente mediante enla-
ces «tiol» (51), si bien también muestran afinidad por los grupos amino, fosfi-
to y bisulfito. Numerosas moléculas han sido ligadas a la superficie de las AuNPs
con distintos propósitos, ampliando su rango de aplicación. Se pueden utilizar
procedimientos de modificación post-sintética (52) para funcionalizar la super-
ficie de la partícula con porciones biocompatibles tales como oligo(etilenglicol)
(OEG) y poly(etilenglicol) (PEG) (52-60).

Ejemplos de estrategias de funcionalización de las AuNPs de aplicación en
terapia del cáncer son la conjugación con PEG-tiolado para conseguir una vec-
torización pasiva hacia células tumorales (aumenta el tiempo de vida media en
el torrente sanguíneo y mejora de la permeabilidad y del efecto de retención en
el tumor) (16, 34, 61); y la utilización de anticuerpos específicos de biomarca-
dores moleculares sobreexpresados en la superficie de células cancerígenas (17,
62) o la utilización de péptidos con propiedades de reconocimiento específico
de componentes intracelulares (63). Estos pueden ser conjugados directamente
a las AuNPs o mediante puentes de PEG tiolado.
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FIGURA 7.2. Nanopartícula de oro multifuncional que incorpora ligandos de vectorización,
diagnóstico por imagen y entidades terapéuticas entre otros. En el esquema se incluye el
calentamiento de la nanopartícula (efecto hipertémico) desencadenado por una fuente de

radiación luminosa (láser). Únicamente son necesarios los componentes seleccionados
para cada aplicación.



En la Figura 7.2 se representa una AuNP esférica multifuncionalizada con
posibles ligandos: fármacos, anticuerpos de vectorización, polímero, sondas de
diagnóstico por imagen, ...

Propiedades fototérmicas

En la escala nanométrica, las propiedades electromagnéticas, ópticas y fo-
totérmicas de los metales nobles difieren enormemente de las de sus corres-
pondientes producto a granel. Por ejemplo las nanopartículas de oro (AuNPs)
presentan una coloración «rojo vino» mientras que el correspondiente oro a gra-
nel es de color amarillo.

La peculiaridad de las propiedades ópticas y fototérmicas de las AuNPs pro-
viene de las oscilaciones resonantes de sus electrones libres en presencia de luz
(«Resonancia localizada de plasmón de superficie»), gracias a la cual las nano-
partículas pueden radiar luz (Mie scattering) o absorber luz que se transforma
rápidamente en calor. En efecto, las AuNps emiten un intenso calor cuando son
estimuladas con la frecuencia correcta de luz láser u otra fuente de calor (mi-
croondas, radiofrecuencia, ultrasonidos…); así una colección de pequeñas
AuNPs puede calentar localmente un área de mil veces su tamaño, actuando
como auténticos «calefactores nanoscópicos activados por la luz».

El primer proceso encuentra una gran utilidad en el diagnóstico por imáge-
nes (la aplicación más desarrollada hasta la fecha para las AuNPs); mientras que
el segundo mecanismo ha abierto grandes expectativas principalmente en el tra-
tamiento fototérmico (hipertérmico) láser selectivo de las células tumorales, pero
también en la liberación de moléculas activas «a demanda» en lugares especí-
ficos del organismo, en la destrucción de virus y bacterias y en la desnaturali-
zación de proteínas y ácidos nucléicos (3, 64).

Este singular comportamiento fototérmico de las AuNPs se encuentra muy
influenciado por el tamaño, forma y propiedades superficiales de las AuNPs (65,
66), motivo por el cual en los últimos años ha habido un resurgimiento de la in-
vestigación de las rutas de síntesis y funcionalización de las AuNPs, al objeto
de obtener nanopartículas con características idóneas para los distintos fines.

APLICACIONES TERAPÉUTICAS DE LAS NANOPARTÍCULAS
DE ORO

En esta sección revisaremos las aplicaciones más interesantes y promete-
doras de las AuNPs desde el punto de vista terapéutico y de la liberación de fár-
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maco, las cuales se recogen en el esquema de la Figura 7.3: liberación de fár-
macos y macromoléculas terapéuticas, terapia génica, terapia fototérmica y vec-
torización de fármacos en el tratamiento del cáncer.

Liberación de fármacos y macromoléculas terapéuticas

Estudios recientes confirman el gran potencial de las AuNPs en la elabora-
ción de nanotransportadores de fármacos y macromoléculas terapéuticas. Las
AuNPs también son útiles en la preparación de «sistemas inteligentes» que li-
beran la molécula terapéutica encapsulada como consecuencia de la activación
de un estímulo interno (liberación mediada por un cambio de pH o liberación
mediada por glutatión) o externos (liberación desencadenada por una fuente de
luz láser).

Un ejemplo de liberación dependiente del pH es la del óxido nítrico (regula
múltiples procesos celulares incluyendo la angiogénesis, vasodilatación y res-
puesta inmune) en condiciones acídicas (pH = 3) a partir de sus nanoconjugados
covalentes con AuNPs estabilizadas con poliamina (67, 68). Este mecanismo tie-
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FIGURA 7.3. Principales aplicaciones terapéuticas de las nanopartículas de oro.



ne aplicación en la liberación de fármacos en el interior de los tejidos inflamato-
rios y tumorales (pH ~ 6.8) o vesículas celulares como endosomas (pH ~ 5.5-6)
y lisosomas (pH 4.5-5.0) que presentan un ambiente ligeramente ácido (69, 70).

La liberación mediada por glutatión de fármacos unidos a AuNPs median-
te enlaces bisulfito, representa una estrategia alternativa de activación intrace-
lular selectiva de pro-medicamentos. El glutatión, principal componente «tiol»
de la célula, es un tripéptido constituido por los aminoácidos glicina, cisteína y
ácido glutámico que actúa como antioxidante intracelular (el grupo tiol de la
cisteína actúa como reductor). Este mecanismo de liberación guarda relación
con la dramática diferencia existente entre la concentración intracelular de glu-
tatión (1-10 mM) y la concentración extracelular de «tioles» (concentración de
glutatión y cisteína en plasma: 2 µM y 8 µM, respectivamente) (71-74).

Este mecanismo de liberación ha sido puesto de manifiesto para el Bodipy
(colorante modelo de fármaco hidrofóbico) y la enzima beta-galactosidasa. El
Bodipy se encuentra unido a AuNPs (tamaño de núcleo: 2 nm) funcionalizadas
con ligandos catiónicos de tetra(etilenglicol) y fluorogénicos para facilitar la pe-
netración a través de la membrana celular. Experimentos en cultivos celulares
muestran una rápida captación celular de los nanoconjugados y una eficaz libe-
ración intracelular de la carga, mediada por un proceso de intercambio de glu-
tatión en la superficie de la partícula. Este mecanismo queda demostrado por el
aumento experimentado por la liberación del colorante cuando se añade gluta-
tión desde el exterior a las células (5). La unión electrostática de β-galactosi-
dasa a AuNPs catiónicas funcionalizadas con trimetil-amonio, da lugar a una
completa inhibición del enzima, que puede ser revertida en presencia de las con-
centraciones intracelulares de glutatión que da lugar a la liberación de la β-ga-
lactosidasa. El grado de restauración de la actividad enzimática depende de la
longitud de cadena de la monocapa de las AuNPs y de la concentración de glu-
tatión (75). Una limitación de estos sistemas con liberación mediada por el glu-
tatión es la posibilidad de que se pueda producir un intercambio tiol-bisulfito
con las cisteínas de superficie de las proteínas existentes en el torrente sanguí-
neo, lo que podría dar lugar a la formación de conjugados proteína-transporta-
dor con biodisponibilidad y perfil farmacocinético no esperados.

Las AuNPs también están siendo investigadas para controlar la liberación
de macromoléculas terapéuticas (péptidos, proteínas…), como lo demuestran in-
teresantes trabajos publicados recientemente. Destaca el sistema desarrollado por
Bhumkar y col. para el transporte transmucosal de insulina, consistente en
AuNPs funcionalizadas y estabilizadas con una cubierta del polímero catiónico
quitosano (Figura 7.4). Las AuNPs recubiertas de quitosano y con la insulina
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adsorbida en su superficie, cuando son administradas por vía oral y nasal, dan
lugar a un efecto hipoglucémico comparable al de la insulina inyectada subcu-
táneamente y significativamente superior al correspondiente a las soluciones de
insulina o de quitosano-insulina administradas por las mismas vías. El descen-
so máximo de glucosa tras la administración de los nanostransportadores metá-
licos (60-70%) se alcanza al cabo de 2 h y 3 h, para las vías oral y nasal, res-
pectivamente (76, 77).

El efecto fototérmico de las AuNPs presenta una atractiva oportunidad en el
tratamiento fototerapéutico del cáncer, que abordaremos posteriormente, así como
en el desarrollo de vehículos de liberación sensibles a estímulos luminosos ex-
ternos, interesantes para fármacos que se emplean en el tratamiento de procesos
patológicos que requieran una liberación del fármaco en respuesta a requeri-
mientos metabólicos. Este es el caso de la insulina y ciertos enzimas, para los
que niveles constantes de fármaco podrían provocar efectos adversos. Siguiendo
este principio, se han diseñado sistemas microparticulares de liberación conte-
niendo dextranos marcados con fluoresceína, que incorporan AuNPs en la cu-
bierta. La liberación del FITC-dextrano (Figura 7.5) se produce como respuesta
a la exposición del sistema a radiación láser que ocasiona el calentamiento de la
AuNPs y la ruptura de la cubierta, con la consiguiente salida del fármaco (78).

Un concepto similar se aplicó a la preparación de un hidrogel termo-sensi-
ble que incorpora embebidas AuNPs de oro-sílica; de forma que al ser externa-
mente activado por luz láser, la irradiación es absorbida por las AuNPs y con-
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FIGURA 7.4. Diagrama esquemático que muestra el recubrimiento de una nanopartícula de oro
con el polímero quitosano y la asociación posterior de insulina.



vertida en calor, que conduce al hinchamiento y colapsamiento del gel, facili-
tando la liberación del fármaco (79). Ejemplos de macromoléculas activas in-
corporadas a este sistema son insulina y lisozima, que son liberadas a una ve-
locidad dependiente de su peso molecular (80).

Terapia génica

La terapia génica representa una novedosa estrategia para el tratamiento
de diversas enfermedades genéticas o adquiridas, resultando particularmente
prometedora en el tratamiento de ciertos cánceres (81). El éxito de esta mo-
dalidad terapéutica depende de la identificación de un vehículo adecuado para
transportar el material genético (DNA plasmídico, RNA de interferencia, oli-
gonucleótidos antisentido…). Para ello, un nano-transportador ideal ha de
proporcionar al ácido nucleico una protección eficaz frente a la degradación
por las nucleasas, favorecer su internalización al interior de las células y per-
mitir una liberación en forma funcional en el núcleo de las mismas (82). En
sus inicios, se recurría a la utilización de vehículos de tipo vírico, los cuales
resultaban muy eficaces aunque, sin embargo presentaban importantes in-
convenientes relacionados con su citotoxicidad e inmunogenicidad (83) que
dificultaban su posible utilización en clínica. Estas limitaciones fueron sub-
sanadas con la introducción de los sistemas de liberación sintéticos no vira-
les, generalmente catiónicos, tipo liposomas, dendrímeros, lipoplexes y poly-
plexes que presentan, por el contrario, una eficacia menor debido a la barreras
a que se enfrentan entre el lugar de administración y su localización en el 
núcleo de la célula (84).
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FIGURA 7. 5. Liberación fototérmica de FITC-dextrano a partir de una microcápsula
conteniendo AuNPs en su cubierta, por irradiación de luz: (a) Microcápsula conteniendo
FITC-dextrano en el interior y AuNPs en la cubierta; (b) Estimulación fototérmica de la
microcápsula y ruptura de la cubierta; (c) Liberación de la macromolécula terapéutica.



Las AuNPs, que pueden presentar una elevada relación carga/portador,
constituyen una interesante apuesta en terapia génica. Estudios recientes de-
muestran que las AuNPs mejoran la estabilidad del DNA frente a la degrada-
ción enzimática, química y física; reducen su toxicidad y aumentan la efica-
cia de transfección intracelular (6, 7). Además, es posible ajustar la carga y la
hidrofobicidad de las AuNPs al objeto de maximizar la eficacia de transfec-
ción y minimizar la toxicidad, retos prioritarios en el desarrollo de sistemas
de liberación génica. En este sentido, se sabe que la hidrofobicidad de las na-
nopartículas mejora la eficacia de captación celular y/o subsiguiente libera-
ción del DNA, y que las nanopartículas anfifílicas constituyen vectores de
transfección más eficaces.

Se pueden obtener dos tipos de nanoconjugados entre el material genético
y las AuNPs, dependiendo de se trate de una unión de tipo no covalente o co-
valente.

AuNPs funcionalizadas con grupos de amonio cuaternario fueron asociadas
a DNA plasmídico mediante interacciones de tipo electrostático. Los resultados
demostraron que el nanoconjugado DNA-AuNP resultantes es capaz de prote-
ger al DNA de la digestión enzimática y facilitar su liberación, constituyendo
un eficaz sistema de liberación génica (6, 85, 86).

Las AuNPS fueron funcionalizadas por Klibanov y col. con polietilenimina
ramificada (PEI, 2 KDa), policatión ampliamente utilizado en terapia génica, a
fin de proporcionar vectores híbridos de transfección AuNP-polímero. Compro-
baron que la eficacia de transfección celular, en células renales Cos-7, varía con
la razón molar PEI:oro, siendo los conjugados doce veces más potentes que el
propio polímero; es decir que las AuNPS potencian la capacidad de transfección
de la PEI. Al igual que en los estudios anteriores, estos autores observaron que
al aumentar la hidrofobicidad del sistema nanotransportador, aumenta la inter-
nalización celular y, como consecuencia, la eficacia de transfección (87).

Wong y col.diseñaron un interesante sistema de de liberación de DNA me-
diante anclaje de β-cyclodextrina (CD) en la periferia de las AuNPs modifica-
das con oligo(etileno diamina) (OEA) y demostraron la capacidad de los nano-
conjugados OEA-CD de liberar DNA plasmídico en células de cáncer de mama
(MCF-7) (88).

Rotello y col. pusieron de manifiesto el interés de la utilización de nanopar-
tículas fotolábiles que liberan el DNA asociado a la superficie de las mismas me-
diante un mecanismo fotoquímico. La superficie de estas partículas, que presen-
tan un enlace o-nitrobencil éster fotoprocesable y una sal de amonio cuaternario
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como grupo final, cambia de catiónica a aniónica baja irradiación UV próxi-
ma, que rompe el puente nitrobenzoílo del complejo nanopartícula-DNA, cre-
ando un grupo aniónico carboxilato y liberando el DNA, cuya transcripción es
restablecida. En cultivos celulares, los complejos nanopartícula-DNA son efi-
cazmente captados por las células, produciéndose la liberación del DNA-FITC
en el interior de las mismas, que se localiza principalmente en el núcleo de la
célula (7).

Los ácido nucleicos pueden ser fácilmente modificados con tioles (–SH)
para ser injertados en las nanopartículas mediante uniones de tipo covalente,
dando lugar a nanoconjugados covalentes.

Nagasaki y col. prepararon conjugados siRNA tiolado-AuNPs que recu-
brieron con copolímero bloque de poli(etilenglicol) y metacrilato de poli(2-(N,N-
dimetil amino) etilo para mejorar su internalización celular. Estos sistemas en-
cuentran utilidad en silenciamiento génico (60).

La PEGilación de las AuNPs transportadoras de DNA, mejora su estabili-
dad y prolonga su vida media en plasma. Además, la excitación (longitud de
onda: 400 nm) de las DNA-AuNPs puede originar la desorpción del DNA de la
superficie por rotura de los enlaces oro-sulfuro (89). La estabilidad de los bio-
conjugados de AuNPs en medios de elevada fuerza iónica, mejora al aumentar
la fracción molar y cadena de PEG y disminuir el diámetro de partícula. Las
AUNPs modificadas con cadenas de PEG de PM 5000 son internalizadas tan
eficazmente como los conjugados con cadenas de PM 900. Basándonos en este
hallazgo, las AuNPs funcionalizadas con cadenas de PEG de al menos PM 5000
(para evitar la captación por el SRE), que presentan una vida media de circula-
ción de unas pocas horas, podrían resultar las más eficaces para su utilización
en, por ejemplo, la terapia del cáncer (90).

Habitualmente, para la elaboración de vehículos de DNA, que han de ser
internalizados por la células, se recurre a la utilización de materiales polica-
tiónicos. Sin embargo, la demostración en 2006 de la internalización celular
de nanopartículas modificadas con oligonucleótidos (DNA-NPs) que exhiben
una superficie muy negativa (91) supone un «giro drástico en el plantea-
miento». En efecto, estas nanopartículas negativas son estables frente a la de-
gradación enzimática y eficazmente captadas por las células por un proceso
de endocitosis que es iniciado por la adsorción de numerosas proteínas séri-
cas en la superficie de las partículas, como lo demuestra el hecho de que el
DNA antisentido asociado a la nanopartículas es capaz de controlar la ex-
presión proteica (92).
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Terapia del cáncer

Los tratamientos de quimioterapia tradicionales empleados en la terapia del
cáncer presentan importantes limitaciones relativas a la reducida especificidad
de los agentes quimioterapéuticos por las células tumorales, la corta vida media
de los fármacos debido al rápido aclaramiento in vivo y la resistencia a muchos
fármacos ejercida por las células tumorales. En consecuencia, es objetivo prio-
ritario la identificación un sistema nanotransportador que permita orientar se-
lectivamente (»vectorizar») y, en principio, liberar de manera eficaz la dosis ade-
cuada del fármaco citotóxico en el tumor o células cancerígenas. Esto permitirá
mejorar la eficacia y reducir la dosis de fármaco administrado así como los efec-
tos secundarios consecuencia de una distribución aleatoria del fármaco en el or-
ganismo.

La vectorización pasiva consiste en la localización del vehículo o vector
conteniendo el fármaco en el lecho capilar del tejido tumoral debido a un fenó-
meno de extravasación a través de los poros de los vasos sanguíneos. Los na-
nosistemas de 5-10 nm facilitan los efectos de permeación y retención y la PE-
Gilación de las AuNPs (mediante conjugación por PEG-tiolado) permite
prolongar el tiempo de permanencia de las nanopartículas en plasma y, en defi-
nitiva, mejorar su vectorización pasiva (16, 34, 61).

La vectorización activa conlleva el direccionamiento del fármaco a las cé-
lulas específicas diana, de manera que se modifica la distribución normal del
mismo en el organismo, lo que hasta hace poco se consideraba impensable. Este
tipo de vehiculización puede conseguirse conjugando al fármaco o nanotrans-
portador una molécula (anticuerpo específico, lectina, proteína, hormona, ligan-
do de bajo PM) capaz de reconocer específicamente y unirse a su diana tera-
péutica. Ambos tipos de mecanismos, vectorización pasiva y activa, se combinan
en un nanostransportador ideal (93-95).

El desarrollo de un nanosistema terapéutico basado en AuNPs, que pueda
ser dirigido al lugar adecuado y activado desde el exterior por una fuente lumi-
nosa apropiada (rayos láser), ofrece incuestionables ventajas en el tratamiento
del cáncer por dos posibles mecanismos: (a) efecto hipertérmico localizado de
las AuNPs y; (b) liberación de un posible fármaco antitumoral asociado a las
AuNPs, como consecuencia de la incidencia de luz láser. Las AuNPs pueden ser
funcionalizadas, como acabamos de comentar, con anticuerpos (biomarcadores
moleculares específicos sobreexpresados en la superficie de las células cancerí-
genas) que se unan específicamente a las células tumorales. La irradiación ex-
terna de las células tumorales selectivamente marcadas con las AuNPs con un
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láser de frecuencia adecuada al máximo de absorción de las AuNPs (10-50 nm)
resulta en un calentamiento selectivo (40-80 ºC) que da lugar a un daño celular
irreversible y a la desorganización de los componentes tisulares, a unas poten-
cias láser muy inferiores a las requeridas para destruir las células sanas (fotote-
rapia o tratamiento de hipertermia del cáncer) (10-12, 14, 16, 17, 96, 97).

La gran mayoría de los estudios de vectorización activa con AuNPs y, más
específicamente, de hipertermia dirigida, se basan en la utilización de EGFR (re-
ceptores del factor humano de crecimiento epidérmico) o HER2 (receptores de
herceptina), obviamente debido a la facilidad de disponer de anticuerpos mo-
noclonales (aprobados por la FDA para la terapia del cáncer) que reconocen es-
tas dos proteínas Así se comprobó que la utilización de AuNPs (diámetro del
núcleo: 30 nm) estabilizadas con citrato y recubiertas con anti-EGFR (receptor
del factor de crecimiento epidérmico) a fin de dirigirlas de manera específica a
las células tumorales HSC3 (células de carcinoma humano oral escamoso) mul-
tiplicaba por 20 la eficacia de la terapia fototérmica. La irradiación láser de las
células tumorales marcadas con conjugados (nanocilindros) AuNPs-anti-EGFR
daba lugar a una destrucción selectiva de las células cancerígenas (17).

AuNPs (nanocilindros) fueron funcionalizadas covalentemente con hercep-
tina (trastuzumab; anticuerpo monoclonal que permite el reconocimiento mole-
cular de cáncer de mama que sobre-expresa antígenos muy específicos asocia-
dos al tumor) y PEG (protege a las nanopartículas frente al SER). La estabilidad
y funcionalidad de las partículas (Her-PEG-AuNPs) fabricadas, fue demostrada
in vitro en presencia de sangre e in vivo en un modelo de cáncer de mama des-
arrollado en ratón desnudo, comprobándose que las Her-PEG-AuNPs se acu-
mulan in vivo en el tumor (62).

Se han propuesto AuNPs-PEGiladas para transportar TNF-α (factor de ne-
crosis tumoral) (8, 93, 98), proteína que tiene una doble función (ligando de
vectorización y acción antitumoral) y se emplea en el tratamiento de los tumo-
res carcinoma de colon. La aplicación clínica de esta citoquina, con una exce-
lente eficacia anticancerígena, se encuentra limitada por la elevada toxicidad sis-
témica. La adsorción de TNF-α, a la superficie de AuNPs-PEGiladas permite
maximizar su eficacia antitumoral y minimizar su toxicidad sistémica. Paciotti
y col. comprobaron que cuando las TNF-AuNPs-PEGiladas son inyectadas in-
travenosamente a ratones, se acumulan fundamentalmente en las células de car-
cinoma de colon (MC-38) en detrimento del hígado y bazo (pobre acumulación
en el SRE) u otros órganos sanos. La combinación de los principios de hiper-
termia local y liberación de fármaco en un mismo sistema se traduce en un au-
mento de la eficacia terapéutica con respecto a cada uno de los tratamientos por
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separado: se retrasa significativamente el crecimiento tumoral, se reduce la per-
fusión sanguínea del tumor y disminuye la supervivencia de las células tumo-
rales. Como consecuencia de estos interesantísimos resultados, en la actualidad
se esté llevando a cabo un estudio clínico en fase I de este conjugado (CYT-
6091) con la finalidad de evaluar su perfil de toxicidad, farmacocinética y efi-
cacia clínica (2). Por otra parte, se comprobó que se produce una mejora adi-
cional de la terapia tumoral cuando el fármaco anticancerígeno paclitaxel sec
incorpora a las TNF-AuNPs-PEGiladas (9).

El anclaje del ligando Galactosa-PEG-tiol en las AuNPs (obtención de Gal-
PEG-AuNPs) facilita la vectorización activa a los hepatocitos hepáticos, parti-
cularmente cuando se utilizan partículas de 50 nm (99).

El ácido fólico y el metotrexato son dos moléculas específicamente reco-
nocidas por los receptores de folato que se encuentran sobreexpresados en las
superficies de muchas células tumorales, presentando además el metotrexato, ac-
tividad antitumoral. Se han preparado conjugados de AuNPs con estos com-
puestos con fines de vectorización: Andres y col. conjugan ácido fólico a AuNPs
(10 nm) mediante un espaciador PEG y demuestran la captación selectiva e in-
ternalización de las nanopartículas de ácido fólico-AuNPs por células KB re-
ceptor de folato-positivas, mientras que la captación por las células WI que no
sobre-expresan el receptor de folato, es escasa (100). Chen y col. investigan in
vitro e in vivo la actividad citotóxica/antitumoral de conjugados de metotrexa-
to-AuNPs, comprobando que la administración del conjugado suprime el creci-
miento tumoral en un modelo de carcinoma pulmonar de Lewis en ratón, mien-
tras que una dosis similar de metotrexato no presenta actividad (101).

En ocasiones no es suficiente con que el nanotransportador se una a la su-
perficie de la célula diana, sino que ha de ser capaz de atravesar la membrana
e internalizarse en la misma (hipertermia y/o liberación intracelular del fárma-
co vectorizado) e incluso, en algunos casos (terapia génica) localizarse en el nú-
cleo. Con este fin se han ensayados diversas estrategias dirigidas a optimizar el
tamaño y las propiedades superficiales de los nanotransportadores. Chithrani y
col. constatan que AuNPs de oro esféricas de 50 nm de diámetro, son interna-
lizadas por las células de mamíferos a una velocidad más rápida y elevada que
partículas con otros tamaños; y que las nanopartículas recubiertas de transferri-
na se internalizan en las células posiblemente vía un camino de endocitosis me-
diado por una proteína específica (46).

AuNPs con forma cilíndrica, recubiertas con bromuro de cetiltrimetila-
monio (surfactante catiónico micelar utilizado en la síntesis de las AuNPs) son
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rápidamente internalizadas por células KB vía un mecanismo de captación no
específico, migrando hacia el núcleo a una velocidad de difusión cuadrática.
Esta captación no específica disminuye (aumenta la acumulación de las na-
nopartículas en la superficie de la célula) cuando el surfactante catiónico es
removido de AuNPs funcionalizadas con folato. En cualquier caso, ambos ti-
pos de AuNPs confieren a las células tumorales una elevada susceptibilidad
fototérmica (102).

Las AuNPs han sido «decoradas» con péptidos (péptido CALNN, péptido
TAT) (63, 103) que favorecen su transporte a través de la membrana celular y
la vectorización de componentes intracelulares (translocación en el núcleo). Los
complejos CALNN-AuNPs exhiben propiedades de reconocimiento específico
hacia el núcleo y el retículo endoplásmico, pudiendo modularse la distribución
hacia uno u otro en función de la concentración de péptido y el tamaño de par-
tícula (63). El péptido TAT (indicador de localización nuclear) permite a las TAT-
AuNPs atravesar la membrana celular (células humanas de fibroblasto) y loca-
lizarse en el núcleo (103).

Sin lugar a dudas una de las aplicaciones más prometedoras de las AuNPs
es su utilización como plataforma que integra en el mismo sistema las dos fun-
ciones imprescindibles para el correcto tratamiento del cáncer: diagnóstico y
subsiguiente terapia (62). Las AuNPs pueden ser detectadas en muestras bioló-
gicas y tejidos utilizando una gran variedad de métodos: microscopía electróni-
ca, de campo oscuro, láser de barrido, tomografía óptica, espectroscopía Raman,
imagen de Raxos X, etc. (62).

Este principio de dualidad es utilizado por Loo y col. al diseñar AuNPs (con
forma de nanocubierta) «inmunovectorizadas» con doble función: permitir el
diagnóstico del cáncer por imagen óptica molecular (por dispersar la luz en el
infrarrojo próximo), y causar la destrucción selectiva de las células de carcino-
ma vectorizadas mediante terapia fototérmica (debido a que absorben luz y pro-
ducen hipertermia). En una prueba experimental de concepto, estos autores em-
plean esta AuNPs para detectar (mediante microscopía de campo oscuro) y
destruir (mediante radiación láser que origina hipertermia y ablación térmica)
células de carcinoma de mama que sobre-expresan HER2 (biomarcador de cán-
cer de mama clínicamente relevante (10).

Siguiendo el mismo principio, Huang y col. diseñan nanoconjugados (con-
teniendo nanocilindros) anti EGFR-AuNPs que, en líneas celulares canceríge-
nas de epitelio oral, permiten visualizar y diferenciar las células cancerígenas
de la sanas para, a continuación, destruirlas fototérmicamente (11-13).
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

La aplicación de las AuNPs en terapia génica y vectorización activa a cé-
lulas tumorales presenta un gran interés. El éxito de la vectorización de AuNPs
a células tumorales in vivo requiere un esfuerzo de ingeniería que garantice su:
(a) biocompatibilidad, (b) estabilidad in vivo; (c) capacidad de circular en san-
gre durante el tiempo suficiente para alcanzar la célula u órgano diana (protec-
ción frente al SER utilizando, por ejemplo, PEG); (d) capacidad de reconocer y
unirse a las células tumorales; (d) ocasionalmente, capacidad de atravesar la
membrana e internalizarse intracelularmente e incluso localizarse en el núcleo.

Especialmente prometedora es la estrategia que consistente en diseñar una
nanoplataforma a base de AuNPs que combine, en la misma, las dos funciones:
diagnóstico y terapia del cáncer.
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8. Cáncer

JOSÉ LUIS VILA JATO 1 Y PILAR CALVO 2
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Toda innovación tecnológica adquiere la máxima relevancia cuando tiene
alguna implicación en la Salud. En este sentido uno de los aspectos diferencia-
dores que ofrece la Nanotecnología es aquel que se refiere a su capacidad dis-
ruptiva sobre el concepto de medicina y terapia.

Con la aplicación de las nuevas nanotecnologías esperamos que la medici-
na sea más proactiva que curativa; que el diagnostico precoz, rápido y no inva-
sivo así como terapias seguras, selectivas y sin efectos secundarios sean lo que
caracterice una nueva era en Medicina.

Si estos aspectos son deseables para el diagnóstico y tratamiento de cual-
quier enfermedad, se convierten en esenciales cuando hablamos de cáncer.

El cáncer sigue siendo una de las enfermedades más devastadoras con más
de 10 millones de nuevos casos anualmente. Afortunadamente la mortalidad ha
descendido en los últimos años debido a una mejor comprensión de los meca-
nismos celulares del tumor y avances en los sistemas de diagnostico y trata-
miento. Sin embargo dentro de la comunidad científica existe el consenso al
considerar que el indudable progreso en el conocimiento biológico del cáncer
producido durante los últimos 25 años, no han tenido una repercusión compa-
rable a nivel clínico. Son varias las causas de este desfase entre las que hay
que señalar la limitaciones de los sistemas de diagnóstico actuales para supri-
mir de un diagnóstico precoz así como la dificultad para la administración de
las nuevas moléculas activas fruto de estos conocimientos que de forma gene-
ral deben de alcanzar de selectivamente el lugar de acción para demostrar todo
su potencial terapéutico.
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Conviene no olvidar que el cáncer no es una única enfermedad sino que en-
globa más de 100 patologías distintas y diferenciadas. Si bien todas ellas se ca-
racterizan por el crecimiento celular incontrolado muchas de ellas presentan la
habilidad de metastatizarse, diseminarse e invadir más allá de sus límites tisu-
lares originales. Si la existencia de un tumor se detecta pronto y antes de su di-
seminación, éste puede ser eliminado mediante cirugía con un excelente pro-
nóstico para el paciente. Sin embargo una vez metastatizado la cirugía no es
suficiente y la evaluación del grado de dispersión del tumor es esencial para la
selección y éxito del tratamiento. La pronta detección y localización de células
metastáticas resulta crucial para un control adecuado de la enfermedad.

El progreso en las técnicas de diagnóstico gracias a la aplicación de apro-
ximaciones nanotecnologicas conllevará un espectacular avance en la supervi-
vencia del enfermo de cáncer. Actualmente existen una amplia gama de siste-
mas de diagnóstico por imagen para detectar tumores de alrededor 1 cm
conteniendo aproximadamente 1.000 millones de células, pero sería muy con-
veniente poder llegar a detectar a niveles de tan solo unos cientos de miles para
poder abordar terapéuticamente la enfermedad en sus inicios con más garantías
de éxito. Por otra parte sería de un gran interés métodos diagnósticos no inva-
sivos que permitan identificar los tumores por su perfil molecular lo que facili-
taría la detección de tumores en sus estadios más tempranos.

Otra de las limitaciones actuales en la terapia del cáncer reside en el tiem-
po requerido para la evaluación de grado de éxito o fracaso de la estrategia te-
rapéutica emprendida. Muy a menudo, médicos y pacientes deben de esperar
varios meses para tener evidencias de la eficacia de la terapia y si esta falla, en
muchos casos se reduce el grado de éxito de una nueva estrategia terapéutica.
El conocer desde el inicio del tratamiento la localización del agente terapéuti-
co, su grado de eficacia a nivel tumoral y el efecto sobre el mismo resulta igual-
mente necesario para un avance real en el control de la enfermedad.

Estos retos pueden ser abordados más fácilmente desde la aplicación de na-
notecnologías para el diseño de sistemas y componentes como nuevos agentes
de contraste, nanopalancas, nanofibras, nanoarrays, biochips y biosensores apli-
cados al diagnóstico in vitro e imagen tanto para la detección de mutaciones,
identificación de distintos tipos celulares tumorales, identificación de dianas te-
rapeuticas, distinción entre células malignas y normales, identificación de le-
siones metastáticas o tumores primarios, evaluación de la localización del gen-
te terapéutico y su nivel de efectividad. La miniturización de los sistemas y
componentes de las técnicas diagnósticas permiten ofrecer herramientas de sen-
sibilidad, especificidad y fiabilidad mejoradas. También ofrecen la posibilidad
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de realizar medidas de parámetros diferentes en paralelo o de integrar varias eta-
pas distintas del proceso de análisis desde la preparación de la muestra hasta su
detección en un simple dispositivo miniaturizado. La disminuida agresividad de
las técnicas es otro de los previsibles logros que aportará la nanotecnología al
campo del diagnóstico al permitir un análisis más frecuente, rutinario y menos
invasivo.

No son pocas las opiniones que se expresan apuntando que la lucha contra
el cáncer ha de enfocarse en la prevención y detección precoz. Pero otros mu-
chos opinan que algunas de las patologías tumorales se convertirán en enfer-
medades crónicas tan pronto como se disponga de tratamientos fiables, efecti-
vos y seguros donde se minimicen los efectos secundarios producidos por las
terapias actuales. Este objetivo se conseguirá cuando las moléculas activas sean
direccionadas especificamente a las células tumorales, reto asumible desde la
aplicación de las nanotecnologías a la liberación de fármacos. Hoy en día se
piensa que un sistema terapéutico ideal para el tratamiento del cáncer sería aquel
que se dirija selectivamente a las células que están en sus primeros estadios de
transformación, hacia el fenotipo canceroso e identifique las células metastáti-
cas en el torrente sanguíneo.

Las innovaciones en las estrategias terapéuticas en cáncer apuntan a tres gran-
des enfoques debido a la singularidad biologica de las masas tumorales: angiogé-
nesis, vasculatura tumoral y vectorización de agentes citotóxicos y citostaticos.

La angiogénesis, o desarrollo de vasos sanguíneos a partir de la vasculatu-
ra existente, no solo es importante en diversos procesos fisiológicos sino tam-
bién en situaciones patológicas como la progresión tumoral y metástasis. El tu-
mor se desarrolla inicialmente sin neovascularización pero rara vez sobrepasa
los 2-3 mm2 por lo que suelen ser lesiones asintomáticas y clínicamente no dec-
tectables; sus células pueden crecer a la misma velocidad que las variedades
vascularizadas pero la proliferación y muerte celular se mantienen en equilibrio.
Cuando un grupo de células se desvía hacia un fenotipo angiogénico la masa
tumoral se vasculariza y, a partir de éste momento, el tumor se convierte en clí-
nicamente detectable, sintomático y los nuevos vasos proveen al tumor de una
via a través de la cual las células tumorales salen del tumor primario y entran
en la circulación sanguínea.

La angiogénesis es un complejo proceso en el que intervienen muchos fac-
tores de crecimiento y sus correspondientes receptores, citoquinas, proteasas y
moléculas de adhesión. Esquemáticamente, y tal como se recoge en la Figura
8.1, comprende las siguientes fases:
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1. Liberación, a partir de la masa tumoral de factores angiogénicos como
el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF).

2. Hiperpermeabilidad de los vasos sanguíneos, extravasación de proteínas
plasmáticas y desarrollo de un armazón provisional de fibrina.

3. Destrucción proteolítica de la matriz extracelular y brote de capilares
nuevos.

4. Desarrollo capilar por proliferación del endotelio y migración hacia el
tumor.

5. Formación y estabilización de los nuevos capilares sanguíneos.

La angiogénesis también es imprescindible para la diseminación de un cán-
cer y desarrollo de metástasis. Las células cancerosas pueden desprenderse de
un tumor sólido determinado, entrar en un vaso sanguíneo, y trasladarse a un
sitio distante, donde pueden implantarse y comenzar el crecimiento de un tumor
secundario o metástasis. Está demostrado que los nuevos vasos sanguíneos en
un tumor sólido son más permeables que la vasculatura normal por lo que per-
mite la infiltración de células tumorales en la vascularización sanguínea.

Las células endoteliales son mucho más estables genéticamente que las cé-
lulas del cáncer, y tienen un periodo de duplicación más largo. La estabilidad
genómica junto a su longevidad (comparada con las células tumorales), pueden
ser un blanco ideal para las terapias dirigidas contra ellas. Las células endote-
liales no escaparán a la terapia, pues no experimentarán mitosis con una tasa tan
rápida y no desarrollarán ninguna mutación de resistencia a la droga en la ge-
neración siguiente. El resultado final de atacar a las células endoteliales es la
extinción de una especie o población de las células (células endoteliales), se-
guida por el derrumbamiento del ecosistema (el tumor).

Numerosos fármacos diseñados con la estrategia de inhibir de forma selec-
tiva la angiogénesis son terapias de elección en varios tipos tumores, y núme-
rosas nuevas terapias están en evaluación clínica. La nanotecnología contribu-
ye a mejorar la selectividad de las moléculas y a aproximaciones combinadas y
de aproximación de terapia génica.

La gran mayoría de los tumores son los llamados tumores sólidos consti-
tuidos por una masa compacta celular. El mayor reto, en cuanto a liberación de
fármacos, se refiere a la necesidad de que el agente terapéutico atraviese el en-
dotelio vascular, penetre en el espacio intersticial y se una de forma selectiva a
la células tumorales.
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En este sentido la particular fisiología del tumor aporta una ventaja a la li-
beración de fármacos vía sistemas nanoparticulares ya que éstos pueden acu-
mularse en la masa tumoral a través del efecto EPR, descrito en el Capítulo 1,
y que sea posible conseguir lo que se denomina vectorización pasiva.

A pesar de los años de trabajo, conocimiento y éxito terapéutico de muchos
de estos productos y tecnologías, todavía quedan muchos aspectos que resolver
para que el teórico potencial de estos nanosistemas se convierta en realidad.

FORMULACIONES COMERCIALIZADAS

DOXIL® (CAELIX®)

Es una formulación de doxorubicina encapsulada en más del 90% en lipo-
somas estericamente estabilizados con un tamaño 80-90 nm. Los liposomas es-
tán constituidos por fosfatidilcolina de soja y colesterol lográndose la estabili-
zación por fijación de las cadenas de metoxipolietilenglicol 2000 al 1,2
diestearoil-sn-glicero 3-fosfoetanolamina (Figura 8.2).

La formulación comercializada se presenta en forma de una dispersión rojiza en
viales de 10 ml (20 mg de doxorubicina) o de 30 ml (50 mg de doxorubicina); ade-
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FIGURA 8.1. Representación esquemática del proceso de angiogénesis (R. Satchi-Fainaro, R.
Duncan y C. Barnes: Polymer Therapeutics II).



más contienen sulfato amónico y ácido clorhídrico y/o hidróxido sódico para conse-
guir un pH de 6,5 y glucosa como isotonizante. Los viales deben conservarse en ne-
vera y la dosis a administrar se debe diluir exclusivamente en suero glucosado (250
ml para dosis inferiores a 90 mg o 500 ml para dosis superiores); esta solución para
perfusión es estable durante 24 h en nevera. La perfusión debe iniciarse lentamente
(1 mg/min) pudiéndose incrementar la velocidad para realizarla en 1 hora.

Las indicaciones aprobadas para Doxil son:

• Cáncer de ovario: se emplea en los casos en que se manifiesta progresión o
recurrencia después del tratamiento con platino. La dosis es de 50 mg/m2 cada
4 semanas debiéndose mantener el tratamiento mientras el paciente tolere el
tratamiento, no se muestren signos de cardiotoxicidad y clínicamente se ob-
serve una remisión, considerándose necesarios un mínimo de 4 ciclos ya que
en los ensayos clínicos el tiempo medio de respuesta es de 4 meses.

• Sarcoma de Kaposi relacionado con HIV: La dosis es de 20 mg/m2 ad-
ministrada cada 3 semanas debiéndose mantener el tratamiento mientras
el paciente responda satisfactoriamente y tolere el tratamiento.

• Mieloma múltiple: Tras su aprobación por la FDA para esta indicación
Doxil se emplea asociado a Bortezomib el cual se administra i.v. bolus a
la dosis de 1,3 mg/m2 los días 1, 4, 8 y 11 cada 3 semanas y el Doxil a
la dosis de 30 mg/m2.

DEPOCYT®

Es una formulación de citarabina encapsulada en nanopartículas lipídi-
cas multivesiculares que contiene 10 mg/ml de principio activo. En su com-
posición intervienen colesterol, trioleina,dioleilfosfatidilcolina y dipalmi-
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toilfosfatidilglicerol así como cloruro sódico como isotonizante, siendo el
pH entre 5,5 y 8,5. La tecnología utilizada en ésta formulación se conoce
con el nombre de DepoFoam® (SkyePharma) y tal como se observa en la Fi-
gura 8.3 el sistema está constituido por cientos de cámaras acuosas no con-
céntricas cada una de las cuales está rodeada por una bicapa lipídica a base
de lípidos biocompatibles. La velocidad de liberación del principio activo se
controla en función de los componentes lipídicos, excipientes acuosos y mo-
dificación de ciertos parámetros durante la producción del sistema. Indica-
ciones: DepoCyt tiene aprobada la indicación para el tratamiento de la me-
ningitis linfomatosa administrándose dosis de 50 mg de acuerdo con el
siguiente esquema posológico:

• Terapia de inducción: se administran 50 mg de DepoCyt por punción lum-
bar o intraventricular las semanas 1 y 3.

• Terapia de consolidación: Se administran por la misma vía 50 mg de De-
poCyt las semanas 5, 7 y 9 y una dosis adicional en la semana 13.

• Mantenimiento: 4 dosis intratecales de 50 mg cada una cada 28 días (se-
manas 17, 21, 25 y 29).

Si durante el tratamiento se manifiestan signos de toxicidad neurológica se
reduce la dosis a 25 mg y si éstos persisten se debe suspender el tratamiento.
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DepoCyt se conserva en nevera y debe agitarse suavemente antes de pro-
ceder a su administración. Una vez abierto el vial debe utilizarse antes de 4 ho-
ras, debiéndose descartar la parte de suspensión no inyectada.

ONCO-TCS (MARQIBO®)

Es una formulación de sulfato de vincristina en liposomas de unos 115 nm
cuya bicapa lipídica está constituida por una mezcla esfingomielina y colesterol
realizandose la carga de los liposomas por la técnica de gradiante de pH. En on-
cologia la vincristina se utiliza en diversos procesos tumorales pero frecuente-
mente la dosis de 2 mg/m2 debe reducirse debido a neurotoxicidad que frecuen-
temente se manifiesta como neuropatia periférica. Los estudios clínicos han
demostrado que la vincristina en forma de liposomas presenta menor neurotoxi-
cidad lo que permite mantener la dosis de 2 mg/m2 y con ello su efectividad así
como una elevada semivida plasmática (15 h frente a 15 min de la vincrsitina).

La indicación de Onco TCS es el tratamiento del Linfoma no Hodgkin en
asociación con otros citostáticos.

ABRAXANE®

Es una suspensión de nanopartículas (con un tamaño medio de 130 nm) de
albúmina y paclitaxel que se presenta en un vial que contiene un liofilizado con
100 mg de principio activo y unos 900 mg de albúmina humana. Estas nano-
partículas, desarrolladas según la tecnología de la American Biosciences no con-
tienen los disolventes utilizados para disolver el paclitaxel lo cual permite que
la infusión dure sobre 30 minutos en lugar del largo tiempo que se utiliza con
la formulación convencional; por otra parte se pueden utilizar equipos de per-
fusión standard en lugar de los equipos especiales que se requieren para admi-
nistrar el paclitaxel.

El vial conteniendo el liofilizado se conserva a temperatura ambiente y su
reconstitución se realiza adicionando 20 ml de suero fisiológico durante un mí-
nimo de un minuto proyectando el líquido sobre las paredes del vial para no for-
mar espuma. Terminada la adición esperar un mínimo de cinco minutos para
que tenga lugar una buena humectación de las partículas y agitar suavemente
durante al menos dos minutos, evitando la formación de espuma; si ello ocu-
rriese esperar unos 15 minutos. Esta suspensión es estable durante 8 h en ne-
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vera y la dosis necesaria de paclitaxel se diluye en suero fisiologico y se admi-
nistra en una perfusión durante 30 minutos.

La mayor eficacia de Abraxane sobre la clásica formulación de paclitaxel
(Taxol®) fue atribuida, en principio, al hecho de que los pacientes podian reci-
bir dosis mas elevadas debido a la ausencia de Cremophor; sin embargo poste-
riores estudios han puesto de manifiesto que la albúmina interacciona con dos
proteínas que la transportan, y con ello el placitaxel, hacia la masa tumoral. La
primera proteína, llamada gp60, se localiza en la superficie de las células del
endotelio vascular y a consecuencia de esta interacción tienen lugar una serie
de procesos bioquímicos que determinan que las nanopartículas se acumulen en
el fluido intersticial que rodea el tumor. La segunda proteína, denominada
SPARC (secreted protein acidic rich in cysteine) o BM40 u osteonectina, se en-
cuentra en la superficie de muchas células tumorales e interacciona con la al-
búmina lo que da lugar a una mayor concentración de paclitaxel en estas célu-
las. Aunque se trate de un pequeño estudio se ha encontrado que de 14 pacientes,
con tumores en cabeza y cuello que expresaron la proteína SPARC, 10 respon-
dieron satisfactoriamente al tratamiento mientras que 4 pacientes, que habian
expresado la mencionada proteína, solo 1 respondió al tratamiento convencio-
nal con Taxol. Estos datos sugieren que pacientes con expresión positiva SPARC,
que son los que presentan peor prognosis, deberan responder favorablemente al
tratamiento con Abraxane.

• Indicaciones: La terapia con Abraxane está indicada en el tratamiento
del cáncer de mama metastásico tras el fallo de una quimioterapia com-
binada o recidiva después de seis meses con quimioterapia adyuvante.
La dosis de Abraxane es de 250 mg/m2 cada 3 semanas pero si el pa-
ciente experimenta una neutropenia severa (< 500 neutrófilos/mm2 du-
rante una semana o más) o neuropatía sensorial severa la dosis debe ser
de 220 mg/m2 y si continuan los efectos adversos se debe reducir la do-
sis a 180 mg/m2.

MYOCET®

Es una formulación constituida por tres viales: el primero consta de un lio-
filizado de 50 mg de clorhidrato de doxorubicina y lactosa; el segundo contie-
ne 1,9 ml de liposomas constituidos por fosfatidilcolina de huevo, colesterol,
ácido cítrico, hidróxido sódico y agua (conservar en nevera) y el tercero 3 ml
de solución de carbonato sódico como tampón.
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La preparación de la formulación a inyectar i.v. requiere de las siguientes
etapas:

• Disolver el liofilizado de clorhidrato de doxorubicina en 20 ml de suero
fisiológico y agitar hasta obtener una solución transparante.

• Calentar un baño de agua hasta una temperatura entre 55-60 ºC.

• Calentar la solución de clorhidrato de doxorubicina durante 10 minutos
(no sobrepasar los 15 minutos y mientras se realiza este calentamiento).

• Retirar 1,9 ml del vial conteniendo los liposomas y adicionarlos sobre el
vial con la solución tampón, incorporando un filtro de venteo y agitar.

• Adicionar la dispersión de liposomas tamponados sobre la solución de
clorhidrato de doxorubicina, colocar un filtro hidrofóbico de venteo y agi-
tar.

• La dispersión obtenida anteriormente se diluye en 40-120 ml de suero fi-
siológico o glucosado para obtener una concentración de doxorubina de
0,4 a 1,2 mg/ml.

• La solución se administra en perfusión durante 1 h.

• Indicaciones: En combinación con ciclofosfamida está indicado en el tra-
tamiento del cáncer de mama metastásico. Utlizando una dosis de 600
mg/m2 de ciclofosfamida, la dosis inicial de Myocet es de 60-75 mg/m2

cada tres semanas.

DAUNOXOME®

Es una formulación de citrato de daunorubicina (50 mg de duanorubicina
base) en liposomas constituidos por diestearoilfosfatidilcolina y colesterol en re-
lación molar 2:1 estando su diámetro medio comprendido entre 35-60 nm. Otros
componentes de la formulación son 2,125 mg de glucosa, 84 mg de glicina y 7
mg de cloruro cálcico en un volumen de 25 ml.

• Indicaciones: Daunoxome está indicado unicamente en el tratamiento del
sarcoma de Kaposi avanzado relacionado con HIV. El vial debe diluirse
con suero glucosado hasta obtener una concentración de 1 mg/ml siendo
la dosis recomendada de 40 mg/m2 la cual se debe administrar durante 1
hora y repetir la administración cada 2 semanas si el contado de granu-
locitos es superior a 750/mm3.
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FORMULACIONES EN FASES DE DESARROLLO CLÍNICO

OSI 211

Se trata de una formulación de lurtotecan (0,5 mg/ml) en liposomas unila-
minares pegilados conteniendo 10 mmol de cloruro amónico como tampón y
9% de glucosa. La dosis a administrar se diluye hasta 25 ml con suero gluco-
sado y se perfunde durante un tiempo de media hora.

El lurtotecan (Figura 8.4) es un derivado de la camptotecina por lo que su
mecanismo de acción es la inhibición de la topoisomerasa I. Los ensayos clíni-
cos realizados en cáncer de ovario establecen que este fármaco se administra a
la dosis de 1,5 mg/m2 en perfusión de media hora durante 5 días y repetición
del ciclo cada 3 semanas.

Al igual que sucede con otras formulaciones a base liposomas pegilados,
existe una diferencia muy acusada en cuanto al valor del aclaramiento plasmá-
tico ya que, en este caso, los valores son de 0,82 L/h/m2 en la forma liposómi-
ca, frente a 21 L/h/m2 que presenta el lurtotecan. Por ello la formulación en li-
posomas se presenta como un interesante avance ya que, manteniendo la misma
eficacia, esta formulación se administra a la dosis de l,8 mg/m2 los días 1, 2 y
3 cada tres semanas. Según el NIH de Estados Unidos los ensayos clínicos re-
alizados con OSI 211 son los siguientes:

• Phase II study to determine the efficacy of OSI 211 (liposomal lurtote-
can) given on days 1, 2, 3 every 3 weeks in patients with recurrent small
cell lung cancer (Fase II).
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• Liposomal lurtotecan in treating patients with metastatatic or locally re-
current head and neck cancer (Fase II).

• Liposomal lurtotecan plus cisplatin in treating patients with advanced or
metastatic solid tumors (Fase II).

• Lurtotecan liposome in treating patients with advanced solid tumors (Fase I).

• Lurtotecan liposome in treating patients with advanced or recurrent ova-
rian epithelial cancer (Fase II).

• Study of OSI-211 vs topotecan in patients with relapsed epithelial ova-
rian cancer (Fase II).

S-CKD 602

Se trata de una formulación del análogo de la camptotecina CKD 602 (Be-
lotecan) en liposomas estéricamente estabilizados (Alza Co) compuestos por
diestearilfosfatidilcolina y diestearilfosfoetanolamina covalentemente unidos a
m-PEG y con un tamaño de unos 100 nm y una eficiencia de encapsulación su-
perior al 85%. Se ha terminado el siguiente ensayo clínico en fase I:

• Safety study of S-CKD 602 in patients with advanced malignancies (Cli-
calTials.gov).

ANNAMICINA LIPOSOMAL

La annamicina es un citostático derivado de la doxorubicina (Figura 8.5),
desarrollado en el M.D. Anderson Cancer Center de Houston que presenta una
elevada liposolubilidad y afinidad por los lípidos de las membranas así como
mayor actividad en tumores con sobreexpresión de MDR1 que es causa de la
aparición de resistencia al tratamiento con otras antraciclinas.

Teniendo en cuenta los resultados clínicos obtenidos con la doxorubicina li-
posomal se ha desarrollado una formulación de annamicina en liposomas. Esta
formulación se presenta en forma de un liofilizado que contiene 20 mg de an-
namicina (vial de 20 ml) o 50 mg (vial de 100 ml) así como 1750 mg de di-
misteroilfofatidilcolina, 750 mg de dimiristoilfosfatidilglicerol y 85 mg de Twe-
en 20 (las cantidades indicadas corresponden a la formulación que contiene 50
mg de principio activo).
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El liofilizado se reconstituye con 10 o 50 ml de suero fisiológico, dejar re-
posar dos minutos y agitar suavemente otros dos minutos; esperar a que des-
aparezca la espuma formada y transferir la dosis necesaria a una bolsa de per-
fusión.

El NIH recoge los siguientes ensayos clínicos:

• Liposomal annamycin in children and young adults with refractory or re-
lapsed ALL or AML (Fase I).

• Study of liposomal annamycin in patients with refractory or relapsed acu-
te lymphocytic leukemia (Fase I/II).

• Chemotherapy in treating patients with breast cancer (Fase I/II).

Para el tratamiento de ALL o AML la pauta posológica seguida es de un ci-
clo de 280 mg/m2 de annamicina liposomal en perfusión de 1 a 2 horas duran-
te 3 días consecutivos, repetición a las 3-4 semanas y de nuevo a las 3-4 se-
manas, dejando posteriormente transcurrir un periodo de al menos 8 semanas.

SLIT CISPLATIN

Se trata de una formulación de cisplatino en liposomas para su administra-
ción por vía pulmonar utilizando la tecnologia SLIT (sustained release lipid in-
halation targeting) desarrollada por Transave Inhalation Biotherapeutics en la
cual se emplean fosfolípidos análogos a los que constituyen el surfactante pul-
monar.
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Con esta formulación se pretende resolver los problemas de una adminis-
tración i.v. de cisplatino derivados de una baja biodistribución a tejido pulmo-
nar (0,1 a 1%), bajo tiempo de permanencia en este tejido y limitación de do-
sis debida a toxicidad sistémica. Se encuentra en fase I/II el ensayo clínico:

• Inhalation SLIT Cisplatin for the treatment of osteosarcoma metastatic to
the lung (ClinicalTrials.gov).

Los resultados obtenidos indican que a dosis de 60 mg/m2 administrados en
20 sesiones divididas a lo largo de 3 días no muestran toxicidad hematológica,
nefrotoxicidad ni neurotoxicidad.

LIPOPLATIN

Es una formulación de cisplatino en liposomas, de un tamaño de 120 nm, for-
mados por el fosfolípido fusógeno dipalmiotoilfosfatidilglicerol, fosfatidilcolina de
soja, colesterol y diestearoilfofatidiletanolamina unida a metoxipolietilenglicol
2.000. Se presenta en viales de 50 ml que contienen una concentración de 3 mg/mL
de cisplatino que se conservan durante 3 años a una temperatura de 4 ºC. La dosis
requerida (del orden de 100 mg/m2) se diluye en 1 L de suero glucosado que se ad-
minsitra durante 8 horas. Se han publicado los resultados de los ensayos clínicos:

• Phase III trial comparing intensive induction chemoradiotherapy (60 Gy, infu-
sional 5-FU and intermittent cisplatin) followed by maintenance gemcitabine
with gemcitabine alone for locally advanced unresectable pancreatic cancer.

• Phase III trial comparing chemoradiotherapy (cisplatin and infusional 5-
FU) followed by gemcitabine vs. gemcitabine alone in patients with lo-
cally advanced non metastatic pancreatic cancer.

• Phase I trial of lipoplatin and gemcitabine as a second-line chemotherapy
in patients with nonsmall cell lung carcinome (Froudarakis y col. (2008):
Cancer: 110 (13); 2752- 2760).

SPI-077

Es una formulación de Alza Co en forma de liposomas pegilados de unos
110 nm conteniendo cisplatino. Los liposomas estan constituidos por lecitina de
soja hidrogenada, colesterol y mPEG-DSPE. El contenido del vial se diluye con
suero fisiológico, que contiene 10 mM de histidina hasta tener 0,2 mg/ml y se
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administra en forma de perfusión. Uno de los últimos ensayos clínicos publica-
dos con esta formulación es:

• Phase II study of SPI-77 (sterically stabilised liposomal cisplatin) in ad-
vanced non-.small-cell lung cancer (White y col: (2006): Br. J. Cancer:
95 (7): 822-828).

AI-850

Es una formulación de paclitaxel que emplea la tecnología patentada por la fir-
ma Acusphere mediante la cual se obtienen nano o micropartículas porosas que per-
miten solubillizar rápidamente fármacos hidrófobos. En el caso concreto de ésta for-
mulación las micropartículas se obtienen disolviendo paclitaxel, polisorbato 80 y
polivinilpirrolidona C15 en etanol; a esta solución se le incorpora una solución acuo-
sa de bicarbonato amónico y manitol como agentes formadores de poros. Finalmente
las micropartículas (tamaño medio de 2 mm) se obtienen por atomización. Se ha re-
alizado un ensayo clínico cuya finalidad ha sido establecer la dosis máxima tolerable
(hasta 250 mg/m2) mediante una perfusión de menos de 30 minutos realizada cada 3
semanas. Se han publicado los resultados obtenidos del siguiente ensayo clínico:

• Phase I and Pharmacokinetic Study of AI-850, A Novel Microparticle
Hydrophobic Drug Delivery System for Paclitaxel (Mita y col (2007):
Clin. Cancer Res.: 13; (11); 3293-3301).

SARCODOXOME

Es una formulación de doxorubicina en liposomas patentada por la firma
española GP Pharma en la que el principio activo se encuentra incluido en la
pared del liposoma el cual contiene una pequeña cantidad de cromano como
agente antioxidante estabilizador. Presenta una reducción de la toxicidad y me-
jor biodistribución. Ha obtenido la categoría de medicamento huérfano tanto por
la EMEA como por la FDA para el sarcoma de tejidos blandos.

GENEXOL-PM

Se trata de una formulación conteniendo paclitaxel incluido en micelas po-
liméricas de 20 a 50 nm a base de un copolímero de PEG y poli DL láctico. La
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formulación con la que se realizan los ensayos clínicos contiene un liofilizado
con 30 mg de paclitaxel y 150 mg del copolímero. El liofilizado se disuelve en
5 ml de suero fisiológico y la solución obtenida se diluye con 500 ml de suero
glucosado realizandose una perfusión durante 3 horas y se repite el ciclo cada
tres semanas. Actualmente se estan realizando ensayos clínicos en Fase II en el
que la dosis utilizada es de 300 mg/m2.

• Paclitaxel in Treating Patients With Unresectable Locally Advanced or
Metastatic Pancreatic Cancer (ClinicalTrials.gov).

• Multicenter phase II trial of Genexol-PM, a novel cremophor-free, poly-
meric micelle of paclitaxel, with cisplatin in patients with advanced non-
small cell lung cancer (Kim y col. (2007): Ann Oncol. 18; (12); 2009-2014).

• Multicenter phase II trial of Genexol-PM, a cremophor-free, polymeric
micelle formulation of paclitaxel, in patients with metastatic breast can-
cer (Lee y col. (2008): Breast Cancer Res Treat.: 108 (2); 241-250).

SP1049C (SUPRATEK)

Es una formulación de doxorubicina en micelas constituidas por un copolí-
mero tribloque de Pluronic L61 y Pluronic F127, en una relación peso/peso de
1,8, y cuya carácteríctica fundamental es mostrar actividad sobre células tumora-
les multirresistentes. Se han publicado los resultados del siguiente ensayo clínico:

• Phase I dose escalation and pharmacokinetic study of pluronic polymer-
bound doxorubicine (SP1049C) in patients with advanced cancer (Dan-
son y col (2004); Br. J. Cancer: 90; (11); 2085-2091).

AROPLATIN

Contiene un nuevo derivado liposoluble de platino (Aroplatin®), análogo
al oxaliplatino (Figura 8.6), incluido en liposomas que se encuentra en fase clí-
nica II para el tratamiento de cáncer colorrectal y renal. Aroplatin se dispone
en forma de un liofilizado que contiene 100 mg de principio activo y 1,5 g de
una mezcla de dimiristoilfosfatdilcolina y dimiristoilfosfatidilglicerol en rela-
ción molar 7:3. El liofilizado se disuelve en 50 ml de suero fisiológico acidi-
ficado, se agita durante 2 h a temperatura ambiente y finalmente se administra
en forma de perfusión i.v. a una velocidad de 4 mg/min. La dosis inicial es de
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300 mg/m2 y según la toxicidad mostrada se puede realizar un escalado hasta
450 mg/m2 o una dismunución hasta 200 mg/m2 repitiendose el ciclo cada 4
semanas.

Los ensayos clínicos recogidos por el NCI son los siguientes:

• Study of L-NDDP (Aroplatin) in Patients With Advanced Solid Malig-
nancies or B-Cell Lymphoma (Fase I).

• Aroplatin and Gemcitabine in Patients With Advanced Pancreatic Cancer
Resistant to Standard Therapies (Fase I/II).

• A Safety and Effectiveness Study of Aroplatin in Patients With Advanced
Colorectal Cancer Resistant to Standard Therapies (Fase II).

• Aroplatin and Capecitabine in Patients With Advanced Colorectal Cancer
Resistant to Standard Therapies (Fase I/II).

• A Safety and Effectiveness Study of Aroplatin in Patients With Advanced
Solid Malignancies (Fase I/II).

• Liposomal-Cisplatin Analogue (L-NDDP) in Treating Patients With Ma-
lignant Pleural Mesothelioma (Fase II).

LEP-ETU

Es una formulación de paclitaxel desarrollada por NeoPharma Inc consti-
tuida por proliposomas de DOPE, colesterol y bisfosfatidilglicerol (cardiolipi-
na). Cuando se adiciona el disolvente se obtienen liposomas multilamelares, de
unos 150 nm, en los que se incluye el principio activo el cual es liberado len-
tamente. El liofilizado es estable a temperatura ambiente durante al menos 12
meses y previa dilución se administra en forma de perfusión. Se ha demostra-
do bioequivalencia con la formulación comercializada de placlitaxel pero se ne-

267

CÁNCER

FIGURA 8.6. cis-bisneodecanoato-trans-R,R- 1,2-diaminocyclohexane platinum(II) (L-NDDP).



cesita un tiempo menor de perfusión y menor incidencia de efectos secundarios.
Los ensayos clínicos recogidos por el NIH son:

• Liposome entrapped paclitaxel easy to use (LEP-ETU) in patients with
advanced cancer (Fase I).

• Comparison of liposome entrapped paclitaxel easy to use (LEP-ETU) and
Taxol® pharmacokinetics in patients with advanced cancer.

LEM-ETU

Es una formulación análoga a la anterior pero conteniendo mitoxantrona
para su administración i.v. durante 45 minutos. Con ello se desea mejorar la se-
guridad del principio activo para incrementar la dosis y/o aumentar la dosis to-
tal administrada. Se ha finalizado el siguiente ensayo clínico:

• Study of liposome encapsulated mitoxantrone (LEM) in patients with ad-
vanced cancer (ClinicalTrials.gov).

MTB-0206 (ENDOTAG-1)

Es una formulación desarrollada por MediGene AG constituida por lipo-
somas catiónicos: DOPE y DOTAP conteniendo paclitaxel como principio ac-
tivo. Debido a que éstos lípidos catiónicos presentan una selectividad hacia
las células epiteliales (con carga negativa) de los vasos sanguíneos EndoTAG-
1 en donde se acumulan y liberan el cistostático; por ello esta formulación se
considera como antiangiogénica y el primer ensayo clínico se ha realizado en
pacientes con cáncer pancreático en los que los taxanos son ineficaces pero al
incluir el docetaxel entonces se produce una reducción del tumor por des-
trucción de los vasos producidos en la angiogénesis. Los resultados del ensa-
yo clínico en fase II han sido presentados al Congreso de la European Society
for Medical Oncology de 2008:

• Löhr M. Y col: 12-month survival of a phase II trial: first line treatment
of inoperable pancreatic adenocarcinoma with cationic lipid complexed
paclitaxel nanoparticles (EndoTAG-1) plus gemcitabine compared with
gemcitabine monotherapy.

También se está realizando un ensayo clínico en fase II en pacientes con cán-
cer de mama hormonorresistente cuyos resultados se daran a conocer en 2009.
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NK 911

Constituye otra formulación de doxorubicina en micelas de un tamaño
medio de 40 nm que se obtienen a partir de un conjugado de doxorubicina
y un copolímero constituido por un Pluronic de 5000 D y un poliaspártico
(30 unidades). Se están desarrollando ensayos clínicos en cáncer de pán-
creas.

• Phase I clinical trial and pharmacokinetic evaluation of NK911, a mice-
lle- encapsulated doxorubicin (Matsumura Y. Y col: (2004): Brit. J. Can-
cer: 91; 10: 1775-1781).

NK 012

Esta formulación contiene un derivado de la camptotecina (SN-38) que se
une a un copolímero constituido por PEG y poliglutámico modificado obte-
niéndose, a partir del conjugado, micelas poliméricas de 20 nm tal como se re-
coge en la Figura 8.7.

Las posibles indicaciones de esta formulación se orientan hacia tumores
hipervascularizados como son carcinomas renales, meduloblastomas y car-
cinomas hepatocelulares. Actualmente está en desarrollo una Fase I bajo el
título:

• Study of NK012 in patients with refractory solid tumors (Clinical-
Trials.gov).

NC-6004

Es una formulación de micelas de unos 30 nm constituidas por un políme-
ro bloque de poliaminoácidos -PEG conteniendo cis platino y que se encuentra
en Fase I de investigación clínica habiéndose presentadose presentado los re-
sultados en Asco 2008:

• Pharmacokinetics of NC-6004, a novel micellar formulation of cisplatin,
in a Phase I trial.
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AP-5346

Esta formulación contiene paclitaxel incluido en micelas formadas por un
copolímero de poliaminoácidos-PEG encontrándose en Fase I de desarrollo
clínico.

• AP5346 or oxaliplatin in treating patients with metastatic and/or unre-
sectable recurrent head and neck cancer (ClinicalTrials.gov).

ATRA IV

Es una formulación de tretinoina encapsulada en liposomas para su admi-
nistración por vía i.v. que posee la designación de medicamento huérfano por
la FDA para el linfoma no Hodgkin de células T y leucemia aguda y crónica.
Aunque la forma oral de tretinoina (Vesanoid®) ha demostrado su efectividad
frente a diversos tipos de cáncer sin embargo la duración de su eficacia es tran-
sitoria debida a un descenso de los niveles plasmáticos. Los ensayos clínicos re-
cogidos por el NCI son:

• Tretinoin Plus Interferon Alfa in Treating Patients With Metastatic Kid-
ney Cancer (Fase II).

• Liposomal Tretinoin in Treating Patients With Recurrent or Refractory
Hodgkin’s Disease (Fase II).
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FIGURA 8.7. Esquema de la preparación de las micelas NK012.



En fase preclínica se encuentran un elevado número de formulaciones cons-
tituidas por diversos nanosistemas como liposomas, micelas, nanopartículas,
dendrímeros, nanopartículas metálicas, etc. conteniendo una amplia variedad de
agentes citostáticos.

VECTORIZACION ACTIVA

Con el nombre de vectorización se conoce la liberación de un principio ac-
tivo en su diana terapéutica. Hasta el momento, en los ejemplos expuestos, la
acumulación y por tanto la vectorización del agente quimioterápico en el tejido
tumoral, se hacía basándose en la larga permanencia de la molécula en el to-
rrente circulatorio, en la mayor permeabilidad que presentan los vasos sanguí-
neos tumorales y el menor drenaje linfático del tumor. En los últimos años la
Nanotecnología Farmacéutica ha dirigido sus esfuerzos al diseño y preparación
de una tercera generación de nanosistemas que permitan una orientación activa
que, en el caso del cáncer, sería una biodistribución preferente hacia las células
tumorales basándose en los procesos de reconocimiento celular de receptores
sobreexpresados en células tumorales o endotelios de vasos sanguíneos.

Para conseguir una mejor vectorización hacia células tumorales tanto de li-
posomas como de otros nanovehículos se pueden fijar ligandos específicos. En
principio estos ligandos específicos eran coinmovilizados con un polímero que
sirviese como estabilizador estérico (Figura 8.8a) pero pronto se pudo compro-
bar que las cadenas del polímero estabilizador podían interferir la interacción
entre el vector y su receptor específico. Por ello se han desarrollado otros tipos
de nanosistemas que poseen el vector situado en la parte exterior del sistema y
fijado en la porción terminal de las cadenas de PEG de tal forma que los li-
gandos se encuentran en el exterior de la densa capa polimérica de PEG por lo
que no existen impedimentos estéricos para su unión con sus receptores espe-
cíficos (Figura 8.8b).

Bajo esta idea se han fijado potenciales ligandos a cadenas poliméricas uni-
das a liposomas. Podemos decir que hoy día la vectorización de nanosistemas
se realiza fundamentalmente a través de las cadenas de PEG dada la versatili-
dad que ofrecen para que se puedan fijar covalentemente un gran número de
moléculas como proteínas, péptidos, anticuerpos, aptámeros o sencillas molé-
culas (Figura 8.9).

En el momento actual la vectorización activa se puede lograr fijando al na-
nosistema moléculas sencillas como el ácido fólico ya que el receptor folato se
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encuentra sobreexpresado en múltiples células tumorales como por ejemplo en
el cáncer ovárico. Bajo esta idea se han obtenido liposomas que llevan ácido fó-
lico fijado a las cadenas de PEG; igualmente se han preparado micelas polimé-
ricas de poliaspártico a cuya cadena se une ácido fólico y cadenas de PEG 
sobre las que se fija adriamicina.

En el caso de nanopartículas de polialquilcianoacrilato con cadenas de PEG
sobre las que se fija ácido fólico ha sido posible demostrar que tienen una afi-
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FIGURA 8.8. Dos maneras de fijar ligandos específicos a nanosistemas: (a) Coinmovilización
del ligando entre las cadenas del polímero estabilizador. (b) Fijación del ligando a la terminal

de las cadenas poliméricas estabilizadoras.

FIGURA 8.9. Esquema de la unión covalente de diferentes ligandos a cadenas de PEG.



nidad 10 veces mayor por el receptor folato que el propio ácido fólico. Igual-
mente nanopartículas de PEG-poliepsiloncaprolactona conteniendo paclitaxel y
a las que se fija ácido fólico han demostrado un notable incremento de su cito-
toxicidad. Finalmente nanopartículas de magnetita a las que se fija ácido fólico
(con o sin espaciador de PEG) presentan una acumulación en células tumorales
haciendo que estas nanopartículas puedan usarse con fines diagnósticos (como
agentes de imagen en RMN) y con fines terapéuticos (destrucción de las célu-
las tumorales por hipertermia).

Más recientemente se ha visto que el péptido cíclico RGD es capaz de re-
conocer el receptor ανβ3 integrina que se encuentra sobreexpresado en la neo-
vascularización que se origina cuando el tumor tiene un tamaño del orden de 1
mm2. El descubrimiento de este hecho tiene una gran importancia y constituye
actualmente una de las líneas más importantes en la investigación del cáncer ya
que se ha visto que la eliminación de una célula del endotelio de los vasos san-
guíneos originados en la neovascularización puede inhibir el desarrollo de cien
células tumorales. El péptido RGD se ha podido fijar a las cadenas de polieti-
lenglicol de liposomas conteniendo 5 fluoruracilo o doxorubicina encontrándo-
se una actividad superior en líneas celulares C26 de cáncer de colon.

La utilización de moléculas sencillas como el fólico o el péptido RGD como
orientadoras de sistemas nanoparticulares hacia dianas del cáncer constituye una
interesantísima aportación si bien se han reconocido recientemente ciertas limi-
taciones como por ejemplo que el folato se encuentra en la dieta alimenticia y
los niveles plasmáticos así obtenidos pueden competir con el del nanosistema
que lo incorpora.

Moléculas de mayor complejidad también pueden ser fijadas a nanosiste-
mas con la finalidad de orientarlas hacia células tumorales o células endotelia-
les de los vasos sanguíneos desarrollados en el proceso de angiogénesis. Entre
estas moléculas podemos mencionar la glicoproteína transferrina la cual se pue-
de fijar a liposomas y favorecer el paso a través de la membrana de las células
tumorales con lo que se consigue un mayor efecto antitumoral de fármacos como
la doxorubicina.

Diversos anticuerpos monoclonales han sido fijados a liposomas (inmuno-
liposomas) y otros nanovehículos con objeto de mejorar su vectorización hacia
células tumorales. Aunque estos anticuerpos muestran resultados esperanzado-
res sin embargo su eficacia puede verse limitada por las barreras biológicas pre-
sentes antes de alcanzar las células tumorales, o las condiciones existentes en la
diana terapéutica. Diversas investigaciones recientes se orientan hacia la utili-

273

CÁNCER



zación de estos anticuerpos en forma de inmunoconjugados con antitumorales
como metotrexato, doxorubicina; inmunotoxinas o radioinmunoconjugados con
itrio 90, yodo 131 o bismuto 213.

Una forma de fijar anticuerpos a nanosistemas, conteniendo en su superfi-
cie cadenas de PEG, consiste en unir biotina a estas cadenas; por otra parte el
anticuerpo forma un conjugado con estreptavidina y finalmente se produce la
interacción entre biotina-estreptavidina. Cada molécula de estreptavidina tiene
cuatro puntos de unión por lo que se deben bloquear con biotina los puntos de
unión libres.

Un ejemplo de la utilización de anticuerpos monoclonales fijados a nano-
vehículos es la fijación de epitopos CD19 a liposomas pegilados con lo que con-
sigue un notable incremento de la eficacia terapéutica sobre células de linfoma
B; la fijación de fragmentos de anticuerpo Fab’a liposomas de doxorrubicina es-
tericamente estabilizados muestran un incremento de la actividad frente a los li-
posomas no vectorizados en aquellos tumores que presentan una sobreexpresión
del receptor HER2 o la fijación del anticuerpo CC52 a liposomas los cuales
muestran una acumulación específica en modelos de adenocarcinoma de colon
en ratas. Igualmente la fijación del anticuerpo monoclonal 2C5 (mAb 2C5) a li-
posomas de Doxil® (liposomas estericamente estabilizados de doxirrubicina) in-
crementa la actividad citotóxica tanto in vitro como in vivo (Figura 8.10).
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FIGURA 8.10. Actividad antitumoral en ratones de Doxil y Doxil+ mAb 2C5 en LLC
(carcinoma de pulmón de Lewis) y PC3 (línea de carcinoma de próstata).



El primer ensayo clínico Fase I con liposomas conjugados con anticuerpos
fue realizado en 2004. Liposomas estericamente estabilizados con PEG, conte-
niendo doxorubicina, se administraron a 23 pacientes con cáncer de estómago
recurrente o metastásico en forma de una perfusión de 1 h cada tres semanas.
La duración del tratamiento estaba comprendido entre 48 y 135 días y el vec-
tor utilizado fue un fragmento F (ab´) 2 de un anticuerpo monoclonal cáncer-
reactivo humanizado (GAH).

• Matsumura Y. y col: Phase I and pharmacokinetic study of MCC-465, a
doxorubicin (DXR) encapsulated in PEG inmunoliposomes, in patients
with metastatic stomach cancer (2004), Ann Oncol.: 15 (3); 517-525.

Las tecnologías basadas en la vectorización con anticuerpos monoclonales
presentan varias desventajas entre las cuales, tal vez la más importante, es que
debido al elevado peso molecular (del orden de los 100 kDa) su bioconjugación
con liposomas o nanopartículas produce un incremento en su tamaño lo que se
traduce en unas características farmacocinéticas y de penetración a tejidos me-
nos favorables. Otras desventajas se derivan de las reacciones de inmunogenei-
dad o hipersensibilidad siempre presentes aun recurriendo a anticuerpos químe-
ricos o totalmente humanizados.

Los aptámeros constituyen una nueva clase de vectores que pueden utili-
zarse de manera similar a los anticuerpos pero con un peso molecular mas re-
ducido (del orden de 20 kDa), no son inmunogénicos, son relativamente esta-
bles y capaces de ser producidos a escala industrial. Aunque por su peso
molecular tienen una elevada excreción renal es posible mejorar por pegila-
ción sus características de excreción y pueden ser estabilizados frente a las
nucleasas presentes en el plasma utilizando aptámeros que tienen diversos
substituyentes en el núcleo de la ribosa. El primer aptámero aprobado para su
uso en terapéutica es el pegaptanib que, uniéndose al factor de crecimiento
endotelial vascular, está indicado en el tratamiento de la degeneración macu-
lar. Aunque se han aislado diversos aptámeros que se unen a antígenos so-
breexpresados en células tumorales, sin embargo poseen una utilidad terapéu-
tica limitada mientras que cada vez es mayor el número de trabajos que se
orientan hacia la preparación de bioconjugados de nanopartículas con aptá-
meros. En general estos nanosistemas están constituidos por nanopartículas,
conteniendo agentes antineoplásicos o agentes de contraste, que llevan en su
superficie cadenas de PEG a algunas de las cuales se fija el aptámero. Re-
cientemente se ha publicado el primer estudio in vivo de nanopartículas de do-
cetaxel y el aptámero A10 RNA que se une al antígeno de membrana especí-
fico de próstata (PSMA) (Figura 8.11).
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Vectorización vía sensibilidad a estímulos

El desarrollo de nanosistemas sensibles a ciertos estímulos está recibiendo
un gran interés y se basan en que los tejidos tumorales tienen un pH más bajo
y una temperatura más elevada que los tejidos normales con lo que es posible
que el fármaco sea liberado solo cuando se dan estas especiales características
fisiopatológicas de los tumores; igualmente, la presencia de determinados siste-
mas enzimáticos en tejidos tumorales, puede ser utilizada para conseguir una li-
beración del fármaco vía estímulos externos.

En el caso de los liposomas se pueden obtener sistemas pH sensibles con
la inclusión de DOPE (dioleilfosfatidil etanolamina) y otros lípidos ligeramen-
te ácidos como colesterilhemisuccinato o ácido oleico, PEG carboxilados o co-
polímeros de derivados hidrofóbicos de N- isopropilacrilamida (NIPAM). Estos
sistemas a pH neutro mantienen la estructura de la bicapa lipídica pero a pH
ácido sufren una protonización, se colapsan y sufren una desestabilización con
transición de la fase laminar a hexagonal y rotura de la bicapa lipídica que per-
mite la rápida liberación del fármaco.

Los liposomas pH sensibles inicialmente preparados tenían carácter
aniónico a pH fisiológico de 7,4 por lo que existía una repulsión electros-
tática con la carga negativa de la membrana celular. Los últimos estudios
con liposomas pH sensibles se orientan hacia una unión covalente de dife-
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FIGURA 8.11. Nanopartículas de docetaxel preparadas por el método de nanoprecipitación 
a las que se fija covalentemente, a través del grupo amino, el aptámero A10ARN.



rentes ligandos conteniendo grupos amino, como péptidos y utilizar deri-
vados de DOPE como citraconil DOPE o la combinación de fosfatidilcoli-
na-glicirricina.

En el caso de las micelas poliméricas se puede conseguir una unión pH sen-
sible mediante ciertas uniones como la unión hidrazona; recurriendo a este pro-
cedimiento se han preparado micelas de bloques multifuncionales a base de fo-
lato-PEG y poliaspartato hidrazona adriamicina lo cual permite una endocitosis
mediada por receptor folato y que el antineoplásico se libere por efecto del pH
ácido existente en el endosoma (Figura 8.12). En definitiva estas micelas poli-
méricas se comportan como excelentes sistemas inteligentes que permiten la li-
beración fármacos en el interior de la célula.

Para dotar a las micelas poliméricas y a los hidrogeles de propiedades mo-
dulables por cambio de pH se incorporan a su estructura polímeros con grupos
ionizables. Una modificación del pH en torno al pKa de uno de estos grupos
afectará de manera muy importante a su grado de ionización y a su estado de
hidratación que puede conducir a la desestabilización del núcleo de la micela o,
si se trata de un hidrogel, a un marcado aumento del volumen. El pH crítico
desencadenante de la respuesta se puede ajustar a las necesidades concretas mo-
dificando el pKa de los grupos ionizables del polímero mediante la introducción
de comonómeros hidrofóbicos.
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FIGURA 8.12. Esquema de la actuación de micelas poliméricas vectorizadas constituidas por 
el polímero Fólico-poli (etilenglicol) poli (aspartato-hidrazona-adriamicina).



Por ejemplo, para conseguir una liberación selectiva en tejidos tumorales,
se han ensayado micelas formadas por copolímeros anfifílicos que contienen
grupos amino en uno de sus bloques. Estas micelas pueden responder a cam-
bios de pH en un intervalo muy estrecho. En un medio de pH superior al pKa,
los bloques no estan ionizados y se muestran con un carácter hidrofóbico, pu-
diendo formar el núcleo micelar. Cuando el pH desciende y los grupos se pro-
tonizan, se incrementa la hidrofilia y se produce la rotura de la micela y la li-
beración del fármaco que contiene (Figura 8.13).

El poli (2 vinilpiridina)-b-poli (óxido de etileno), el poli (2 (dimetilami-
no)etil metacrilato)-b-poli (óxido de etileno) o el poli (óxido de etileno)-b-poli
(L-histidina) se autoagregan a pH mayor o igual a 7 y experimentan una rotura
micelar reversible cuando el medio se hace ligeramente ácido. Las micelas de
estos polímeros retienen el fármaco mientras se encuentran en el torrente cir-
culatorio, se acumulan en los tejidos tumorales por el efecto EPR, penetran en
el interior de la célula liberándose el fármaco de los endosomas.

La liberación selectiva que se consigue con estos sistemas micelares puede
contribuir a mejorar la eficacia de los tratamientos antineoplásicos, reduciendo
al mismo tiempo sus efectos secundarios. En comparación con los liposomas ya
comercializados como portadores de estos fármacos, las micelas poliméricas son
más estables frente a la dilución y por su menor tamaño de partícula penetran
mas eficazmente en pequeños tumores sólidos.

La combinación de sistemas pH sensibles con ligandos específicos se ha
descrito para liposomas pH-sensibles conteniendo ácido fólico o transferrina:
igualmente se han preparado micelas pH sensibles conteniendo adriamicina o
doxorrubicina y ácido fólico que han mostrado su utilidad in vivo en animales
de experimentación.
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FIGURA 8.13. Efecto de un cambio de pH sobre la agregación de polímeros anfifílicos
sensibles a este estímulo.



Unos nuevos sistemas, denominados con funciones ocultas transitorias, es-
tán constituidos por liposomas estéricamente estabilizados con cadenas de PEG
ancladas a los lípidos; estas cadenas ocultan a otros grupos funcionales como
ligandos internalizadores como ácido fólico, transferina o péptidos fusógenos
que favorecen la internalización del liposoma. Mientras el sistema se encuentra
en la circulación sanguínea las funciones ocultas están protegidas por las cade-
nas poliméricas pero cuando el sistema alcanza un tejido tumoral las cadenas
de PEG se liberan y quedan libres los restantes grupos funcionales presentes en
su superficie (Figura 8.14).

Una curiosa aplicación de los nanosistemas pH sensibles es la utilización
de nanogeles virus miméticos, propuesta por Lee y Kim, que están constituidos
por un núcleo hidrofóbico de poli (His-co-Phe), conteniendo doxorubicina como
fármaco, una cubierta de PEG que sirve unión entre el núcleo y una cubierta de
albúmina (Figura 8.15). A pH superior a 6,8 el sistema tiene un tamaño de 55
nm pero cuando es inferior a 6,4 se expande hasta un tamaño de 355 nm y per-
mite la liberación del principio activo.

Estos sistemas cuando se internalizan y forman un endosoma se produce
una protonización de la poliHis y el aumento de tamaño produce la liberación
del citostático y la rotura de la membrana lisosomal, pero al encontrarse en el
citosol el nanogel adquiere su tamaño inicial. El citostático induce apoptosis y
el nanosistema queda libre para actuar sobre células vecinas (Figura 8.16).

Los liposomas termosensibles son sistemas cuya membrana lipídica es es-
table a 37 ºC pero presentan una temperatura de transición de fase cercana a los
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FIGURA 8.14. Vectorización con función oculta. El nanosistema (1) conteniendo el fármaco (2)
lleva un internalizador (3) que va protegido durante la biodistribución por cadenas de

polímeros protector (4), unidas al liposoma por uniones pH lábiles (5).



39 ºC, temperatura existente en masas tumorales o bien se puede proceder a un
calentamiento externo, con lo que se modifica la estructura de la bicapa lipídi-
ca y tiene lugar la liberación del principio activo. Ello da lugar a que la canti-
dad de citostático liberado en el tumor es mucho más elevada, tal como se pue-
de apreciar en la Figura 8.17.

Como componentes de éste tipo de liposomas se ha propuesto recientemente
la incorporación de lisofosfolípidos en fase gel. Un ejemplo de la utilización clí-
nica de liposomas termosensibles es el siguiente:

• Temperature-sensitive liposomal doxorubicin and hyperthermia in treating
women with locally recurrent breast cancer (Fase I).
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FIGURA 8.15. Representación esquemática de un nanogel virus mimético.

FIGURA 8.16. El nanogel virus mimético actua selectivamente sobre células tumorales, 
las destruye y emigra hacia otras células vecinas.



Los pacientes recibieron doxorubicina liposomal (ThermoDox®) en perfu-
sión i. v. durante 30 minutos seguida de una hipertermia en la axila o zona la-
teral del pecho durante 1-2 horas repitiéndose el tratamiento cada 21-35 días y
al menos durante 6 ciclos.

Son tambien interesantes los ensayos clínicos realizados con ThermoDox
en carcinoma hepatocelular en los que, con mayor frecuencia, se utiliza la abla-
ción por radiofrecuencia. Esta técnica puede ser asociada a la utilización de Ther-
moDox ya que a la ablación se une la liberación de una importante cantidad de
doxorubicina que actua sobre las células tumorales de la periferia del tumor en
las que no se alcanza una temperatura suficiente para producir la ablación. Los
ensayos clínicos recogidos por ClinicalTrials.gov son los siguientes:

• Heat activated liposomal doxorubicin and radiofrequency ablation in tre-
ating patients with primary or metastatic liver tumors.

• Phase 3 study of ThermoDox with radiofrequency ablation (RFA) in tre-
atment of hepatocellular carcinoma (HCC).

• A study of ThermoDox in combination with radiofrequency ablation
(RFA) in primary and metastatic tumors of the liver.

La hidrosolubilidad de los polímeros termosensibles, que se emplean para
preparar sistemas inteligentes, los mantienen hidratados y con las interacciones
intra e interpoliméricas minimizadas por debajo de su Temperatura Crítica de
Disolución (LCST). Cuando se supera este valor crítico, los puentes de hidró-
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FIGURA 8.17. Porcentajes de doxorubicina liberada in vitro a 39-42 ºC a partir de Doxil®

y ThermoDox®.



geno polímero-agua se destruyen, se intensifican las interacciones hidrofóbicas
entre las cadenas y el agua se expulsa del entramado polimérico. La LCST de
un polímero se puede incrementar o reducir introduciendo en su estructura gru-
pos hidrofílicos o hidrofóbicos. Para obtener micelas poliméricas sensibles a
cambios de temperatura se utilizan copolímeros anfifílicos con poli (N-isoropi-
lacrilamida) (PNIPA) o uno de sus derivados formando parte de los segmentos
hidrofílicos o hidrofóbicos. En el primer caso, la formación de la corona solo
se produce a temperaturas inferiores a la LCST; por encima de este valor, las
micelas se rompen y el fármaco se libera (Figura 8.18).

Un ejemplo de estos sistemas está constituido por un copolímero conte-
niendo bloques de poliláctico y de PNIPA copolimerizado con dimetilacrilami-
da que presenta una LCST próxima a 40 ºC. Las micelas de este copolímero
cargadas con doxirubicina ceden muy lentamente el fármaco a 37 ºC, pero la li-
beran con rapidez a 40 ºC.

La sobreexpresión de ciertos sistemas enzimáticos en tejidos tumorales tam-
bién ha sido objeto de investigación con la finalidad de conseguir una vectori-
zación vía estímulo externo como por ejemplo la fosfolipasa A2 o proteasas
como metaloproteasas. La inclusión de cadenas de PEG permite que los lipo-
somas o nanopartículas lipídicas presenten una larga permanencia en la circu-
lación sanguínea pero disminuyen la interacción con las membranas celulares lo
cual representa un importante problema para aquellas formulaciones que con-
tienen fármacos que deben actuar en el interior de la célula. Para resolver este
dilema se ha propuesto recientemente que entre las cadenas lipídicas y de PEG
se sitúe un espaciador constituido por un péptido cuya unión se rompe por la
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FIGURA 8.18. Transición de fases que experimenta la poli (N-isopropilacrilamida) en torno 
a la temperatura crítica de disolución (LCST).



acción de metaloproteasas existentes en el fluido extracelular de numerosos tu-
mores (Figura 8.19).

Dentro de este apartado de sistemas que responden a estímulos externos po-
demos señalar las nanopartículas magnéticas de magnetita (Fe304) en un medio
acuoso que contiene agentes tensoativos para impedir la agregación de las na-
nopartículas. Estos sistemas se conocen actualmente como ferrofluidos y entre
sus aplicaciones biomédicas destacan como agentes de contraste y más recien-
temente en el tratamiento del cáncer por hipertermia. Desde hace años están co-
mercializadas nanopartículas de ferritas recubiertas de dextrano que se emple-
an como agentes de contraste de RMN en la detección de tumores hepáticos.
Partículas de unos 50 nm se utilizan en angiografias y en linfografias de RMN
para la detección de metástasis (Sinerem®) así como en la mejora de imágenes
de RMN en tumores intracraneales.

La hipertermia inducida al someter nanopartículas superparamagnésticas a
la acción de un campo magnético rápidamente alternante, como método que pro-
duce la muerte de células tumorales, se conoce desde hace varios años si bien
ha sido en los dos últimos años cuando se ha vislumbrado la posibilidad de uti-
lización en humanos. En Mayo de 2007 el Dr. Johannnsen ha publicado en el
International Journal of Hyperthermia los resultados obtenidos en 10 pacientes
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FIGURA 8.19. Esquema de un lipoplex que posee un péptido espaciador entre el nanosistema y
las cadenas de PEG. Por la acción de las metaloproteasas, existentes en el espacio

extracelular, se desprenden las cadenas poliméricas de PEG.



con cáncer de próstata localmente recurrente a los que inyecta nanopartículas
magnéticas directamente en el tumor usando imágenes fluoroscópicas y de ul-
trasonidos. Sobre estas partículas se aplica un campo magnético que permite al-
canzar temperaturas de 55 ºC produciéndose la muerte de las células tumorales.
El tratamiento dura 1 hora y se repite semanalmente durante 6 semanas. La fir-
ma alemana MagForce Nanotechnologies GmbH, que ha desarrollado el ferro-
fluido uilizado en este ensayo, piensa que en unos cinco años dispondrá de na-
nopartículas magnéticas que contendrán anticuerpos monoclonales u hormonas
que permitirán una orientación hacia las células tumorales.

Como resumen de lo expuesto podemos decir que la actual nanotecnología
farmacéutica tiende a la utilización de sistemas multifuncionales para la cual,
en su superficie se insertan ligandos de muy diferente naturaleza que permitan
no solo una estabilización del sistema en los fluidos biológicos sino también una
orientación selectiva hacia determinados órganos y tejidos, que faciliten el paso
a través de la membranas celulares y que puedan ser utilizados también como
sistemas de diagnóstico por imagen. Esta evolución de los nanosistemas es la
que, de forma gráfica se recoge en la Figura 8.20.

TERAPÉUTICA INTRACELULAR

Muchos fármacos, y particularmente los antineoplásicos, tienen sus dianas
en el interior de las células tumorales por lo que la liberación intracelular se
convierte en la clave para una eficiente respuesta terapéutica y además abre el
camino para el desarrollo de la Terapia Génica ya que, como dice Vermer, «solo
hay tres problemas en terapia génica: liberación, liberación y liberación». Una
condición importante para conseguir una efectiva liberación de un fármaco, que
tenga su diana en el interior de la célula, es que el sistema que lo transporta lo
proteja durante su permanencia en el endolisosoma y que rápidamente lo aban-
done. Un cierto número de vectores han sido explorados para una liberación es-
pecífica intracelular y aunque su eficiencia de liberación sea alta son incapaces
de mantener niveles terapéuticos por largo tiempo. Por ello el centro de aten-
ción actual es la obtención de sistemas que no solo protejan al fármaco de su
degradación sino que, una vez que se encuentran en el citosol permitan una li-
beración controlada durante un largo tiempo.

Desde el año 1992, en que comenzaron a utilizarse liposomas catiónicos
como vehículos portadores de plásmidos y ADN, los lipoplex constituyen los
sistemas no víricos mas empleados en terapia génica ya que tiene lugar una
interacción electrostática con el ADN, produciendo su condensación e inter-
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nalización fundamentalmente por endocitosis. Estos liposomas se preparan a
partir de mezclas de lípidos catiónicos y zwiterion. Los lípidos catiónicos es-
tan constituidos por estructuras anfifílicas con restos apolar formados por dos
cadenas de ácidos grasos y una cabeza polar catiónica que es la que marca
la diferencia entre ellos siendo las aminas cuaternarias y poliaminas como es-
permina, espermidina, etc., los grupos funcionales más utilizados. Actual-
mente se encuentran comercializados mas de una veintena de lípidos catió-
nicos siendo los de mayor uti l ización la mezcla a partes iguales
dioleiloxipropil trimetilamonio (DOTMA) y dioleilfosfatidiletanolamina
(DOPE) que se conoce con el nombre de Lipofectina; el dioctadecildiamido-
decilespermina (DOGS) con el nombre de Transfectan y el 2,2 dioleoxi N-
(2(espermincarboxiamido)etil) -N-N demitil 1 propanamino (DOSPA) con el
nombre de lipofectamina.

Diversos estudios han demostrado la citotoxicidad de los liposomas catió-
nicos debido a su fuerte carga catiónica, si bien esta citotoxicidad se disminu-
ye a medida que el lipoplex se compleja con el ADN. Para obviar estos incon-
venientes se ha pensado en substituirlos por liposomas aniónicos a base de 1,2
dimiristoil-sn-glicero 3- (fosfo-rac-1 glicerol) (DMPG) y DOPE a cuya mezcla
es posible la incorporación de ADN complejado con ión calcio. Esta situación
ha determinado que los liposomas aniónicos sean hoy considerados útiles para
la transferencia de ADN en líneas celulares en las que los liposomas catiónicos
han mostrado su citotoxicidad.

La protamina, un péptido rico en arginina puede ser empleado antes de la
encapsulación por el lipoplex incrementándose la capacidad de transfección adi-
cionandose tambien el lípido DOPE como lípido facilitador. Este sistema ha sido
empleado para la liberación de los genes supresores de tumores Rb o E1A; por
otra parte la inclusión de péptidos tales como la subunidad influenza HA-2 me-
joran la capacidad de transfección.
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FIGURA 8.20. Esquema de la evolución tecnológica de los nanosistemas monofuncionales 
a nanosistemas multifuncionales.



Los polímeros catióncos también se emplean para formar complejos con
ADN, conocidos con los nombres de poliplexes, de los que son particularmen-
te interesantes los complejos con polietilenimina ya que este polímero presenta
una especial capacidad de protección lisosomal del ADN por el llamado «efec-
to esponja de protones» ya que, al ir acidificándose los endolisosomas, la ca-
pacidad neutralizante de la polietilenimina provoca la entrada de agua por un
efecto osmótico produciendose la rotura de la membrana endolisosomal y la li-
beración del fármaco al citosol.

Son muy numerosos los trabajos dedicados estudiar la influencia sobre efi-
cacia/citotoxicidad/biodistribución de los poliplexes modificando el peso mole-
cular, fuerza iónica de la solución, potencial zeta, tamaño de partícula y grado
de ramificación habiendose encontrado que son el peso molecular (cuanto más
bajo menor toxicidad) y el grado de ramificación (las ramificadas poseen me-
nor citotoxicidad) los factores que más influyen en la eficacia/toxicidad mien-
tras que la utilización de derivados de polietilenimina con PEG permite una ma-
yor permanencia del nanosistema en la circulación sanguínea.

La capacidad de trasnfección que presenta la polietilenimina puede incre-
mentarse mediante la introducción de ligandos como anticuerpos monoclonales
(por ejemplo el B4G7), ácido fólico o transferrina. Particularmente interesante
es la capacidad de transfección que presenta el sistema polietilenimina-PEG-
transferrina no solo como sistema de liberación sino tambien para la producción
de interleukina 2.

Para cumplir con una buena internalización y un adecuado tráfico intrace-
lular se han propuesto diversos vectores constituidos por un pequeño grupo de
polímeros que han sido administrados a humanos y clínicamente validados como
no tóxicos. Entre ellos se pueden citar:

• Poliláctico-poliglicólico

Constituyen un grupo de polímeros biodegradables y biocompatibles que
han sido aprobados por la FDA para su utilización en forma de nanopartículas.
Estos nanosistemas son obtenidos generalmente por un proceso de doble emul-
sificación w/o/w y evaporación del solvente empleando el alcohol polivinílico
(PVA) como emulsificante.

Se ha demostrado que la internalización de estas nanopartículas es concen-
tración y tiempo dependiente y tiene lugar parte por pinocitosis de fase fluida
y parte a través de los hoyos de clatrina. El tamaño de partícula juega un papel
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fundamental ya que, con la misma composición, las nanopartículas < 100 nm
muestran una transfección 27 veces mayor que las de tamaño > 100 nm. Son
también de gran importancia factores como carga superficial, hidrofilia del po-
límero y proporción de PVA en el sistema. Una vez formado el endolisosoma
se produce una protonización, por el pH ácido del medio, y modificación de la
carga superficial de la nanopartícula lo que da lugar a la rotura de la membra-
na endolisosomal; por otra parte también se ha demostrado que una significati-
va fracción sufre un proceso de exocitosis el cual depende la proporción de al-
cohol polivinílico (la exocitosis es menor cuando es baja la proporción de PVA),
de su peso molecular y del grado de hidroxilación.

• Poloxamer

Son bien conocidas las interacciones que se pueden producir entre nume-
rosos principios activos y los grupos carboxilo terminales de los polímeros po-
liláctico-glicólico así como el mayor número que se producen durante su pro-
ceso hidrolítico y que conducen a la formación de oligómeros y monómeros
ácidos. Diversos autores han señalado que la encapsulación con excipientes pro-
tectores puede constituir una alternativa para disminuir la interacción entre fár-
maco y polímero así como neutralizar la acidificación del medio que tiene lu-
gar durante su degradación. Entre las diversas alternativas destacan la inclusión
de copolímeros bloque a base polioxietileno y polioxipropileno ya que aumen-
tan de forma significativa la estabilidad y la eficiencia de encapsulación de di-
ferentes proteínas.

En la Figura 8.21 se muestra que el plásmido ADN pEGFP (que codifica la
proteína fluorescente verde), cuando se incluye en nanopartículas de polilácti-
co-glicólico:poloxamer L 121 en proporción 50:50, se encuentra en las dos for-
mas biológicamente activas: superhelicoidal (aproximadamente en un 60%) y
circular abierta (aproximadamente en un 40%). Durante el proceso de liberación
de dos semanas se siguen observando las dos formas si bien se produce una con-
versión de la forma superhelicoidal a circular abierta. Este hecho demuestra que
los compolímeros bloque mencionados previenen cambios estructurales del plás-
mido encapsulado mientras que si se producen cuando se utilizan nanopartícu-
la de poliláctco-glicólico.

Los poloxamer y poloxaminas han demostrado la capacidad de interaccio-
nar con varias moléculas efectoras y activar la expresión de genes que son cru-
ciales para inhibir el desarrollo del sistema conocido como resistencia múltiple
a fármacos (MDR), que se desarrolla rápidamente en ciertos tipos de células tu-
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morales, y puede considerarse como una modificación del fenotipo provocado
por fármacos. En los tumores con fenotipo MDR sobreexpresado aparecen trans-
portadores como la glicoproteína P (MDR1), resistencia múliple a fármacos aso-
ciada a proteínas (MPR) y proteína de resistencia al cáncer de mama (BCRP)
que pertenecen a una superfamilia de casette de proteínas de unión a ATP las
cuales dan lugar a bombas que transportan el fármaco al exterior de la célula
reduciendose la citotoxicidad. Al mismo tiempo el sistema de detoxificación glu-
tation/glutation S-transferasa está activado y finalmente el fármaco también es
englobado en vesículas endoplasmáticas que participan en su salida al exterior.

Tal como se muestra en la Figura 8.22 el empleo de los poloxamer inhibe
la glicoproteína P y aumenta de forma importante la citoxicidad de muchos an-
tineoplásicos en células tumorales con elevada actividad MDR. Este efecto es
múltiple ya que por una parte se disminuye la actividad de la glicoproteína ATP-
asa, tiene lugar una depleción intracelular de ATP así como una inhibición del
sistema glutation-glutation S-transferasa y la formación de vesículas endoplas-
máticas.

Las dos dianas de actuación de los poloxamer son la membrana celular, en
la que se localiza la glicoproteína P, y la membrana de la mitocondria en la que
afecta a los transportadores de flujo del fármaco y cadena respiratoria. La ca-
pacidad de inhibir el sistema glicoproteína P-ATPasa de los poloxamer aumen-
ta al incrementarse la longitud hidrofóbica de polioxipropileno de tal forma que
la mayor actividad de estos copolímeros se presenta en aquellos que poseen una
longitud intermedia de la cadena de polioxipropileno y una relativamente corta
cadena de polioxietileno.

En cuanto a la cadena respiratoria ésta se ve fuertemente inhibida por
los poloxamer en células MDR en comparación con células no MDR lo cual
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FIGURA 8.21. Análisis estructural del plásmido ADN pEGFP liberado a diferentes tiempos 
a partir de nanopartículas PLGA: Pluronic L 121.



parece que está relacionado con el hecho de que las primeras utilizan los
ácidos grasos como fuente de energía en lugar de glucosa. La selectividad
que muestran los poloxamer sobre las células con fenotipo MRD1 sobre-
expresado es único y constituye un buen ejemplo de cómo el MDR1 es un
buen marcador farmacogenómico para determinar la efectividad de formu-
laciones poloxamer-fármaco; además ello ha reforzado los ensayos clínicos
de formulaciones de doxorubicina-poloxamer en cáncer de esófago (formu-
lación comentada anteriormente) y otros que muestran una alta sobreex-
presión de MDR1 y en los que frecuentemente se presentan rápidas resis-
tencias.

Aunque las formulaciones de medicamentos incorporados a polímeros
son empleadas para mejorar la liberación del principio activo sin embargo
existen cada vez mas evidencias que los polímeros pueden también modifi-
car señales de transducción intracelular e incrementar la eficacia terapéutica
del principio activo. Ejemplo de ello son antineoplásicos fijados a polímeros
o bien éstos incluidos en micelas poliméricas o nanopartículas; así la doxo-
rubicina fijada al poloxamer Pluronic P 85 incrementa su actividad debido a
que el polímero incrementa la expresión de genes proapoptóticos BAX, P53,
APAF1, caspasa 9 y 3 mientras que la defensa celular antiapoptótica BCL2
está disminuida.
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FIGURA 8.22. Mecanismos de actuación de los poloxamer sobre las células tumorales 
con fenotipo MDR1 sobrexpresado.



• Polietilenglicoles

La camptotecina fijada sobre polietilenglicoles incrementa su efecto citotó-
xico al estar considerablemente incrementadas las expresiones de los genes ac-
tivadores de caspasas SMAC y APAF1 así como las caspasas 9 y 3; en este caso
también se encuentran sobreexpresados los genes ligados a la defensa celular
BCL2 y BCL-XL pero esta inducción se desarrolla más lentamente por lo que
el resultado final es un incremento de la muerte celular. Igualmente micelas po-
liméricas de polietilenglicol-ácido poliglutámico conteniendo cisplatino mues-
tran una actividad diferente sobre los genes que regulan el ciclo celular, apop-
tosis, detoxificación y reparación de ADN; concretamente las micelas
poliméricas muestran una disminución en la expresión de los genes que codifi-
can integrinas y metaloproteasas mientras que estos genes se encuentran sobre-
expresados cuando se administra solo cisplatino. Este hecho tiene interés ya que
las mencionadas micelas pueden reducir la invasión tumoral, metástasis y an-
giogénesis proporcionando beneficios terapéuticos adicionales.

La firma Enzon Pharmaceuticals ha realizado ensayos preclínicos con un me-
tabolito activo de la camptotecina (SN38, Pegamotecan) unido a un PEG de cua-
tro ramas de 40 kD obteniéndose el conjugado EZN 2208 (Figura 8.23) con el que
se están realizando los siguientes ensayos clínicos fase I (ClinicalTrials.gov):

• A phase I, study to evaluate the safety and tolerability of intravenous EZN-
2208 in patients with advanced solid tumors or lymphoma (EZN-2208-01).

• A pase I study to evaluate the safety and tolerability of intravenous EZN-
2208 in patients with advanced solid tumors or lymphoma (EZN-2208-02).
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FIGURA 8.23. Estructura del conjugado EZN 2208 (Pegamotecan).



• Efacy of Pegamotecan (PEG-camptothecin) in localizad or metastatic can-
cer of stomach or gastroesophageal junction (terminado).

• A phase II study of pegylated-camptothecin (pegamotecan) in the treat-
ment of locally advanced and metastatic gastric and gastro-esophageal
junction adenocarcinoma: Scott L.C. (2009): Cancer Chemtother. Phar-
macol: 63 (2); 363 2 370.

• Copolímero ácido maleico-estireno

La neocarzinostatina es una pequeña proteína de 12 kD asociada con un
cromóforo de bajo peso molecular. La proteína es rápidamente eliminada por
vía renal y su citotoxicidad no es específica. Para subsanar esta desfavorable
disposición se une al copolímero maleico-estireno (SMANCS), con lo que se
logra una eliminación lenta, disuelto en el contraste lipídico Lipiodol y admi-
nistrado por la arteria femoral para acceder al tumor vía arteria hepática ha mos-
trado satisfactorios resultados en el tratamiento de carcinoma hepatocelular con
una clara reducción del tamaño del tumor (95% de los casos). Se encuentra co-
mercializado con el nombre de Zinostatin Stimalamer®.

• Hidroxipropilmetacrilamida

Constituyen un grupo de polímeros, no tóxicos y no inmunogénicos, que se
emplean para unirles covalentemente con determinados principios activos fun-
damentalmentalmente antineoplásicos. Entre ellos tal vez el más ampliamente
estudiado es el PK1 que lleva el polímero, de peso molecular determinado, uni-
do a doxorubicina a través de un enlace tetrapéptido (glic-Fen-Leu-Glic) el cual
es estable en plasma pero roto intracelularmente por medio de proteasas tiol-de-
pendientes lisosomales, particularmente catepsinas. A este conjugado se le ha
incorporado galactosamina que se une al receptor asialoglicoproteína hepática,
obteniéndose una estructura como la recogida en la Figura 8.24.

Actualmente se encuentra en Fase II el estudio clínco siguiente:

• Doxorubicin in treating women with advanced breast cancer.

Los datos de ensayos clínicos realizados con este conjugado, en pacientes
con cancer hepático primario o metastático, muestran que la dosis recomenda-
da es de 120 mg/m2 de doxorubicina (frente a los 70 mg/m2 utilizados cuando
se utiliza solo doxorubicina), administrada durante una perfusión de 1 h, cada
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3 semanas y un máximo de 6 ciclos. Por otra parte los análisis de doxorubici-
na intracelular muestran una concentración entre 15-50 veces mayor.

Otro conjugado (AP 5280) que está siendo evaluado clínicamente contiene
oxaliplatino unido a hidroxipropilmetacrilamida por medio de un tetrapéptido
(glicina-fenilalanina-leucina-glicina) cuyo –COOH de la glicina terminal se une
a un ácido aminomalónico quelante que se une al complejo de platino (Figura
8.25). Este conjugado es inactivo en plasma pero se concentra en el fluido ex-
travascular tumoral por un efecto EPR y posteriormente se activa por proteasas
extra o intracelulares.

• Rademaker-Lakhai y col.: (2004): A phase I and pharmacological study of the
platinum polymer AP5280 given as a intravenous infusion once every 3 we-
eks in patients with solid tumors: Clinical Cancer Res.: 10 (10); 3386-33925.

Otro derivado es el denominado AP 5436 (ProLindac) que posee como li-
gando, entre la hidroxipropilacrilamida y el oxaliplatino, una cadena de tres res-
tos de glicina. Se encuentra en estudio clínico en Fase II:

• AP5436 or oxaliplatin in treating patients with metastatic and/or unre-
sectable recurrent head and neck cancer.
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FIGURA 8.24. Estructura del conjugado hidroxipropilmetacrilamida con galactosamina 
y doxorubicina.



• AP5436, a pH-dependent polymer vectorized DACH, is safe at pharma-
codynamically active doses: results from an ongoing Phase II trial in po-
tentially platinum-sensitive ovarian cancer (OC) patients.

Según los ensayos clínicos mencionados el compuesto se administra en per-
fusión i.v. durante una hora a dosis de 640 mg/m2 de platino cada tres semanas
y descanso de una semana.

Como se ha mencionado anteriormente la inhibición de la angiogénesis cons-
tituye uno de los puntos clave en el tratamiento de los tumores sólidos siendo bue-
na prueba de ello que existan actualmente más de 30 inhibidores de la angiogéne-
sis entre los cuales destaca el TNP 470 que es un análogo sintético de la fumagilina
el cual, en fases preclícicas, ha demostrado poseer actividad antitumoral solo o aso-
ciado a terapia convencional pero en ensayos en humanos ha mostrado neurotoxi-
cidad a las dosis necesarias para obtener respuesta antitumoral. Esta toxicidad se
ve notablemente disminuida cuando el TNP 470 se une a una hidroxipropilacrila-
mida a través de un tetrapéptido de glicina-fenilalanina-leucina-glicina con una
unión etilendiamina (Figura 8.26), ya que no se obtienen elevados niveles plas-
máticos del principio activo, se impide su acceso al fluido cerebroespinal, se au-
menta su semivida y se acumula en tejidos con neovascularización en donde se li-
bera el pincipio activo que actua como potente inhibidor de la angiogénesis.

• Poliglutamatos

Constituyen un reciente grupo de polímeros patentados por Cell Therapeu-
tics (Polyglumex). Uno de estos polímeros ha sido unido al paclitaxel (Xyotax®)
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FIGURA 8.25. Estructura química del conjugado AP 5280.



(Figura 8.27). Basándose en los resultados de estudios clínicos, realizados so-
bre mas de 1.200 pacientes con cáncer de pulmón no microcítico, se encuentra
que los niveles plasmáticos de paclitaxel son 100 veces más bajos cuando se
utiliza Xyotax que cuando se emplea el citostático actualmente comercializado;
este único perfil puede ser el responsable de que no se produzca una pérdida de
pelo y de la baja incidencia de la neutropenia severa que se observa en los es-
tudios clínicos. Al mismo tiempo se encuentra un significativo incremento de la
supervivencia y que ésta es mayor en mujeres lo cual parece deberse a la co-
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FIGURA 8.26. Estructura del conjugado TNP 470- HPMA.

FIGURA 8.27. Estructura química del conjugado poliglutámico-paclitaxel (Xyotax®).



rrelación existente entre niveles plasmáticos de estrógenos y un aumento de la
expresión de catepsina B.

Xyotax® se dispone en viales de 20 ml con 250 mg de paclitaxel; el conte-
nido del vial se disuelve en 10 ml de suero glucosado y la dosis necesaria se
diluye hasta un volumen adecuado con suero glucosado que se administra en
perfusión durante 30 minutos. La dosis para pacientes con cáncer de pulmón no
microcítico es de 250 mg/m2 cada tres semanas.

Según el NIH de Estados Unidos se encuentran 20 ensayos clínicos de Xyo-
tax en diversas fases II o III bien en terapia única, asociado a otros citostáticos
como capecitabina, carboplatino, estradiol, o en combinación con radioterapia.

Otro fármaco que se encuentra actualmente en fase I/II de ensayo clínico
es la camptoteciona cuya escasa solubilidad y efectos tóxicos limitan seriamen-
te su utilización. Cuando este antineoplásico se une a un poliglutamato se ob-
tiene un producto soluble (CT 2106) que unido a 5 fluoruracilo y ácido folíni-
co se ha utilizado en pacientes con cáncer de colon y en forma aislada en cáncer
de ovario. Los resultados preliminares muestran que el producto es bien tolera-
do, no se presentan las severas diarreas, cálculos renales y hematuria que se pre-
senta cuando se utiliza camptotecina. Los estudios clínicos disponibles en el tra-
tamiento del cáncer son los siguientes:

• CT-2106 for the second line treatment of ovarian cancer (Clinical-
Trials.gov).

• Phase I/II CT 2106 and 5-FU/FA in colorectal cancer (ClinicalTrials.gov).

• Polyglutamate camptothecin in treating patients with advanced cancer
(ClinicalTrials.gov).

• Homsi J y col.: (2007)Phase I trial of poly-L-glutamate-camptothecin (CT
2106) administered weekly in patients with advanced solid malignancies:
Clin. Cancer Res.: 13 (19); 5855-5861.

CT 2106 se administra en perfusión de 10 minutos los días 1,8 y 15 de cada
28 días a la dosis máxima tolerable de 25 mg/m2.

La compañía Insert Therapeutics utiliza ciclodextrinas lineales hidrosolu-
bles unidas a polímeros (Cyclosert®) que pueden ser neutrras, o con carga po-
sitiva o negativa y con las que se pueden englobar moléculas sencillas, oligo-
nucleótidos o plásmidos.

Esta firma ha sintetizado un conjugado de camptotecina (IT 101) unida, a
través de una glicina con una betaciclodextrina y PEG (Figura 8.28) con lo que
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se consigue un incremento de más de mil veces la hidrosolubilidad de la camp-
totecina. El conjugado es inactivo en plasma pero en el espacio extravascular
tumoral se libera por hidrólisis el antineoplásico.

Se ha iniciado un ensayo clínico Fase I en el que IT 101 se inyecta los días
1, 8 y 15, seguido de una semana de descanso.

• Study of IT-101 in the treatment of advanced solid tumors (Clinical-
Trials.gov).

• Efficacy study of maintenance IT-101 therapy for ovarian cancer patients
(ClinicalTrials.gov).

Durante los últimos años se ha podido ir descifrando los nucleótidos del
ADN en células humanas y ello está permitiendo la posibilidad de intervenir en
este código genético ya sea reemplazando un gen anómalo por uno normal o in-
hibiendo la expresión de otro gen anómalo.

Dentro de este excitante panorama destacan los avances logrados en esta
última posibilidad mediante la estrategia denominada antisentido; si se conoce
la secuencia de nucleótidos de un determinado gen anómalo se puede fabricar
su contrapartida complementaria y, si se consigue que alcance el núcleo celular,
se va a unir a la secuencia respectiva del m-ARN con lo que se detiene la trans-
cripción o traducción en la secuencia de aminoácidos que constituyen una de-
terminada proteína (Figura 8.29).
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Cada gen contiene muchos nucléotidos pero no es necesario obtener la con-
trapartida total ya que basta solo una pequeña porción que se va a unir a una pe-
queña parte del m-ARN para bloquearlo y que no pueda transmitir la información.

Los oligonucleótidos muestran una gran inestabilidad ya que en sangre exis-
ten nucleasas que rápidamente los degradan e inactivan por lo que éste ha sido
el primer problema que se ha tenido que resolver para lo cual se reemplaza la
unión fosfato por una de fosfotionato lo que proporciona mayor estabilidad.

Mayores son los problemas referentes a la entrada del oligonucleótido al in-
terior de la célula, su liberación del endosoma y entrada al núcleo. Es precisa-
mente en estos procesos en donde la nanotecnología ha desplegado el enorme
potencial que encierra al permitir la construcción de nanosistemas como lipo-
somas, nanopartículas y principalmente nanogeles de polietilenimina que han
permitido que se mantengan estables y que puedan desarrollar su acción diver-
sos oligonucleótidos sobre determinados cultivos de células cancerosas o en mo-
delos de cáncer en ratas. Para incrementar la eficacia de estos portadores se uti-
lizan ligandos específicos como por ejemplo para hepatocitos puede ser la
galactosa que tiene afinidad para asialoglicoproteinas o lactosa para galactolí-
pidos. Igualmente es muy interesante la modificación de la polietilenimina con
b2ciclodextrinas.

El oblimersen sódico (Genasense®) es un oligonucleótido antisentido for-
mado por 18 bases, con enlace fosfotionato, que uniéndose a su secuencia com-
plementaria de m-ARN éste se destruye enzimáticamente y bloquea la produc-
ción de la proteína Bcl-2 que juega un importante papel en la apoptosis de células
tumorales de tal forma que su bloqueo las hace más sensibles a otros tratamientos
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con citostáticos clásicos. Se presenta en forma de una solución salina isotónica
estéril de 10 ml que contiene 300 mg de oblimersan sódico. La utilización del
oblimersan se hace por perfusión a la dosis de 5 mg/Kg/día durante cinco días,
ciclo que se repite cada tres semanas. Tiene aprobadas las indicaciones para su
empleo en leucemia linfocítica crónica y melanoma avanzado. En marzo de 2008
el oblimersan figura en 43 ensayos clínicos en diversos tipos de cáncer, mayo-
ritariamente asociado a otros citostáticos.

Dentro de los diversos oligonucleotidos antisentido que se estan utilizado
en ensayos clínicos, generalmente en fases I o II, (EZN-2968; OGX-011; GTI-
2040; AEG-35156, etc.) destaca el llamado LErafAON-ETU que es un oligo-
nucleotido antisentido específico para la proteina Raf 1 y que se administra en
forma de liposomas por vía i.v. en perfusión bien de forma aislada o asociado
a otros citostáticos.

• Phase I study of an easy-to-use intravenous formulation of liposome en-
trapped c-Raf Antisense Oligonucleotide (LErafAON-ETU) administered
on a weekly schedule in patients with advanced cancer.

• Phase I study to determine the maximum tolerated dose of LErafAON in
combination with radiotherapy in patients with advanced malignancies
(ClinicalTrials.gov).

• Study to determine the maximum tolerated dose of LErafAON in patients
with advanced solid tumors.

Los llamados pequeños ácidos ribonucleicos de interferencia o siARN, des-
cubiertos por Fire y Mello en 1998 y objeto del Premio Nóbel de Medicina y
Fisiología de 2006, constituyen la herramienta más útil para silenciar la expre-
sión de un gen y sus aplicaciones terapéuticas han despertado un enorme inte-
rés en los últimos años. Estos compuestos son ácidos nucleicos de doble cade-
na con 21 a 23 nucleótidos capaces de ensamblarse intracelularmente con un
complejo multiproteico que posee una actividad que desune las dos cadenas de
moléculas ARN y otra que hidroliza la cadena homóloga de m-ARN objetivo.
Uno de estos siARN es el llamado siARN-027 que actúa frente al receptor 1 del
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) por lo que corta la activación
de la angiogénesis patológica iniciada por el factor de crecimiento.

Recientemente se ha desarrollado una formulación del mencionado siARN
el cual se derivatiza inicialmente con hexilamina y posteriormente se une co-
valentemente con succinimidil 3 (2 piridilditio) propionato (SPDP), utilizado
como agente de reticulación, y metoxipolietilenglicol (5000 Da) con grupo sul-
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fidrilo, formándose el complejo siARN-s-s-PEG cuyo carácter aniónico permi-
te la condensación con polietilenimina ramificada (PEI) (25.000 Da) para dar
lugar espontáneamente, en medio acuoso, a la formación de un complejo mice-
lar polielectrolítico (50-80 nm). Este complejo, con las cadenas de PEG al ex-
terior, se mantiene estable en plasma, pero intracelularmente se libera siARN
por la acción del glutation (Figura 8.30).

El estudio de la biodistribución se realizó con ratones a los que se les ha-
bía inyectado subcutáneamente células de carcinoma humano de próstata; tras
haber alcanzado el tumor un tamaño de 50 mm2 se administraron por vía i.v.
siARN, siARN-PEI y siARN-PEG-PEI. Las imágenes de fluorescencia de la
zona tumoral subcutánea (Figura 8.31) muestran una mayor acumulación cuan-
do se utiliza el complejo micelar.

Según los expertos deberán pasar al menos cinco años para que podamos
beneficiarnos de los primeros tratamientos basados en el siARN ya que todavía
deben soslayarse algunas dificultades como el desarrollo de formas farmacéuti-
cas de aplicación sistémica que aseguren el transporte y la liberación del agen-
te terapéutico en el lugar de acción. Existen varias compañías trabajando en las
aplicaciones terapéuticas de los siARN como Alnylam Therapeutics y Sirna The-
rapeutics y la firma holandesa Synvolux Therapeutics comercializa un vehícu-
lo (SAINT-RED) constituido por un tensoactivo catiónico (cloruro de 1 metil 4
(cis 9 dioleil) metilpiridinio) y DOPE al cual se incorporan los siARN.
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Recientemente se ha propuesto como vehículo unas nanopartículas (de 100 a
300 nm) cuyo núcleo esta constituido por fosfato cálcico (en forma de hidroxia-
patita), que fija el siARN y un polímero poliaspártico mientras que en la superfi-
cie se sitúan cadenas de PEG. El agente terapéutico es liberado de forma selecti-
va en el citoplasma celular debido a que la concentración de calcio en este
compartimento es 20.000 veces menor que en el fluido extracelular (Figura 8.32).

Igualmente se han descrito otros sistemas como por ejemplo liposomas ca-
tiónicos de DOTAP-DOPE, nanopartículas de gelatina catiónica, quitosano y del
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FIGURA 8.32. Inclusión de siARN en nanopartículas de fosfato cálcico.



copolímero polietilenimina-PEG. En todos estos casos los trabajos se han reali-
zado para poner de manifiesto la actividad de las moléculas de siARN tanto in
vitro como en animales de experimentación pero no se han iniciado ensayos clí-
nicos con estos polímeros.

En septiembre de 2007 se ha publicado en la revista Proc. Nat. Acad. Sci.
un trabajo en el que se hace un estudio de la biodistribución y captación de na-
nopartículas de unos 50 nm conteniendo siARN y transferrina. El impacto de
este trabajo ha llevado a que la empresa Calando Pharmaceuticals anunciase en
octubre del mismo año que inciaba un ensayo clínico en Fase I (CALAA01) uti-
lizando su tecnología (Figura 8.33) consistente en nanopartículas de una ciclo-
dextrina polímérica cationica la cual fija el siARN y adamantano; este último
fija cadenas de PEG que sirven para estabilizar las nanopartículas y para intro-
ducir ligandos como la transferrina. Actualmente se encuentra en fase clínica I
el siguiente ensayo:

• Safety study of CALAA-01 to treat solid tumor cancers (Clinical-
Trials.gov).

El desarrollo de la terapia génica ha abierto las puertas para la utilización
de material genético (ADN o ARN) en el tratamiento del cáncer bien porque el
material genético es conducido específicamente a las células tumorales o el vec-
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tor transporta el material a diversos tipos de células pero está sujeto al control
de elementos promotores o amplificadores que dan lugar a que solo actúe sobre
las células diana.

Entre los plásmidos incluidos en vectores no víricos destaca la Allovectin-
7® que contiene la secuencia de ADN que codifica la cadena pesada HLA-B7 y
α2 microglobulina que juntos constituyen el antígeno MHC-I. El plásmido se
compleja con dos lípidos catiónicos: 1,2 dimiristoiloxipropil-3-dimetilhidroxi-
etil amonio bromuro (DMRIE) y dioleilfosfatidiletanolamina (DOPE) y se in-
yecta bien intratumoral o intralesional. Los ensayos clínicos realizados con éste
plásmido son los siguientes:

• A phase 3 pivotal trial comparing Allovectin-7® alone vs chemotherapy
alone in patients with stage 3 or stage 4 melanoma

• Phase II trial of Allovectin-7® for metastatic melanoma.

• Phase II trial of Allovectin-7® for head and neck cancer.

• Chemotherapy with or without immunotherapy in treating patients with
stage III or stage IV melanoma.

• Gene Therapy in treating patients with stage III or stage IV melanoma.

El fármaco está constituido por dos viales: uno contiene 0,4 mg de plásmi-
do en 400 µL de suero Ringer Lactado y el otro contiene un liofilizado con 77
µg de DMRIE y 90 µg de DOPE. Este vial se reconstituye, con agitación, 
con 400 mL de suero Ringer Lactado que se adicionan al vial conteniendo el
plásmido.

Los vehículos que hemos considerado hasta el momento constituyen los de-
nominados vectores no víricos pero la inmensa mayoría (más del 80%) de los
ensayos clínicos que se están realizando en terapia génica utilizan virus genéti-
camente modificados como vectores de material genético debido a su elevada
eficiencia en la incorporación del material genético a la célula diana y la pos-
terior producción de la proteína deseada.

La compañia china de biotecnología Sibiono ha comercializado en el año
2004 la especialidad farmacéutica Gendicine que está constituida por el gen su-
presor tumoral p 53 (llamado guardián del genoma celular por las múltiples fun-
ciones que desarrolla) incluido en un adenovirus serotipo 5 recombinante que
ha sido modificado genéticamente para que no pueda reproducirse a sí mismo.

Desde que en 1993 se comenzó a conocer el papel que juega el gen p53 se
han multiplicado las investigaciones con la intención final de encontrar las ade-
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cuadas aplicaciones terapéuticas. Actualmente se sabe que el gen p53 activa a otros
6 genes diferentes y a uno de ellos con gran intensidad produciendo la llamada
proteína matadora/dr5 la cual hace que se desencadene una cascada de enzimas
cuya actuación provoca que las células cancerosas se destruyan o se suiciden.

Esta especialidad farmacéutica constituye la primera en ser aprobada por una
agencia sanitaria con la indicación de tratamiento del carcinoma nasofaríngeo en
combinación con radioterapia. Aunque ésta es la indicación aprobada, sin embargo
se están realizando diversos ensayos clínicos en 20 tipos de cáncer como pulmón,
hígado, mama, etc., bien en forma aislada o asociada a radioterapia, quimioterapia
o cirugía y que han sido objeto de diversas publicaciones durante el año 2007.

La compañía Introgen Therapeutics está realizando ensayos clínicos en Fase
III con Advexin® que es un adenovirus que expresa el gen p53; los ensayos más
avanzados se realizan en carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello así
como en el Síndrome de Li-Fraumeni, enfermedad hereditaria debida a una de-
ficiencia del tumor supresor p53 lo que da lugar a la aparición expontánea de
tumores ampliamente distribuidos; la revisión de los datos ha sido solicitada a
la EMEA en noviembre de 2007 para obtener la aprobación en ésta indicación.
Otros ensayos clínicos se están realizando en cáncer de mama (en asociación
con docetaxel y doxorubicina), pulmón y próstata.

La misma compañía está desarrollando, en fase preclínica, una formulación
de p53 incluida en nanopartículas con una cubierta de DOPE y colesterol (INGN
402) y otra conteniendo interleukina 24 (INGN 403).

De forma análoga la compañía Ark Therapeutics ha estudiado el fármaco
Cerepro®, para el tratamiento del glioma de alto grado, constituido por un ade-
novirus que transportaba un gen timidín kinasa procedente del virus herpes sim-
ple. El preparado, en forma de solución debe inyectarse en la cavidad cerebral
resultante de la intervención quirúrgica seguido, a los cinco días, de un trata-
miento con ganciclovir sódico. En julio de 2007 la compañía retiró la solicitud
de examen ante la EMEA pero en diciembre 2008 ha presentado nuevamente la
solicitud de autorización de comercialización.

En los últimos años se está prestando gran atención a la posibilidad de ob-
tener virus sintéticos con los que obtener sistemas que posean simultáneamen-
te las ventajas de los vectores virales y una mayor flexibilidad y ausencia de in-
munogenicidad, características de los vectores no virales.

Desde hace algunos años se vienen utilizando liposomas, denominados vi-
rosomas, que contienen proteínas virales en su membrana con objeto de mejo-
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rar la presentación de antígenos específicos a las células inmunes y en el mo-
mento actual ya están comercializadas diversas vacunas preparadas con ésta tec-
nología.

El recubrimiento de adenovirus con polímeros hidrofílicos como PEG o N-
2-hidroxipropilmetacrilamida impide que el virus interaccione con sus receptores,
neutralizar antígenos o bien conseguir una reorientación del vector (vector vírico
químicamente modificado de la Figura 8.34). Un ejemplo de este sistema consis-
te en introducir genéticamente restos de cisteína cuyos grupos tiol son altamente
reactivos para ligandos proteicos como la transferrina. Igualmente adenovirus pe-
gilados con cadenas de PEG de 2.000 Da han sido reorientados con anticuerpos
anti E selectina hacia células endoteliales vasculares en piel inflamada.

Otra estrategia es obtener vectores híbridos combinando elementos víricos
y no víricos (Figura 8.34 centro). Por ejemplo partículas de adenovirus pueden
ser fijadas covalentemente a una formulación no vírica como puede ser la con-
densación de un ácido nucleico (NA) con un polímero catiónico. El genoma del
vector vírico puede ser regulado por el casette de expresión genética no vírico,
favoreciendo una reorientación o el vector vírico puede aumentar la eficiencia
intracelular del vector no vírico. Otro tipo de estrategia híbrida incorpora la to-
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FIGURA 8.34. Combinación de modificaciones químicas y genéticas de virus recombinantes 
o virus sintéticos.



talidad del genoma vírico en una formulación no vírica; así, por ejemplo, se ha
integrado en liposomas, a base de DOPE, DOTAP y colesterol, un plásmido de
replicación condicionada del adenovirus oncolítico dl1520. La eficacia antitu-
moral, tanto por administración local como intravenosa, ha sido demostrada me-
diante xenografías en ratas infectadas con células tumorales humanas pero, a di-
ferencia del virus oncolítico, la actividad sistémica se mantuvo incluso en
presencia de anticuerpos neutralizantes.

Finalmente es posible la obtención de los llamados virus sintéticos (Figura
8.34 derecha) que contienen un ligando para realizar la vectorización y un pép-
tido que induce la liberación del principio activo del endosoma. Así por ejem-
plo, se ha descrito la preparación de un sistema conteniendo ARN condensado
con polietilenimina, factor de crecimiento epidérmico unido a través de cadenas
de PEG y melitina como péptido que favorece la liberación en el endosoma. En
experiencias, tanto en cultivos celulares de glioblastoma (en las que hay una so-
breexpresión del factor de crecimiento epidérmico) como en ratas, el sistema ha
demostrado su alta capacidad para destruir las células tumorales.

Regulon ha desarrollado una tecnología mediante la cual se incluye en li-
posomas catiónicos el alfa virus semliki forest, genéticamente modificado, para
que produzca la interleukina 12 (LipoVIL 12) con objeto de conseguir una in-
munoterapia basada en una estimulación de los linfocitos T y/o de las células
NK. Actualmente se encuentran en fase clínica I/II diversos ensayos en tumo-
res de próstata, gliomas, etc.

La firma Introgen Therapeutics está desarrollando vectores nanoparticula-
res constituidos por DNA condensado y rodeado por una cubierta lipídica a base
de DOTAP y colesterol. En el momento actual se encuentra en Fase Clínica I
nanopartículas conteniendo el supresor tumoral FUS 1 (ClinicalTrials.gov):

• Phase I study of IV DOTAP: cholesterol-Fus 1 in non-small-cell lung
cancer.

En fase preclínica se encuentran formulaciones conteniendo la proteína p53
(el ya mencionado INGN 402) y el supresor tumoral interleukina 24.

NANOTECNOLOGÍA Y AGENTES DE CONTRASTE

Uno de los problemas clave en el tratamiento del cáncer es la detección
temprana del mismo ya que, a menudo, se detecta en sus fases más posteriores,
cuando ya ha comprometido a uno o más sistemas vitales del órgano y se ha
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extendido a través del cuerpo. En el Cancer Nanotechnoly Plan se establece que
uno de los objetivos es disponer de agentes de contraste capaces de detectar
100.000 células tumorales y por ello los métodos de diagnóstico temprano del
cáncer son de suma importancia y constituyen un área activa de investigación
ya que el diagnóstico y el estadío exacto son clave para el diseño de un plan de
tratamiento.

Los óxidos de hierro coloidales como la magnetita son superparamgnéticos
y su efecto se evidencia como un contraste negativo en las imágenes de reso-
nancia magnética. Cuando estas partículas de óxidos de hierro se estabilizan con
polímeros como dextrano, almidón o polietilenglicoles se impide su agregación
en medios fisiológicos siendo captados por el sistema mononuclear fagocitario
y constituyen buenos elementos de contraste para metástasis en hígado y bazo,
formando los primeros óxidos de hierro superparamagnéticos (SPIO en la ter-
minología anglosajona).

Si los óxidos de hierro son incluidos en nanopartículas de dextrano, con un
tamaño de partícula de 50 nanometros, es posible obtener sistemas estables, no
reconocibles por el sistema mononuclear fagocitario, con un tiempo largo de
permanencia y se utilizan para estudios de angiogénesis tumoral y detección de
tumores cerebrales.

Finalmente una tercera generación de estos sistemas consiste en el empleo
de nanopartículas que llevan en su superficie anticuerpos monoclonales especí-
ficos y que actualmente se encuentra en fase de experimentación en animales.

Los liposomas también pueden utilizarse como vehículos conteniendo di-
versos agentes de contraste que pueden incorporarse bien en la fase interna acuo-
sa o en la bicapa lipídica, pudiéndose utilizar fundamentalmente dos procedi-
mientos para gamma escintigrafia o RMN. En el primer caso el metal es unido
a un quelante hidrosoluble, como por ejemplo dietilentriamina pentaacetato
(DTPA). En el segundo caso se puede derivatizar DTPA y obtener los llamados
quelantes membranotrópicos como por ejemplo DTPA-estearilamina (DTPA-
SA) o DTPA-fosfatidiletanolamina (DTPA-PE) en cuyo caso el átomo para-
magnético va en la parte polar del agente quelante mientras que la parte apolar
se introduce en la bicapa del liposoma. Como átomos se usan In 111; Tc 99. Mn
o Gd.

Los complejos Gd-DTPA-PE y In111-DTPA-SA han servido para la prepa-
ración de micelas cuya parte polar es PEG 5000 Da. Estas micelas PEG-lípido
presentan un tamaño de partícula muy pequeño por lo que poseen un buen gra-
do de penetración intratumoral. Los liposomas pegilados conteniendo In 111 han
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sido estudiados para ver la localización y evolución de diferentes tratamientos
en pacientes con varios tipos de cáncer habiéndose encontrado una mejor vi-
sualización en 15 de los 17 pacientes tratados.

Para incrementar la carga del agente de contraste se ha propuesto la utili-
zación de los llamados polímeros anfifílicos poliquelantes (PAP) constituidos
por una cadena polimérica conteniendo numerosos grupos quelantes y un gru-
po terminal hidrófobo que sirve para la fijación del polímero a dominios hidro-
fóbicos de liposomas o micelas (Figura 8.35). En el caso de la RMN los átomo
metálicos estan directamente expuestos a la fase acuosa tisular lo que incrementa
la relajación de los iones paramagnéticos y un incremento de la visualización.

Un ejemplo interesante de la aplicación de estos sistemas conteniendo po-
límeros anfifílicos quelantes es el de liposomas conteniendo iones paramagné-
ticos como agentes de contraste MRN de tejidos ricos en macrófagos como por
ejemplo los órganos del sistema retículo endotelial. Igualmente liposomas o mi-
celas cargados con radioisótopos se muestran como vehículos muy adecuados
para la visualización de nódulos linfáticos regionales.

El agente de contraste Tc 99- MIBI (6 metoxi isobutil isonitrilo) ha sido in-
corporado a liposomas pegilados e inyectados a ratas. Una hora después de la
inyección se encuentra una actividad 10 veces mayor en sangre que cuando se
usa el contraste libre; por otra parte se produce una mayor acumulación en te-
jido tumoral (línea celular MCF7-ras implantada en ratas).

Basándose en el hecho que los receptores del péptido vasoactivo intestinal
se encuentra sobreexpresado unas 5 veces más en el cáncer de mama se han pre-
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FIGURA 8.35. Incorporación de polímeros anfifílicos poliquelantes (1) a la membrana de
liposomas (2) o núcleo de la micela (3). Cada cadena poliquelante (4) contiene átomos

como In 111, Tc 99 para gammaescintigrafia o Gd, Fe, Mn para RMN y la porción 
hidrofóbica (5) fija el polímero al nanosistema.



parado liposomas pegilados a los cuales se les incorpora, en su superficie, un
neuropéptido de 28 aminoácidos así como el complejo Tc99-HMPAO (hexa-
metilpropilenamina oxima) observándose un marcado efecto acumulativo en el
tumor de mama el cual no se debe solo a un efecto EPR sino también a una
vectorización activa producida por el neuropéptido.

Los dendrímeros constituyen un reciente grupo de polímeros que han lla-
mado poderosamente la atención como moléculas portadoras no solo de fárma-
cos sino también de agentes de contraste constituyendo unos excelentes ejem-
plos de multuifuncionalidad ya que, como se recoge en la Figura 8.36, pueden
llevar contrastes como magnevist, trazadores de fluorescencia o contrastes para
el infrarrojo próximo; pueden llevar agentes citostáticos como cisplatino, meto-
trexato o 5 fluoruracilo, ligandos de vectorización y grupos que disminuyen la
toxicidad.

Entre los dendrímeros estudiados para su posible uso en clínica destaca el
dendri-PAMAM(CO(2)Na) (64) que pertenece a una generación 4,5 y con un
tamaño 5 nm de diámetro. Recientemente ha sido ampliamente estudiado in vi-
tro por el Nanotechnology Characterization Laboratory (perteneciente al Natio-
nal Cancer Institute USA) conluyéndose que presenta una excelente biocompa-
tibilidad, excreción renal y no es inmunogénico.

La introducción de nanosistemas de segunda generación (estéricamente es-
tabilizados) y la posibilidad de una vectorización pasiva hacia células tumora-
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FIGURA 8.36. Esquema de las posibilidades de los dendrímeros como sistemas
multifuncionales.



les han permitido la utilización clínica de algunos de ellos; sin embargo ello
constituye un éxito parcial porque no todos los citostáticos difunden eficiente-
mente en la masa tumoral haciendo difícil un control de la cantidad de fárma-
co que llega a las células diana ya que si es insuficiente puede traducirse en la
aparición de un efecto de resistencia múltiple a fármacos.

Para un futuro inmediato es necesario superar estas limitaciones utilizando
nanosistemas de tercera generación que se fijen activamente sobre células es-
pecíficas después de su extravasción. Ello implica la fijación de ligandos a la
superficie del nanovehículo los cuales reconocen y se fijan a células diana a tra-
vés de interacciones ligando-receptor siendo necesario que el ligando se una con
una elevada selectividad a receptores situados a nivel de la célula diana. Por otra
parte, es necesario que la sobreexpresión de receptores sea superior a valores
críticos; por ejemplo la eficiente liberación de liposomas a receptores de célu-
las B, utilizando el anticuerpo monoclonal anti CD19, requiere que la densidad
de receptores esté en el rango de 10.000 a 100.000 por célula y en el caso de
modelos de cáncer de mama se necesita una densidad de 1.000 receptores ErbB2
para obtener una mayor respuesta terapéutica con liposomas de doxorubicina
conteniendo ligandos anti-ErbB2.

La unión de ciertos ligandos a sus correspondientes receptores puede
dar lugar a una endocitosis mediada por receptor que es necesaria si el fár-
maco debe liberarse en el interior de la célula. Por el contrario, la vcecto-
rización de nanovehículos a receptores no internalizantes, puede ser venta-
josa en tumores sólidos debido a que la falta de receptores libres en la célula
tumoral permite su destrucción al liberarse el principio activo en su super-
ficie.

En general se admite que una elevada afinidad aumenta la eficacia de la
vectorización; sin embargo, para tumores solidos, existen evidencias de que una
elevada afinidad puede disminuir la difusión del nanovehículo en la masa tu-
moral.

La finalidad de una terapéutica oncológica es incrementar el tiempo de su-
pervivencia y la calidad de vida del paciente y los nanosistemas ofrecen las
mejores oportunidades terapéuticas en base a lograr una especificidad y efi-
ciente liberación del fármaco y la posibilidad de prevenir la resistencia múlti-
ple a fármacos. Aunque aun estamos lejos de alcanzar la « bala mágica « pre-
conizada por P. Ehrlich se cree que pronto se entrará en una era en la que los
nanosistemas representarán una importante modalidad terapéutica y diagnósti-
ca en oncología.
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9. Nanovacunas

SARA VICENTE, ALEJANDRO SÁNCHEZ Y
MARÍA JOSÉ ALONSO

Departamento de Farmacia y Tecnología Farmacéutica. Facultad
de Farmacia. Universidad de Santiago de Compostela.

BREVE HISTORIA SOBRE LA VACUNACIÓN

La vacunación es una de las intervenciones médicas más efectivas y segu-
ras actualmente. Desde su descubrimiento, las vacunas son el mejor medio para
prevenir enfermedades, y se considera que han llegado a ser el mayor logro en
salud pública de todos los tiempos junto con los antibióticos y las mejoras de
higiene en la población, contribuyendo enormemente a la reducción de la mor-
bilidad y mortalidad debida a enfermedades infecciosas.
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FIGURA 9.1. Lámina que ilustra el inicio de la vacunación frente a la viruela por Jenner
en el siglo XVIII.



La viruela ha sido la primera enfermedad infecciosa que se ha tratado de
prevenir hace ya más de mil años en la Antigua China. Entre otros métodos, se
utilizaban las costras y/o secreciones desecadas y convertidas en polvo de un
paciente con viruela para inmunizar contra la enfermedad. Se administraba in-
suflando el polvo en las fosas nasales con la finalidad de crear inmunidad tras
repetidas exposiciones, de forma absolutamente intuitiva.

La primera evidencia científica en el intento de proteger a la población fren-
te a la viruela aparece a finales del siglo XVIII gracias a Edward Jenner. Éste
había observado como las lecheras que previamente habían contraído la viruela
bovina, no llegaban a desarrollar la variante humana de la enfermedad. Inocu-
lando las costras tomadas de las vacas infectadas y previamente procesadas, ad-
ministraba los microorganismos atenuados, es decir, la variante menos virulenta
de la enfermedad. Y aunque nunca obtuvo la vacuna de forma experimental, fue
el primero en utilizar el concepto de atenuación para conseguir vacunas frente a
un patógeno, muy diferente a la utilizada más adelante por Louis Pasteur.

Pasteur redefine el término atenuación referido a vacunas, ya que a dife-
rencia de Jenner, él utilizaba el mismo agente causal de la enfermedad para ge-
nerar la vacuna. Hace este descubrimiento de forma casual cuando se olvida un
cultivo de Pasteurella multocida (agente causal del cólera del pollo) y observa
que al inocularlo a los pollos, éstos se protegían frente a la enfermedad. Del
mismo modo, continuó aplicando el mismo concepto a otras vacunas frente al
ántrax o la rabia. Las técnicas de atenuación basadas en los descubrimientos de
Pasteur han ido mejorando con el tiempo de forma que se han ido obteniendo
vacunas cada vez más puras, debido a los grandes avances en cuanto a cultivos
celulares que permitieron el mejor aislamiento y cultivo del patógeno causante
de la enfermedad, y la posterior atenuación del mismo usando diferente méto-
dos, de forma que se logra menguar la actividad del microorganismo mante-
niendo su inmunogenicidad.

La carrera por profundizar en la investigación de nuevas vacunas y nuevas
formas de inmunización más seguras y eficaces comienza ya en el momento en
el que se describen los múltiples riesgos asociados a la inmunización con pató-
genos vivos atenuados (reactivación del microorganismo, reacciones anafilácticas,
etc.). Así, ya en la segunda mitad del siglo XIX, se establece en Estados Unidos
el concepto de vacuna compuesta por el microorganismo completamente desacti-
vado ó muerto. Edmun Salmon y Theobald Smith, desarrollaron la primera vacu-
na desactivada con calor contra el cólera del cerdo, y a partir de ahí se generaron
de este modo una lista de vacunas desactivadas hasta nuestros días, entre las que
se encuentra por ejemplo las vacunas contra el cólera humano y la peste.
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A principios del siglo XX se descubre la inmunogenicidad provocada por
las toxinas generadas por las bacterias de la difteria y el tétanos químicamente
inactivadas, es decir, aparecen los primeros toxoides. A partir de este descubri-
miento se comienza la búsqueda de subunidades de organismos patógenos que
pudiesen generar inmunogenicidad sin tener que administrar el microorganismo
completo al paciente.

Es entre los años 70 y 80 cuando tiene lugar la aparición de las primeras va-
cunas formadas por las subunidades más inmunogénicas y conservadas del pató-
geno, como fracciones polisacarídicas o proteínas purificadas. La primera vacuna
de este tipo, contra Haemophylus influenzae tipo b, compuesta por un conjugado
de proteína y un polisacárido de la cápside del virus, fue aprobada en 1985 (1).

Paralelamente a estos importantes avances, comienza el gran desarrollo de
las nuevas técnicas de ingeniería genética. Se comienza a investigar en profun-
didad para identificar y aislar los componentes más inmunogénicos y conserva-
dos de los microorganismos, así como el desarrollo de nuevas técnicas la ate-
nuación racional mediante mutación directa del genoma de patógenos,
eliminando las fracciones más virulentas y generando microorganismos apató-
genos. Es así como en 1986, Merck comercializa la primera vacuna recombi-
nante de la hepatitis B, obtenida en cultivos de levaduras mediante la técnica de
ADN recombinante.

Por otro lado, la técnica del ADN recombinante ha servido para diseñar plás-
midos ADN que contengan una secuencia codificadora de un antígeno para lo-
grar respuestas inmunológicas, como recientemente ha sido recogido en la re-
visión de Liu y col. (2). El mecanismo de presentación del antígeno en este caso,
imitaría a la forma natural de presentación de los antígenos víricos. De igual
forma que si se consigue la liberación del plásmido vacuna en el interior de la
célula, el virus internaliza en la célula su material genético, que se traduce a las
proteínas virícas gracias a la maquinaria celular. Estos antígenos serían proce-
sados y presentados luego por las células presentadoras de antígeno (CPA) por
el mismo mecanismo que los antígenos víricos.

La secuenciación del genoma de los diferentes patógenos también ha con-
tribuido de forma importante a la identificación de nuevos antígenos y factores
de protección, a lo que se denomina vacunología reversa (3).

Como vemos, desde los descubrimientos de Pasteur en cuanto a la atenua-
ción de microorganismos para generar protección inmunológica frente a enfer-
medades infecciosas, el desarrollo de vacunas hasta nuestros días se ha basado en
mejorar su perfil de seguridad mediante (a) la purificación exhaustiva de vacunas
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atenuadas o desactivadas para minimizar reacciones adversas asociadas, (b) me-
jorando las técnicas de atenuación mediante mutaciones racionales para evitar re-
activación de los microorganismos atenuados administrados y mediante (c) la bús-
queda y expresión de nuevos antígenos subunidad, así como el diseño de plásmidos
mediante las técnicas más avanzadas de ingeniería genética. Siempre se ha trata-
do de mejorar el perfil de seguridad de las vacunas para evitar los riesgos aso-
ciados a la inmunización, pero al mismo tiempo se trata también de conseguir que
la inmunogenicidad de estas nuevas vacunas sea la adecuada para dar lugar a va-
cunas eficaces que protejan a la mayoría de la población. Asimismo, se están ha-
ciendo grandes avances para lograr que la respuesta inmune generada sea la ade-
cuada en función del patógeno contra el que se está protegiendo y de las nuevas
aplicaciones de las vacunas para el tratamiento de enfermedades infecciosas cró-
nicas y del cáncer, denominadas vacunas terapéuticas (4). Existe cada vez más la
necesidad de modular la respuesta inmune en función de este objetivo final, de
forma que se están investigando nuevos adyuvantes y sistemas de liberación de
vacunas para intentar polarizar, en este caso, la respuesta inmune hacia la gene-
ración de respuestas celulares específicas frente a patógenos intracelulares o mar-
cadores antigénicos específicos de células tumorales.

Por ello sería importante durante el diseño de una nueva vacuna, tener en
mente una serie de aspectos básicos, de forma que aplicando dichos conoci-
mientos se llegue a una vacuna final que cumpla los requisitos de seguridad y
eficacia así como para enfocarla a su aplicación final. Según describe Bramwell
y col. (5) el diseño de una vacuna se basaría fundamentalmente en tres puntos:

• Identificación y producción de antígenos recombinantes o material gené-
tico que presenten buenas características para generar respuestas inmunes
específicas frente a la infección en cuestión.

• Conocer el comportamiento del agente patógeno cuando entra en contac-
to con el organismo y los consecuentes procesos que darán lugar a la ge-
neración de la respuesta inmune, de forma que se pudiese imitar dicho
comportamiento para conseguir una respuesta inmunológica más adecua-
da a cada patógeno.

• Utilización de diferentes estrategias para aumentar y modular la respues-
ta inmunológica de forma que se debe tener un amplio conocimiento de
los mecanismos de acción de los adyuvantes o sistemas de liberación.

Actualmente el enfoque en el desarrollo de nuevas vacunas se centra en in-
crementar su seguridad y aumentar la confianza de la población mediante la apli-
cación nuevas tecnologías que mejoren la administración de antígenos y la bús-
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queda de nuevos marcadores antigénicos y adyuvantes adecuados para evitar las
reacciones adversas derivadas de la inmunización, pero al mismo tiempo man-
teniendo la eficacia de protección conseguida con las vacunas clásicas. De este
modo se pretende facilitar la administración de las vacunas con el fin de mejo-
rar el cumplimiento en las pautas de inmunización y para que los calendarios y
campañas de vacunación sean más sencillos. De modo que la mayor parte de la
población se encuentre protegida y se llegue a controlar y minimizar la propa-
gación de enfermedades infecciosas con el consecuente beneficio en la salud pú-
blica mundial (6).

NECESIDAD DE NUEVAS VACUNAS

En general, las vacunas disponibles en el mercado y que se están utilizan-
do actualmente, presentan un perfil de seguridad envidiable, sobre todo tenien-
do en cuenta que cualquier intervención médica lleva siempre asociado un cier-
to riesgo. Sin embargo, las vacunas se administran normalmente a población
sana, y en especial a niños, con lo cual cualquier posible reacción adversa que
pueda asociarse a la inmunización va a tener un gran impacto (7). Actualmen-
te, en términos globales, la población que se está protegiendo supera con cre-
ces a los casos esporádicos identificados de reacciones adversas. Es por ello que
las vacunas continúan contribuyendo de forma crucial a la reducción de la mor-
bilidad y la mortalidad debidas a enfermedades infecciosas.

La preocupación de la Organización Mundial de la Salud (OMS) por la se-
guridad tanto en los calendarios de vacunación ya establecidos como en las cam-
pañas de vacunación ocasionales, ha derivado a que se lleven a cabo nuevas es-
trategias de control que aseguren la calidad del producto durante su fabricación
y mejoren la vigilancia tras su comercialización para poder detectar posibles
efectos adversos y así, poder actuar de forma rápida y eficaz frente a la posible
aparición de reacciones adversas esporádicas. Del mismo modo, grandes es-
fuerzos se centran en promover y apoyar la investigación y el desarrollo de mé-
todos de liberación y administración más eficientes mediante el uso de nuevas
tecnologías (8). Existe por tanto, una gran necesidad de desarrollar nuevas va-
cunas que se acerquen cada vez al tópico de «vacuna ideal» (Tabla 9.1) con la
finalidad última de aumentar la cobertura inmunológica de la población.

Se están invirtiendo grandes esfuerzos para conseguir este objetivo si-
guiendo diferentes vías. Por un lado, mediante la búsqueda e identificación
de nuevos antígenos (3) o mediante el diseño de vacunas basadas en plásmi-
dos ADN (9) capaces de generar respuestas inmunes específicas sin la nece-
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sidad de administrar el microorganismo atenuado. Y por otro lado, para me-
jorar la cobertura inmunológica, también se pueden realizar importantes me-
joras en la propia formulación de las vacunas ya existentes pero que todavía
resultan poco eficaces frente a la enfermedad que se quiere proteger. Por tan-
to, se trata de encontrar el modo de optimizar y modular la respuesta inmu-
ne alcanzada en función del patógeno diana y su aplicación final, de modo
que la formulación sea la más adecuada en caso de tratarse de una vacuna
preventiva o terapéutica.
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TABLA 9.1. Resumen de las características que reuniría una «vacuna ideal» y las
consecuencias que supondría cada una de ellas para conseguir el objetivo final.

Características de la vacuna Implicaciones Objetivo final

Segura Evitar riesgos de contagio de patógenos 
transmitidos a través de fluidos 
biológicos. Disminución de la carga 
de deshechos derivados de la 
inmunización.

Efectiva Minimizar la variabilidad paciente-
paciente. Conseguir nivel máximo 
de protección.

Tecnología sencilla Más barata y más rápida de producir.

Fácil administración Evitar la presencia de personal sanitario 
especializado para la administración. 
Posibilidad de vacunaciones masivas 
en casos de epidemia/pandemia. Ampliar la cobertura

Barata Fácilmente adquirible cualquier país inmunológica en la

del mundo. población

Termoestable Evita la pérdida de efectividad por 
variaciones de temperatura.

De fácil aceptación por el paciente, Mejora en el cumplimiento de las
cómoda y bien tolerada pautas de inmunización. Vacunación

más efectiva.

Disminución del número de dosis Mejora en el cumplimiento de las 
administradas: vacunas de dosis pautas de inmunización. Vacunación
única o vacunas múltiples. más efectiva.

Evitar la necesidad de personal Economiza las campañas de vacunación. 
cualificado para la administración. Posibilidad de vacunas auto-administradas

por el paciente.



MEJORAR EL ACCESO A VACUNAS EN LA POBLACIÓN

Es igualmente de enorme importancia, mejorar el acceso a las vacunas en
la población global con el fin de aumentar la cobertura inmunológica frente a
enfermedades infecciosas. En general, el acceso a vacunas en países industria-
lizados no es un problema, sin embargo, en el caso de países en vías de des-
arrollo existe una gran problemática relacionada con la baja accesibilidad de la
población general a las campañas de vacunación debido a la falta de financia-
ción, deficiencias en las infraestructuras de inmunización y barreras logísticas
en la distribución a áreas remotas, principalmente (10). Los pilares básicos para
comenzar a solventar la problemática relacionada con el acceso a la vacunación
en países pobres y también para poder aumentar la confianza en la vacunación
de la población de los países industrializados se resumen en: (a) conseguir una
liberación del antígeno más fácil y segura mediante su administración a través
de vías no invasivas que no requieran inyección, (b) disminución de la depen-
dencia de la cadena de frío con vacunas termoestables, (c) minimizar el núme-
ro de intervenciones con vacunas de dosificación única o vacunas múltiples.

Utilización no segura de agujas necesarias para la administración
parenteral de vacunas

El simple hecho de inmunizar está generando al mismo tiempo un aumento del
riesgo en la transmisión de patógenos como el VIH o el VHB, los cuales se trans-
miten a través de fluidos biológicos (11). Es especialmente significativo en países en
vías de desarrollo, el uso no seguro del material de inmunización (agujas y jeringas)
debido principalmente a su reutilización y al manejo en condiciones no estériles de
los viales multidosis conteniendo la vacuna. Este es un importante foco de contagio
de enfermedades transmitidas a través de fluidos biológicos, dando lugar a un au-
mento del riesgo de transmisión tanto del paciente como del personal sanitario, al
mismo tiempo que se favorece la propagación de este tipo de enfermedades infec-
ciosas durante el proceso de inmunización (12). Por otro lado, se generan residuos
peligrosos derivados del uso de agujas y jeringas para la administración que no siem-
pre son adecuadamente tratados y eliminados (13). Sería por tanto muy interesante
el desarrollo de nuevas tecnologías mediante el diseño de sistemas de liberación de
vacunas sin agujas para mejorar la seguridad durante la inmunización, disminuir la
problemática derivada de los deshechos asociados, al mismo tiempo que se mejora-
ría la aceptación por parte del paciente y se reducirían los costes ligados a la vacu-
nación al utilizar tecnologías y modos de administración más sencillos (14).
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Termoestabilidad

A pesar de la concienciación de la necesidad de mantener la cadena de
frío es muy frecuente que se produzcan deficiencias relacionadas principal-
mente con la exposición temporal a altas temperaturas durante el transporte o
almacenamiento, o por congelación, debido a un exceso de refrigeración (15).
Son especialmente sensibles aquellas vacunas cuyo adyuvante es el álum (16),
ya que su estructura particulada se destruye tras la congelación. La pérdida de
potencia de las vacunas es la consecuencia fundamental de una deficiencia en
la cadena de frío que frecuentemente puede pasar inadvertida. De esta forma,
los pacientes que reciban estas vacunas, probablemente no se estarán prote-
giendo adecuadamente. Por lo tanto, mejorando la estabilidad de las vacunas
a diferentes temperaturas para evitar la cadena de frío, se garantizará el acce-
so a vacunas en estado óptimo especialmente en áreas remotas en países del
tercer mundo donde es habitual la falta de electricidad y por tanto, difícil man-
tener la refrigeración (17).

Dosificación múltiple

La mayoría de las vacunas, y especialmente los nuevos antígenos recombi-
nantes, necesitan de varias dosis de recuerdo para poder alcanzar un nivel de
protección adecuado. Junto con esto, la necesidad de administrar un alto núme-
ro de vacunas para proteger frente a una gran variedad de patógenos, son las
principales razones por las que solo mediante la vacunación se administren un
altísimo número de dosis mediante inyección (14). En general, debido a esto,
las pautas de inmunización no siempre se cumplen, de forma que pacientes que
no reciben la dosificación correcta no llegan a generar una protección adecua-
da, y estarían igualmente expuestos a infecciones. Alternativas para solventar
esta limitación se relacionan principalmente con la posibilidad de administrar
vacunas que requieran de una única dosis, capaz de alcanzar los niveles de pro-
tección sin recurrir a las dosis de recuerdo, o mediante la vacunación múltiple,
es decir, administrar varios tipos de antígenos para proteger frente a varias en-
fermedades en una sola vacuna (18).

Por tanto, para evitar la problemática relacionada con la vacunación actual
y aumentar la cobertura inmunológica de la población, se debe tratar de inves-
tigar nuevas alternativas mediante la introducción de nuevas tecnologías que
permitan realizar campañas de inmunización más seguras y al mismo tiempo
aumenten la confianza de la población en la vacunación, fundamentalmente (12).
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Nuevas formulaciones de vacunas basadas en el uso de
inmunomoduladores y potenciadores de la respuesta inmune

Las vacunas clásicas basadas en microorganismos atenuados o muertos han
sido utilizadas desde los tiempos de Jenner hasta nuestros días. Sin embargo, ya
se ha visto que éstas pueden ir acompañadas de cierta problemática relaciona-
da con la posible reactivación del agente infeccioso como consecuencia de mu-
taciones en el genoma, así como la presencia de agentes tóxicos que pueden
acompañar al patógeno, como son los lipopolisacáridos (LPS) o por la pérdida
de potencia debido a deficiencias en el transporte y almacenamiento en las con-
diciones refrigeración requeridas. Sin embargo, la mayor purificación de las va-
cunas que se ha conseguido en los últimos años gracias a los importantes avan-
ces en el campo de la biotecnología que permite la obtención de antígenos
recombinantes, o plásmidos ADN codificadores de antígenos, aumentan de for-
ma importante la seguridad de las vacunas, pero a cambio, la mejora en la se-
guridad también suele conllevar una disminución en la inmunogenicidad de la
vacuna.

La menor potencia de la respuesta inmune lograda tanto con los antígenos
recombinantes como con las vacunas ADN hace que sea necesario, en general,
el apoyo con algún tipo de adyuvante, de forma que ayude a incrementar la res-
puesta inmunitaria sobre el antígeno/material genético administrado, especial-
mente si se pretende desarrollar un sistema de vacunación a través de una vía
mucosa.

Actualmente existen una amplia variedad de adyuvantes en estudio como
son los toxoides bacterianos, las emulsiones, sustancias inmunoestimulantes, y
cada vez más, los sistemas de liberación de antígenos se consideran sistemas
adyuvantes (19, 20). Sin embargo el más ampliamente utilizado y todavía el úni-
co aprobado para su uso en la elaboración de vacunas en Estados Unidos, son
las sales insolubles de aluminio, más conocidas como álum (21). Hasta el mo-
mento, el álum ha demostrado que puede ayudar a generar respuestas inmuno-
lógicas importantes al administrarse con el antígeno por vía parenteral, y al mis-
mo tiempo es considerado un adyuvante aceptablemente seguro desde el
momento de su descubrimiento, en los años 20. A pesar de ello, el álum pre-
senta ciertos inconvenientes relacionados principalmente con la aparición de sín-
tomas locales tras la inyección, como hinchazón, eritemas o nódulos cutáneos,
que pueden durar incluso varias semanas. Básicamente se manejan dos hipóte-
sis a la hora de explicar la sintomatología producida por el álum, y es que pue-
de actuar como reservorio del antígeno o formar un foco inflamatorio de atrac-
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ción de células inmunocompetentes como consecuencia del efecto depot o como
característica propia del compuesto (22). Por otro lado, otra importante desven-
taja de este adyuvante se relaciona con su inestabilidad tras la congelación de-
bido a la destrucción del gel a 0 ºC provocando una disminución en la potencia
de la vacuna (16). La respuesta inmunológica alcanzada con este adyuvante pre-
senta un perfil bastante limitado al estimular la producción de citoquinas que
favorecen principalmente la proliferación de linfocitos Th2 y la inducción de
una respuesta humoral. Otra limitación de este adyuvante tiene que ver con la
generación de IgE, inmunoglobulina que media en las respuestas alérgicas (22).

Sin embargo, a pesar de que el álum es el único adyuvante aprobado para
su en humanos, actualmente se están invirtiendo grandes esfuerzos en la bús-
queda de nuevos adyuvantes más eficaces y seguros, es decir, adyuvantes que
permitan modular la respuesta inmune en función de las características del pa-
tógeno y que al mismo tiempo presente un perfil de seguridad mejor que el álum.
Por ejemplo, recientemente ha sido introducido en el mercado europeo un nue-
vo adyuvante, consistente en un sistema de liberación particulado, la microe-
mulsión MF59TM. En 1997 se aprobó en Italia para ser utilizado conjuntamente
con la vacuna de la gripe (FluadTM), y posteriormente se ha ido introduciendo
en el resto de países de la Unión Europea por reconocimiento mutuo, debido a
sus buenas características de seguridad y eficacia demostradas a lo largo de es-
tos años en distintos estudios clínicos (23).

INTRODUCCIÓN DE LAS NANOTECNOLOGÍAS 
EN EL DESARROLLO DE VACUNAS

En los últimos años, el desarrollo de sistemas de liberación de vacunas ha
sido ampliamente investigado. Liposomas, micropartículas, emulsiones y más
recientemente nanopartículas, han sido objeto de investigación como sistemas
de liberación de vacunas que podrían mejorar la inmunogenicidad de los nue-
vos antígenos recombinantes y además permitirían la administración a través de
vías no invasivas, como la vía mucosa o la liberación transdérmica, ayudando
a mejorar la cobertura inmunológica (24, 25).

En general, los sistemas de liberación consisten en sistemas particulados
que promueven la captación del antígeno por las células presentadoras de antí-
geno (CPA) favoreciendo su reconocimiento para que de este modo, el antíge-
no sea liberado al sistema inmune de una forma más eficiente (20). Al mismo
tiempo se puede aumentar la inmunogenicidad del antígeno asociado mediante
la incorporación de algún tipo de adyuvante para ser liberado simultáneamente,
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bien para aumentar su potencia, o bien para modular la respuesta inmune y dar
lugar a respuestas celulares si se trata de una vacuna frente a patógenos víricos
intracelulares o vacunas terapéuticas (26).

Ya a finales de los años 70, los sistemas poliméricos basados en microsfe-
ras comienzan a utilizarse como potenciales sistemas de liberación y transpor-
tadores de antígenos, con la finalidad de obtener un sistema de vacunación ade-
cuado para la inmunización en dosis única (27). El importante desarrollo en la
utilización de microsferas poliméricas biodegradables a partir de ese momento
se debió en gran medida al interés mostrado por la industria química y farma-
céutica en estos sistemas. De hecho, la Organización Mundial de la Salud (OMS)
proponía las microsferas de PLGA como una forma para mejorar la cobertura
inmunológica, así como para reducir los costes asociados a la vacunación (28).
A partir de ese momento, la utilización de microsferas elaboradas a partir de
este biomaterial ha sido ampliamente estudiado para la liberación de vacunas y
contribuir a la inducción de la respuesta inmune específica frente al antígeno
asociado a través de diferentes vías de administración (29-34).

Ya más recientemente, el uso de las nanopartículas poliméricas para la li-
beración de vacunas ha comenzado a destacar como una posible estrategia para
desarrollar nuevas vacunas (35). Las buenas características de estos nuevos sis-
temas de liberación poliméricos serán descritos en los siguientes apartados.

Nanopartículas poliméricas para la liberación de vacunas

Las nanopartículas son estructuras de tamaño nanométrico formadas a par-
tir de diversos materiales capaces de asociar una molécula bioactiva. Una im-
portante característica de estos sistemas es su mayor capacidad de captación por
las células comparado con estructuras de mayor tamaño.

Existen una amplia variedad de nanosistemas diferenciados por los mate-
riales utilizados para su elaboración y/o método de preparación, de forma que,
de forma resumida, pueden distinguirse en nanosferas, nanocápsulas, liposomas,
micelas poliméricas y dendrímeros (41). Dichos sistemas presentan propiedades
que pueden ser empleadas para mejorar la liberación de fármacos, proteínas, ge-
nes y vacunas (Tabla 9.2).

Son especialmente interesantes aquellos nanosistemas cuya composición se
basa en biomateriales o biopolímeros. La elaboración de nanopartículas a partir
de este tipo de materiales garantiza el que se pueda llegar a desarrollar un vehí-
culo biodegradable, biocompatible y potencialmente seguro para su administra-
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ción en humanos. Las nanopartículas poliméricas diseñadas para la liberación de
vacunas pueden actuar mediante un mecanismo depot, según el cual el antígeno
asociado se va liberando gradualmente de manera sostenida. Además, este tipo de
sistemas coloidales ofrecen grandes ventajas para la liberación de vacunas a tra-
vés de las barreras mucosas, especialmente por la vía oral y nasal, siendo capa-
ces de dar lugar a una respuesta inmunológica sistémica, pero al mismo tiempo a
nivel de la mucosa, debido a la importante presencia del sistema inmune en los
tejidos asociados a las mucosas (MALT) (42), como por ejemplo, las placas de
Peyer a nivel intestinal y el NALT a nivel de las vías respiratorias. Por un lado,
las nanopartículas protegen al antígeno encapsulado frente a la degradación enzi-
mática, especialmente tras su administración oral, y por otro lado, pueden pro-
mover la captación por la células M del NALT y de las placas de Peyer (43).

El diseño de vehículos nanométricos basados en biomateriales puede ser
una solución muy adecuada para superar las barreras biológicas y la baja in-
munogenicidad de muchos antígenos, de forma que puedan contribuir en la in-
ducción de la respuesta inmune específica deseada, ofreciendo al mismo tiem-
po importantes ventajas para aumentar la cobertura inmunológica. Por un lado,
debido a sus propiedades para superar barreras biológicas, las nanopartículas po-
liméricas podrían contribuir enormemente en el diseño de un sistema de vacu-
nación que evite las rutas de administración invasivas (35, 44, 45). Por otro lado,
se podría mejorar de forma más efectiva la respuesta inmune en función de la
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TABLA 9.2. Resumen de las diversas aplicaciones de los distintos tipos de sistemas
coloidales para la liberación de vacunas.

Nanosistema Descripción Aplicaciones recientes/Referencia

Dendrímeros Compuesto macromolecular Dirigidos a los receptores de manosa
ramificado creado a partir de un de las células M al unir un ligando
núcleo interno. específico (36).

Liposomas Vesículas artificiales formadas a Liposomas catiónicos como sistema adyuvante 
partir de fosfolípidos y colesterol. de vacunas para la malaria (37).

Nanocapsulas Sistemas vesiculares rodeados por Nanoemulsión recubierta de quitosano para 
una cubierta polimérica. inmunización nasal (38).

Micelas Compuestas por polímeros Micelas capaces de liberar fármacos de forma
poliméricas anfifílicos que se asocian en selectiva en compartimentos

solución acuosa. intracelulares (39).

Nanosferas Sistemas matriciales en los  Liberación de plásmidos DNA codificadores 
que el fármaco se encuentra de antígeno por vía nasal con NP de
uniformemente disperso. PLGA-Poloxamer (40).



aplicación final de la vacuna, mediante la modificación de los distintos meca-
nismos de activación del sistema inmune innato, como el aumento en la capta-
ción o la activación directa de las CPA.

Para ello, diversos mecanismos de activación del sistema inmune innato a tra-
vés de las CPA (p. ej. las células dendríticas), juegan un papel relevante a la hora
de generar una respuesta inmune específica (46). Por tanto, mediante el diseño de
un sistema coloidal polimérico se podrían intentar modular dichos mecanismos
para conseguir una respuesta adecuada, como se resume a continuación:

La forma en que el antígeno es internalizado y luego liberado intracelular-
mente es un factor clave para que se llegue a generar una respuesta inmunita-
ria de células T, como se puede apreciar en la Figura 9.2. Por tanto, al aumen-
tar la internalización y posterior liberación intracelular del antígeno con un
sistema nanoparticulado, cabría esperar una mejora en el tipo de respuesta in-
mune generada.

Algunos biomateriales pueden incluso tener actividad adyuvante por si mis-
mos y actuar como «señales de peligro» para activar los receptores TLR («Toll-
like receptors») de las CPA, como por ejemplo los polifosfacenos (47) con lo cual
un sistema de liberación de vacunas compuesto por este tipo de biomateriales, po-
dría activar directamente estas células e inducir inmunidad de células T.
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FIGURA 9.2. Mecanismos de captación de nanopartículas por las células presentadoras
de antígenos.



Finalmente, mediante la modulación del tamaño de partícula, se puede acceder
directamente a las células dendríticas de los ganglios linfáticos en lugar de ser pre-
viamente captadas y procesadas por las células dendríticas periféricas. De este modo,
la respuesta inmune se generaría directamente en los órganos inductores (48).

El uso de nanopartículas poliméricas para la liberación de vacunas ha sido
cada vez mayor en los últimos años. La importancia de estos nuevos vehículos
para mejorar la inmunización se ve reflejada en el gran número de sistemas con
diversas propiedades que han ido surgiendo, elaborados utilizando una amplia
gama de biomateriales y técnicas de preparación, e ideados con la finalidad de
generar un vehículo de tamaño nanométrico capaz de acercar más fácil y efi-
cazmente el antígeno al sistema inmune, al mismo tiempo que pudiese llegar a
regular la respuesta inmunológica inducida (19, 25, 35, 43, 44).

Interacción de las nanopartículas poliméricas con el sistema inmune -
captación por las células presentadoras de antígeno

Las células dendríticas son unas potentes células presentadoras de antígeno
que se encuentran en tejidos periféricos y órganos linfoides. Son capaces de ac-
tivar a las células B y T e iniciar una respuesta inmune específica. El papel de
las células dendríticas inmaduras que se encuentran en los tejidos periféricos es
la de reconocer sustancias extrañas y patógenos. Presentan una alta capacidad
para captar antígenos y procesarlos mediante la expresión abundante de los com-
plejos mayores de histocompatibilidad tipo I y II (MHC I y II), moléculas co-
estimuladoras (p. ej. CD80, CD86, CD40) y la secreción de otras moléculas ac-
cesorias necesarias, como citoquinas (p. ej. IL-12), quemoquinas (p. ej. CCL19
y CCL22) y la expresión de receptores de citoquinas (p. ej. CCR7), para una
eficaz presentación del antígeno (49).

En el caso de los sistemas de liberación de vacunas, es especialmente inte-
resante la capacidad de las nanopartículas poliméricas para ser más eficazmen-
te captadas e internalizadas por las CPA células dendríticas debido a su tamaño
nanométrico (50).

Los antígenos particulados, y en concreto los sistemas coloidales poliméricos
transportadores de antígeno, pueden ser captados por las células dendríticas a tra-
vés de diversos mecanismos de endocitosis (51): mediada por receptores (libera-
ción selectiva), macropinocitosis (antígenos solubles), mediada por clatrina o ca-
veolina, y fagocitosis. El que una nanopartícula polimérica se internalice de una u
otra manera depende de forma importante de su tamaño, forma, carga y composi-
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ción superficial. Una vez internalizada, se incluye en el compartimento endocítico
para que el antígeno sea procesado en unidades peptídicas y posteriormente pre-
sentado en los MHC clase II a las células T CD4+ en los órganos linfoides secun-
darios (Figura 9.3). De esta forma se inicia la inducción de una respuesta inmune
específica frente al antígeno presentado. Alternativamente, puede producirse una
presentación cruzada del antígeno exógeno mediante el uso de sistemas de libera-
ción particulados a través de MHC clase I. Siguiendo esta ruta de procesamiento
el antígeno es presentado a células T CD8+ para finalmente conseguir una respuesta
de linfocitos T citotóxicos (CTL) (52). Para el desarrollo de vacunas frente a pa-
tógenos intracelulares y vacunas terapéuticas este tipo de respuesta celular es es-
pecialmente interesante, ya que las CTL son capaces de eliminar patógenos intra-
celulares y células malignas o apoptóticas.

Aunque una amplia variedad de biomateriales han sido utilizados para el
desarrollo de nanopartículas para liberación de vacunas, más recientemente han
sido estudiados los sistemas de nanopartículas elaboradas a partir de ácido po-
liláctico-co-glicólico (PLGA) (53), gelatina (54), ácido poli-Á-glutámico (55),
dendrímeros (36) o protamina (56) para aumentar la captación de antígenos y
sustancias inmunoestimulantes por las células dendríticas.

Las nanopartículas de PLGA han sido estudiadas ampliamente como sistemas
de liberación de fármacos, proteínas y material genético (50). Sin embargo re-
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FIGURA 9.3. Captación y procesamiento por la CPA del antígeno transportado por nanopartículas
para generar una respuesta inmunológica específica en los ganglios linfáticos.



cientes estudios han demostrado que las nanopartículas de PLGA pueden ser un
excelente vehículo para ser captado eficazmente por las células dendríticas. Na-
nopartículas de PLGA con un tamaño medio de 300 nm (57) son captadas por es-
tas células de forma importante mediante fagocitosis. Al igual que otros sistemas
basados en gelatina (58) o poli-Á-glutámico modificado (59) de similar tamaño
de partícula (300 nm y 250 nm respectivamente), la mayor captación de los sis-
temas coloidales por parte de las células dendríticas se manifiesta en su posterior
activación y maduración mediante el aumento en la expresión de moléculas co-
estimuladoras y MHC clase II en la superficie celular (51).

La incorporación de una sustancia inmunoestimulante en un sistema coloi-
dal puede ver incrementada su propia capacidad estimuladora al ser reconocida
y captada por las células dendríticas en un sistema particulado. Por ejemplo, la
encapsulación de MPLA (derivado no tóxico del LPS) en nanopartículas de
PLGA provocan una maduración de las células dendríticas mayor que el inmu-
noestimulante en solución. Por otro lado, estudios similares llevados a cabo con
nanopartículas de gelatina y gelatina cationizada elaboradas mediante desolva-
tación (54), han demostrado incrementar la capacidad inmunoestimuladora del
CpG ODN, un oligonucléotido capaz de estimular a las células dendríticas de-
bido a su interacción con el receptor TLR4. De este modo se corrobora la efi-
cacia de estos nanosistemas para ser internalizados por las células dendríticas
mejorando el efecto estimulante del CpG ODN. Se aprecia además, cómo dife-
rencias en las propiedades superficiales del sistema afectan a la internalización
y maduración de las células dendríticas tanto in vivo como in vitro, ya que las
nanopartículas elaboradas a partir de gelatina cationizada, y por tanto con un
potencial ˙ positivo, han resultado ser más eficazmente captadas que las nano-
partículas neutras.

Estudios realizados con nanopartículas de poli-Á-glutámico modificado con
aminoácidos hidrofóbicos que dan un carácter anfifílico al polímero, han de-
mostrado que la sola presencia del sistema en el medio contribuye enormemente
a la activación de las células dendríticas (55), es decir, la mayor captación del
antígeno, en este caso ovalbúmina, y posterior maduración de las células tiene
lugar independientemente de que éste se encuentre encapsulado en las nano-
partículas o como una mezcla física. Sin embargo, solamente las células den-
dríticas activadas con las nanopartículas cargadas con el antígeno han sido ca-
paces de estimular una respuesta de células T específica, lo cual se ha atribuido
a que la prolongación de la vida media del antígeno encapsulado en el interior
celular podría ser un factor determinante en la generación de una respuesta in-
mune celular.
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Así mismo, se ha determinado que las células dendríticas activadas por na-
nopartículas de PLGA presentan un importante potencial para activar a las cé-
lulas T (53), y por tanto, para inducir una respuesta inmune celular CTL debi-
do a una mayor secreción de citoquinas tipo Th1. Esta característica puede ser
especialmente beneficiosa para el desarrollo de una vacuna terapéutica dirigida
a la inmunoterapia del cáncer o de enfermedades infecciosas crónicas.

En general, independientemente de los diferentes tipos de biomateriales utili-
zados, estos vehículos de tamaño nanométrico han sido capaces de interaccionar
de forma importante con las células dendríticas, de forma que son eficazmente in-
ternalizadas dando lugar a su activación, pudiendo incluso incrementar la activi-
dad adyuvante de la sustancia inmunoestimulante asociada. Ello indica que la pre-
sentación del antígeno a las células dendríticas en forma particulada con sistemas
coloidales mejora notablemente su captación, provocando consecuentemente la ma-
duración de la célula dendrítica y la migración a los órganos linfoides secundarios
para poder iniciar una respuesta inmunológica específica. Por tanto, la liberación
intracelular del antígeno a las células dendríticas es un factor especialmente im-
portante a la hora de optimizar la respuesta inmune, siendo los sistemas de nano-
partículas poliméricas una estrategia muy adecuada para conseguir este objetivo,
que por otro lado, permitiría dirigir el antígeno hacia determinadas rutas de proce-
samiento intracelular llegando incluso a modular la respuesta inmune (60).

APLICACIÓN DE LAS NANOVACUNAS A LA INMUNIZACIÓN
POR VÍAS MUCOSAS

El gran éxito alcanzado con la vacunación oral frente a la poliomielitis, uti-
lizando una vacuna basada en el microorganismo atenuado, ha llevado a consi-
derar la vacunación a través de las vías mucosas una posible alternativa para
desarrollar sistemas de liberación sin agujas. Las posibles consecuencias de im-
plementar un sistema de este tipo serían, entre otras, la posibilidad de mejorar
la cobertura inmunológica global e incrementar el perfil de seguridad de las va-
cunas al evitar el uso de agujas y jeringas. Igualmente importante, al introducir
una forma de vacunación que no requiere inyección, se mejora la aceptación por
parte del paciente, incrementado su confianza en las campañas y calendarios de
vacunación de forma que se podría mejorar el cumplimiento en las pautas de
inmunización (61).

Los antígenos administrados en las vacunas para inmunización están com-
puestos principalmente por proteínas propias del patógeno, o por plásmidos ADN
codificadores de proteínas antigénicas, como se ha descrito previamente. Sin em-
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bargo, debido a la baja estabilidad de estas biomoléculas, especialmente en zonas
de alto contenido enzimático como el sistema digestivo, su administración se ve
restringida a las vías parenterales (subcutánea e intramuscular), para evitar su po-
sible degradación previa al efecto terapéutico. Además, al tratarse principalmente
de moléculas de elevado peso molecular y carácter hidrofílico, presentan una li-
mitada capacidad para ser transportadas a través de las barreras biológicas.

Uno de los principales objetivos en el desarrollo de nuevas tecnologías ba-
sadas en sistemas coloidales a base de biomateriales, ha sido el de mejorar la
estabilidad de macromoléculas terapéuticas (péptidos, proteínas o material ge-
nético) en los medios biológicos, así como para mejorar su transporte a través
de las barreras biológicas que imponen las diferentes vías de administración no
parenterales.

Principalmente, el tamaño nanométrico de estos sistemas favorece enorme-
mente su capacidad para superar las barreras biológicas y transportar la molé-
cula bioactiva hacia el tejido diana donde llevará a cabo su acción farmacoló-
gica. Sin embargo, no solo el tamaño de partícula es un factor relevante a la
hora de diseñar un nanovehículo para el transporte de macromoléculas a través
de vías no invasivas, sino que otras propiedades como la bioadhesividad, la es-
tabilidad en medios biológicos, su composición y propiedades superficiales, in-
fluyen de forma crucial en el éxito del nanosistema para superar las barreras
biológicas de las superficies mucosas y hacer llegar la molécula terapéutica a
su diana (62).

Una amplia variedad de nanosistemas elaborados a partir de diversos bio-
materiales, tanto de carácter hidrofóbico (PLGA, PLA, PECL) como hidrófilo
(quitosano, ácido hialurónico, alginato, glucomanano) han sido utilizados como
vehículos de macromoléculas terapéuticas a través de diferentes vías mucosas
(63). Sin embargo, aquellos sistemas basados en polímeros hidrofílicos de ori-
gen natural, como por ejemplo el quitosano (64, 65), han sido ampliamente es-
tudiados como sistemas de liberación a través de las vías mucosas, debido a que
permiten la encapsulación de macromoléculas terapéuticas mediante técnicas
más sencillas y en condiciones no agresivas que no requieren del uso de sol-
ventes orgánicos ni de la aplicación de elevada energía (p. ej. sonicación, ultra-
sonidos, etc.), y debido a su aceptable estabilidad en fluidos biológicos y ma-
yor afinidad por las superficies mucosas (62).

La vacunación a través de las vías mucosas ha atraído gran interés en los úl-
timos años debido además a la posibilidad generar una respuesta inmune especí-
fica a nivel de la superficie mucosa. Esta característica es de especial interés de-
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bido fundamentalmente a la gran ventaja que ofrece frente a la inmunización pa-
renteral a la hora de generar protección frente a patógenos que accedan al orga-
nismo utilizando esta vía de entrada, ya que con la administración parenteral del
antígeno no se llega a conseguir este tipo de respuesta a nivel de las mucosas (66).

Las superficies mucosas son altamente ricas en tejidos linfoides asociados
a mucosa (MALT), además de contar con la importante presencia de CPA en la
zona submucosa como se puede apreciar en la Figura 9.4. De esta forma, cual-
quier antígeno liberado y captado por las CPA del MALT y la submucosa, se-
ría capaz de iniciar una respuesta inmune específica tanto a nivel de la muco-
sa, mediante la secreción de IgA, como a nivel sistémico, con la aparición de
IgG en sangre (42). Con lo cual, en primer lugar se crearía una barrera defen-
siva en dicha zona para minimizar la entrada de microorganismos, al tiempo que
se podría llegar inducir una respuesta inmune sistémica duradera.

Por tanto, la elección de un sistema coloidal para mejorar el transporte de
antígenos a través de las superficies mucosas para llegar a los tejidos donde se
encuentran las CPA puede ser una buena alternativa a la liberación mediante in-
yección y para conseguir respuestas inmunitarias a nivel de la mucosa.

En general, la vía oral y la vía nasal son las más comúnmente aceptadas
para la liberación de vacunas a través de mucosas debido a su buena aceptación
por parte de los pacientes y a sus características favorables para la liberación de
antígenos.
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superficies mucosas.



ADMINISTRACIÓN DE NANOVACUNAS POR VÍA ORAL

La captación de fármacos y antígenos transportados en sistemas de libera-
ción particulados en el tracto gastrointestinal puede producirse por diversos me-
canismos: a través de las microvellosidades, los macrófagos intestinales, los pro-
pios enterocitos o el epitelio de las placas de Peyer, a través de las células M.
Sin embargo, la mayoría de las evidencias indican que la absorción, tanto de
micropartículas como nanopartículas, se produce principalmente a través de las
placas de Peyer. Los principales parámetros que afectan a la captación de siste-
mas particulados a través del epitelio de las placas de Peyer son el tamaño de
partícula, la dosis de partículas administrada, y las características superficiales
del sistema como la hidrofobicidad, la carga superficial, y la adición de ligan-
dos dirigidos específicamente hacia las células M (67). De esta forma, la mo-
dulación de estas características puede favorecer la captación de los sistemas
desarrollados por las placas de Peyer.

A día de hoy, los sistemas mejor estudiados para la liberación de vacunas
por vía oral han sido las micropartículas poliméricas, en concreto, las com-
puestas por PLA o PLGA. Es mucho menor la información que se maneja en
cuanto al uso de nanopartículas poliméricas para inducir respuestas inmunoló-
gicas tras la administración oral (45). Sin embargo, trataremos de resumir las
características de los sistemas nanoparticulados estudiados a día de hoy para la
inmunización oral.

El hecho de que este tipo de sistemas interaccionen principalmente con los
órganos linfoides asociados a la mucosa intestinal es una de las principales ven-
tajas de la administración de vacunas a través de la vía oral, ya que el antíge-
no podrá ser liberado directamente al sistema inmune presente en la mucosa in-
testinal al mismo tiempo que se protege al antígeno frente a la degradación
enzimática. Aparte, existen otras posibilidades como la liberación selectiva con
ligandos dirigidos a las células M y la incorporación de sustancias adyuvantes
para mejorar la respuesta inmune a través de esta vía. Sin embargo, en general,
se necesita de una mayor dosis de antígeno para generar una respuesta humoral
similar a la conseguida con dosis más bajas a través de otras vías como la na-
sal, utilizando el mismo vehículo, como se observa en el estudio realizado por
Jung y col. (68) con nanopartículas de PLGA modificado con PVA (polivinilal-
cohol). En este mismo estudio se comprueba además, el efecto del tamaño de
partícula tras la administración oral. Coincidiendo con las hipótesis de que el
tamaño de partícula llevado al rango nanométrico mejora el paso a través de las
barreras mucosas, las nanopartículas de menor tamaño, en este caso de 100 nm,
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han sido mejor captadas en el tracto gastrointestinal que los prototipos de ma-
yor tamaño (500 nm y > 1 µm) y consecuentemente, la respuesta inmune al-
canzada ha sido superior en el caso de las partículas de menor tamaño.

Una posible estrategia para optimizar la interacción de los sistemas coloida-
les con la mucosa gastrointestinal es mediante la incorporación de un ligando es-
pecífico, que interaccione directamente con las células M de las placas de Peyer.
Por ejemplo, nanopartículas de PLGA encapsulando el antígeno de superficie de
la hepatitis B, han sido modificadas con lectina, un ligando específico de las cé-
lulas M. Mediante microscopía confocal, Gupta y col. (69) han demostrado la in-
tensa interacción entre los nanosistemas y las células M, lo que se ve reflejado en
una mayor respuesta inmune humoral frente a la hepatitis B cuando se compara
con el mismo sistema de nanopartículas que no presenta el ligando específico.

Otra interesante estrategia para mejorar la respuesta inmune tras la inmuni-
zación oral ha sido la co-encapsulación del antígeno con un inmunoestimulan-
te. En este caso, nanopartículas de quitosano recubiertas por alginato han de-
mostrado su capacidad para ser captadas por las placas de Peyer sin mostrar
signos de toxicidad (70) pudiendo ser a priori un buen sistema candidato para
la inmunización oral. Sin embargo, ha sido necesaria la co-encapsulación del in-
munoestimulador CpG ODN con el antígeno de superficie de la hepatitis B, para
incrementar la respuesta inmune humoral y celular a través de esta vía (71). De
hecho, se observa que es un factor fundamental el que se produzca una co-li-
beración simultánea del antígeno con el agente inmunoestimulante para mejo-
rar la respuesta inmune, ya que la administración del CpG ODN en solución con
las nanopartículas no es capaz de ejercer una acción inmunoestimuladora sufi-
ciente para mejorar la respuesta inmune.

Por lo tanto, la incorporación del antígeno a un sistema de nanopartículas
poliméricas podría ser una estrategia adecuada para su liberación a nivel intes-
tinal. Sin embargo, como hemos descrito en este apartado, todavía es necesario
optimizar los sistemas desarrollados hasta ahora para conseguir un óptimo can-
didato para la liberación de vacunas a través de la vía oral.

ADMINISTRACIÓN DE NANOVACUNAS POR VÍA NASAL

Entre las diferentes posibilidades para la vacunación a través de las super-
ficies mucosas, además de la inmunización oral descrita previamente, la vía na-
sal es sin duda la opción más prometedora por los siguientes motivos, descritos
anteriormente por S.S. Davis (72):
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• Es una zona fácilmente accesible, dando lugar a una buena aceptación por
el paciente y a la posibilidad de inmunización de grandes grupos pobla-
cionales.

• Se evita el uso de agujas y jeringas.

• Reducida actividad enzimática comparada, por ejemplo, con la vía oral;
presenta un epitelio relativamente permeable y amplia superficie de ab-
sorción.

• Importante presencia del sistema inmune gracias al tejido linfoide aso-
ciado a mucosas (NALT) y la continua vigilancia de las células dendríti-
cas subepiteliales.

• Inducción de respuestas inmunes sistémicas y a nivel de la mucosa.

El principal factor a tener en cuenta durante el desarrollo de una vacuna na-
sal es que el antígeno administrado pueda llegar a los órganos linfoides inducto-
res que forman parte del NALT y a las células dendríticas que circulan en el área
submucosa (Figura 9.5). De esta forma, el antígeno podrá ser captado y procesa-
do por estas células, provocando su maduración y migración a los tejidos linfoi-
des secundarios para presentar el antígeno a las células B y T y llegar a generar
una respuesta inmune específica. Es por tanto, un factor crítico la inmunodispo-
nibilidad del antígeno liberado, es decir, es fundamental que éste llegue a las áre-
as inductoras situadas en la mucosa nasal con el fin de facilitar una interacción
inicial con las células dendríticas periféricas. Para ello, se deben superar las di-
versas barreras biológicas impuestas por la vía nasal: la degradación enzimática,
la presencia de mucus que recubre la cavidad nasal y la capa de células epitelia-
les que recubren la mucosa (35). Teniendo esto en cuenta, mediante la utilización
de un sistema de liberación adecuado se podría inducir y mejorar la respuesta in-
mune alcanzada a través de esta vía promoviendo la captación del antígeno por
la células del sistema inmune innato presentes en la zona (20).

Entre las múltiples posibilidades para la liberación del antígeno a través de la
vía nasal, diversos tipos de nanosistemas han sido estudiados para conseguir una
respuesta inmunológica a través de esta vía y que han sido recientemente revisa-
dos (35). Sin embargo, es de especial interés el uso de sistemas nanoparticulados
basados en biopolímeros como transportadores de antígenos para conseguir el ob-
jetivo final de generar una respuesta inmune protectora y prolongada a través de
la vía nasal. En concreto, aquellos basados en poliésteres (PLGA y PLA) y quito-
sano han sido los más ampliamente estudiados (44). Estos sistemas son especial-
mente prometedores debido a su demostrada capacidad para proteger las bioma-
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cromoléculas asociadas, promover la interacción y penetración a través de la mu-
cosa nasal para finalmente conseguir el efecto terapéutico sistémico (40, 73-75).

Las nanopartículas basadas en poliésteres han sido uno de los más prome-
tedores candidatos para la liberación de vacunas a través de la vía nasal. Por
ejemplo, resultados obtenidos por Jung y col. (68) indican que la aplicación na-
sal de nanopartículas de PLGA modificado con PVA reduce la dosis de toxoide
tetánico necesario para alcanzar una respuesta inmune, comparando en este caso
con la vía digestiva.

Sin embargo, importantes problemas relativos a la inestabilidad del antíge-
no encapsulado en la matriz polimérica de PLGA y el limitado transporte a tra-
vés de las superficies mucosas, ha dado lugar a una serie de modificaciones en
la estructura de los vehículos con el fin de solventar dichos inconvenientes. Las
principales modificaciones que se han llevado a cabo se relacionan con la adi-
ción de (i) sustancias estabilizadoras del antígeno y (ii) componentes hidrófilos
que mejoren la estabilidad del sistema en los fluidos biológicos y permitan una
mejor interacción con la mucosa nasal.

Con la introducción de un polímero anfifílico como el poloxamer en la es-
tructura matricial de las nanopartículas de PLGA (76), se ha conseguido pre-
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FIGURA 9.5. Representación esquemática de cómo se produce la cascada de activación de la
respuesta inmune específica tras la administración nasal de un sistema de liberación

particulado.



servar la antigenicidad del toxoide tetánico encapsulado. Siguiendo esta estra-
tegia se ha podido además asociar en nanopartículas formadas por mezclas de
PLGA con poloxamer o poloxamina, otro tipo de biomacromoléculas como plás-
midos ADN codificadores de antígeno (40). Con estos sistemas se logra que el
antígeno (β-galactosisada) se exprese a partir del material genético encapsula-
do, tanto in vitro como in vivo. La inducción de una respuesta inmunológica es-
pecífica frente a la β-galactosidasa indica que la molécula de ADN ha sido efi-
cazmente transportada a través de la mucosa nasal, lo que ha permitido que se
haya expresado el antígeno y consecuentemente, se ha logrado una respuesta in-
mune específica sistémica.

Por otro lado, se han desarrollado un tipo de nanopartículas que presentan
una estructura núcleo-corona, compuestas por un núcleo hidrofóbico de PLA
donde se encuentra el antígeno encapsulado, y una cubierta hidrofílica de po-
lietilenglicol (PEG), con el fin de mejorar la estabilidad del sistema en los flui-
dos biológicos al mismo tiempo que se mejora la interacción con el epitelio na-
sal (77). Este tipo de sistema ha demostrado ser un vehículo muy adecuado para
la liberación tanto de antígenos como de plásmidos ADN codificadores de an-
tígeno a través de la mucosa nasal y llegar a conseguir niveles importantes de
IgG específica frente al toxoide tetánico y la β-galactosidasa, respectivamente
(78). Una característica interesante de este sistema es que mediante la modifi-
cación del tamaño de partícula y la densidad de la cubierta hidrofílica de PEG,
se puede optimizar la interacción con la mucosa nasal para incrementar el trans-
porte de la molécula asociada a través de esta vía de administración (79).

La modificación de la superficie de nanopartículas de PLGA con un polí-
mero hidrofílico, como el quitosano, también se ha llevado cabo con la finali-
dad de incrementar la interacción con la mucosa nasal, debido fundamentalmente
a las propiedades bioadhesivas de este polisacárido. En los estudios de biodis-
tribución (75) que se han llevado a cabo tras el marcaje del toxoide tetánico con
un radioisótopo, se puede observar una mayor presencia del toxoide en circula-
ción sistémica cuando se administran las nanopartículas recubiertas con quito-
sano por la vía nasal comparadas con las nanopartículas sin cubierta. Este re-
sultado indica la eficacia de la modificación superficial de las nanopartículas de
PLGA con un polímero bioadhesivo para incrementar la interacción del sistema
con la mucosa nasal.

Otros sistemas basados en un núcleo hidrofóbico con cubierta de quitosa-
no han sido desarrollados por Nagamoto y col. (38) para la inmunización nasal.
En este caso, el sistema consiste en una nanoemulsión, cuyos glóbulos oleosos
están formados por aceite de soja estabilizados con lecitina y posteriormente re-
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cubiertos por quitosano. Tras la inmunización nasal con partículas que presen-
tan diversos tamaños, los niveles de IgG alcanzados frente a la ovalbúmina aso-
ciada al sistema, concluyen que este parámetro no afecta a la respuesta inmune
sistémica. Sin embargo, de forma paralela se ha evaluado el comportamiento de
las nanopartículas compuestas únicamente por quitosano bajo las mismas con-
diciones. En este caso se aprecia como las nanopartículas más pequeñas, de 400
nm, consiguen una mejor respuesta inmune a través de la vía nasal que aque-
llas de tamaño superior (1 µm), siendo incluso mayores que la nanoemulsión
recubierta. A la vista de estos resultados, los autores llegan a concluir que a pe-
sar de los importantes niveles de IgG alcanzados con la emulsión recubierta por
quitosano, las nanopartículas compuestas únicamente por el polisacárido favo-
recen en mayor medida el transporte del antígeno a través de la mucosa nasal
generando una respuesta inmune sistémica mayor.

Con la idea de evaluar los posibles factores que afectan a la eficacia de las
nanopartículas de quitosano como sistemas de liberación de antígeno, se ha es-
tudiado el comportamiento de diversos sistemas elaborados mediante gelifica-
ción iónica a partir de quitosano de diferente peso molecular (80). Con los di-
ferentes sistemas evaluados, se consigue una respuesta inmune prolongada frente
al toxoide tetánico que se incrementa con el tiempo, lo que demuestra que las
nanopartículas de quitosano son capaces de facilitar la liberación del antígeno
a las CPA a través de la mucosa nasal y generar una importante respuesta in-
mune específica. Al mismo tiempo se aprecian ciertas diferencias relacionadas
con el peso molecular del quitosano que se ha utilizado en cada formulación
testada, de forma que tanto los niveles de IgG e IgA han sido significativamente
mayores cuando el quitosano presenta un peso molecular superior.

Por otro lado, se han llevado a cabo modificaciones en la molécula de qui-
tosano con la idea de tratar de solventar los inconvenientes asociados a la baja
solubilidad del quitosano a pH fisiológico al no encontrarse en su forma com-
pletamente protonizada y la disminución de sus propiedades como promotor de
la absorción. La modificación más estudiada, y que ya ha sido utilizada para la
elaboración de nanopartículas para la liberación mucosa de antígeno, ha sido la
adición parcial de grupos metileno en los residuos amina de la molécula de qui-
tosano. El polímero resultante, N-trimetil quitosano (TMC), presenta buena so-
lubilidad en un amplio rango de pH manteniendo las propiedades bioadhesivas
del quitosano, al mismo tiempo que permite la preparación de nanopartículas
mediante gelificación iónica. Las nanopartículas elaboradas a partir de este de-
rivado del quitosano, han sido evaluadas como vehículos para la inmunización
nasal frente a influenza en ratones (81). Se han conseguido con este sistema, ni-
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veles importantes de IgG sérica y una fuerte inhibición de la hemaglutinación,
junto con niveles significativos de IgA detectados en los lavados nasales, com-
parados con los alcanzados con el antígeno solo o mezclado en una solución de
polímero. Estos resultados se han atribuido principalmente a las propiedades mu-
coadhesivas del polímero que permiten una exposición más prolongada del an-
tígeno, así como a la naturaleza particulada del sistema que mejora el acceso al
NALT y a los ganglios linfáticos.

Por lo tanto, el uso de sistemas de liberación nanométricos basados en bio-
materiales, han demostrado que pueden mejorar la respuesta inmune frente al
antígeno que transportan cuando se administran a través de una vía no invasi-
va, como es la vía nasal. Los resultados obtenidos hasta hoy con los diferentes
nanosistemas evaluados han sido muy prometedores, y se ha demostrado que
modificaciones en la estructura de los nanosistemas que lleven a incrementar su
estabilidad y/o la interacción con la mucosa nasal favorecen de forma impor-
tante el éxito del sistema para alcanzar respuestas inmunes específicas impor-
tantes, tanto sistémicas como a nivel de la mucosa.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVA FUTURA

En los últimos años el uso de sistemas de liberación de antígenos ha gene-
rado gran interés para el desarrollo de nuevas vacunas. Como hemos descrito
previamente, el diseño de nuevas formulaciones para mejorar la efectividad de
las vacunas ya existentes, supone una estrategia altamente interesante para am-
pliar la cobertura inmunológica en la población.

La utilización de sistemas de liberación de tamaño nanométrico ha supues-
to un nuevo avance en la evolución de las vacunas. El papel de las nanotecno-
logías en el diseño de nuevas vacunas tiene especial protagonismo cuando se
pretende incrementar la interacción del antígeno transportado con las células del
sistema inmune innato, pero es igualmente interesante la mejora del transporte
de antígenos a través de las superficies mucosas. Efectivamente, las nanopartí-
culas elaboradas a partir de biomateriales han sido ampliamente estudiadas en
los últimos tiempos como vehículos de biomacromoléculas para su administra-
ción a través de vías no invasivas, como la vía oral y la nasal. De hecho, están
demostrando su capacidad para interaccionar con la mucosa y las células in-
munocompetentes de los tejidos linfoides asociados a mucosas para lograr res-
puestas inmunitarias a nivel sistémico, pero también, generando protección in-
munológica a nivel de la mucosa, como avalan los recientes estudios aquí
descritos.
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Aunque quedan todavía muchos retos por alcanzar en cuanto al diseño de
sistemas coloidales para la liberación de vacunas, se pueden llegar conseguir
nuevas y mejoradas vacunas mediante un diseño racional proporcionado por el
conocimiento multidisciplinar, gracias a los grandes avances en la identificación
de dianas inmunológicas y el creciente desarrollo de las nanotecnologías como
alternativa para la liberación de vacunas.
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10. Otras aplicaciones farmacoterapéuticas
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Este heterogéneo capítulo está dividido en varias secciones. En la primera
sección se considera el uso de la nanotecnología para el tratamiento de enfer-
medades infecciosas causadas por hongos, parásitos, bacterias y virus. En la se-
gunda sección se revisa el uso de estas tecnologías para el tratamiento de en-
fermedades metabólicas, principalmente la diabetes tipo I y la osteoporosis.
Finalmente, en la última parte del este capítulo se recogen algunos trabajos so-
bre el potencial de las nanopartículas en el tratamiento de enfermedades au-
toinmunes, la inflamación y el alivio del dolor.

APLICACIÓN DE LA NANOTECNOLOGÍA EN ENFERMEDADES 
INFECCIOSAS

Aunque en el último siglo se han realizado importantes progresos en el con-
trol de las enfermedades infecciosas, estas representan todavía un problema im-
portante de salud pública que sigue necesitando, de manera urgente, nuevos tra-
tamientos alternativos.

Las causas de las infecciones son múltiples y la búsqueda de nuevas molécu-
las y tratamientos es complicado. Todo ello es debido a numerosos factores entre
los que destaca la constante modificación de los patógenos y la aparición de meca-
nismos de resistencia. Otro factor importante es el creciente número de individuos
inmunocomprometidos entre los pacientes que requieren este tipo de tratamientos.
Este fenómeno está asociado al envejecimiento de la población, el aumento del nú-
mero de pacientes infectados por el virus de inmunodeficiencia humana (VIH) y al
incremento en el número de pacientes tratados con terapias inmunosupresoras.
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Dentro de los diferentes tipos de infecciones, aquellas causadas por pató-
genos intracelulares son las más dificultosas de erradicar. En realidad los mi-
croorganismos han desarrollado diferentes estrategias para su supervivencia en
el interior de la célula huésped, destacando los siguientes: (i) inhibición de la
fusión entre fagosomas y lisosomas, (ii) resistencia al ataque de las enzimas li-
sosomales, agentes oxigenados y defensinas de los macrófagos o células hués-
ped, o (iii) escape desde el fagosoma al citoplasma. Dentro del grupo de los mi-
croorganismos intracelulares obligados destacan Legionella pneumophila,
Toxoplasma gondii o Clamidia trachomatis. Igualmente, ciertos patógenos in-
tracelulares facultativos como Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Myco-
bacterium tuberculosis o Brucella melitensis, también, son un problema signi-
ficativo.

Muchos de estos patógenos intracelulares son capaces de infectar los ma-
crófagos (y otras células del sistema inmune), utilizándolas como reservorios
para patógenos capaces de colonizar otros tejidos o células dando lugar a in-
fecciones recurrentes. En pacientes inmunocomprometidos, ciertas infecciones
oportunistas causadas por Salmonella spp. o por micobacterias atípicas son mu-
cho más frecuentes. Así, en pacientes infectados con VIH la incidencia de sal-
monelosis (principalmente debida a S. typhimurium) es entre 15 y 100 veces
mayor que en pacientes sanos. Otro tipo de infecciones muy frecuentes son las
causadas por el complejo M. avium-M. intracellulare que dan lugar a las infec-
ciones oportunísticas pulmonares no tuberculosas más frecuentes en pacientes
con el sistema inmune debilitado (1).

Por lo que respecta a los fármacos antiinfecciosos, algunos de ellos son ex-
tremadamente irritantes y tóxicos y existe un gran interés en encontrar nuevos
caminos para formularlos de manera más segura y eficaz (2-5). Por otra parte,
estas moléculas activas necesitan alcanzar el nivel celular/subcelular donde los
patógenos están escondidos y, desgraciadamente, esto suele ser bastante com-
plicado (6, 7). Además, otra dificultad añadida a la terapia antiinfecciosa es que
algunos patógenos son quiescentes o durmientes. Estos microorganismos están
presentes en un estado reversible y pueden persistir durante largos periodos sin
dividirse bajo una forma viable pero no «cultivable» (8). En ese caso, las dia-
nas de los fármacos están expresadas en pequeño número y la permeabilidad ce-
lular está alterada, influenciando su susceptibilidad a estos agentes (9).

En cualquier caso, la nanotecnología puede ser una herramienta adecuada
para el tratamiento de las enfermedades infecciosas. Es bien conocido que las
nanopartículas (poliméricas, lipídicas, liposomas, etc.) al ser administradas por
vía intravenosa se concentran preferentemente en órganos con alta capacidad
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fagocítica y en monocitos circulantes (10, 11). En realidad, una vez en sangre,
ciertas proteínas plasmáticas (opsoninas) son capaces de interaccionar y ad-
sorberse sobre la superficie de las nanopartículas. Este fenómeno, facilita su
reconocimiento por las células del sistema monocito-macrofágico o sistema fa-
gocítico mononuclear (MPS). Por ello, las partículas submicrónicas se acumu-
lan en el hígado (principalmente en las células de Kuppfer), el bazo y la mé-
dula ósea. De todas formas, tanto la captación como su concentración en estas
células son dependientes de las propiedades físico-químicas de las nanopartí-
culas. Aquellas con tamaños inferiores a 100 nm o recubiertas con moléculas
hidrofílicas (polietilenglicoles, dextranos, etc…) sufren un menor grado de op-
sonización. Por ello, el tiempo de circulación en sangre de estas formas de do-
sificación es mucho mayor, permitiendo que puedan alcanzar otros lugares del
organismo.

La Figura 10.1 resume las ventajas generales que puede aportar la nano-
tecnología en la formulación de este tipo de los fármacos antiinfecciosos.

Infecciones parasitarias y por hongos

En la actualidad, las infecciones fúngicas no son las de mayor prevalencia
dentro de la práctica hospitalaria, pero sí son las de mayor tasa de morbilidad
y mortalidad en los receptores de un transplante de órgano sólido o en aquellos
pacientes inmunocomprometidos debido a terapias agresivas, tratamientos on-
cológicos o infecciones por VIH. El tratamiento de estas infecciones presenta
además un gran número de complicaciones, reintervenciones y fracasos tera-
péuticos.

Por otra parte, la utilización de nanotecnologías para la administración sis-
témica de antiinfecciosos frente a parásitos responsables de infecciones severas
tales como leishmaniasis visceral, candidiosis o malaria ha sido propuesta como
una estrategia interesante para aumentar la eficacia de estos fármacos (14-19).
En general tanto los liposomas como las nanopartículas lipídicas o poliméricas
han demostrado una capacidad superior al fármaco libre para el tratamiento de
este tipo de infecciones.

La Tabla 10.1 resume algunos de los trabajos que recogen la utilización de
nanosistemas para la administración intravenosa de antifúngicos. En muchos
ejemplos, la toxicidad del fármaco se ve fuertemente reducida mientras que en
otros casos también se observan incrementos muy importantes en la eficacia del
tratamiento.
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La primera nanomedicina puesta en el mercado para el tratamiento de infeccio-
nes fúngicas severas fue Ambisome® (NeXstar, hoy en día Gilead). Esta formulación
de anfotericina B liposomal permitía reducir entre 50 y 70 veces la toxicidad del an-
tifúngico observada con la formulación tradicional (asociación de desoxicolato y an-
tifúngico) (32). Como consecuencia de esta drástica reducción de la toxicidad, la can-
tidad de anfotericina B que se puede administrar a un paciente se ve aumentada 5
veces. El éxito de esta formulación se relacionó con la capacidad de los liposomas
por alcanzar y concentrarse en las células del sistema monocito-macrofágico. Sin em-
bargo, el pequeño tamaño de estos liposomas (< 100 nm) también favorecía que una
porción importante de la dosis inyectada escapara al aclaramiento inmediato por par-
te de los macrófagos del hígado y del bazo. Por ello, estos liposomas con anfoteri-
cina B pueden viajar a través del torrente sanguíneo durante un periodo de tiempo
prolongado y, así, acceder a otros tejidos infectados como pueden ser los pulmones,
el hígado, los riñones y el cerebro. Como consecuencia de ello, la formulación es
efectiva frente a microorganismos fagocitados y no fagocitados (33).
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FIGURA 10.1. Representación esquemática de cómo las nanopartículas pueden aumentar la
concentración intracelular de antibióticos, antifúngicos y/o antivirales. Los tres mayores problemas
identificados: pobre penetración o difusión intracelular (incluido difusión a los lisosomas),
inactivación del fármaco por el pH ácido lisosomal y, dependiendo de sus características fisico-
químicas, rápida difusión o mecanismos de entrada-salida desde componentes intracelulares. Las
nanopartículas podrían resolver estos problemas mediante un incremento de la captura intracelular
(ej., mediante endocitosis) y/o permitiendo que el principio activo difunda libremente dentro de la

célula (ej. mediante mecanismo de fusión de los lisosomas) [adaptada de 12, 13].
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TABLA 10.1. Utilización de liposomas y nanopartículas como vehículos para 
el tratamiento de infecciones fúngicas.

Formulación Fármaco Modelo Infección Resultado
Referencia experimental

Liposomas Anfotericina B Ratón Cryptococcus Aumento de la tasa de supervivencia
20 neoformans y menor cantidad de células viables

que controles

Liposomas Anfotericina B Ratón Histoplasma capsulatum • Disminución de la toxicidad aguda
21 • Dosis máxima tolerable 9 veces

mayor que control

Ambisome® Anfotericina B Ratón Varios Efectivo en infecciones intracelulares
22 (leishmaniasis, histoplasmosis)

y extracelulares (candidiosis, aspergilosis)

Liposomas Complejo Ratón • Cryptococcosis neoformans Reducción de la toxicidad al utilizar
23 anfotericina B: complejos con HPCD o SBECD 

ciclodextrinas • Aspergillus fumigatus

Liposomas Menos efectivo frente a 
pegilados Anfotericina B Ratón Candida albicans infección experimental

24

Liposomas
funcionalizados Anfotericina B Rata — Acumulación del fármaco en higado y bazo

con PAM

Liposomas
funcionalizados

con OPM Acumulación del fármaco en pulmón
25

Nanoesferas P Anfotericina B Ratón Candida albicans Actividad menor que fármaco libre
26 pero menor toxicidad

Nanoesferas En perro, niveles plasmáticos 
lipídicas Anfotericina B Varios Candida albicans 3 veces superior a Ambisome

27 En rata, buena eficacia antifúngica

Liposomas Nistatina Ratón Aspergillus spp. Disminución toxicidad hemolítica
28; 29 y aumento eficacia

Liposomas Nistatina Conejo Aspergillus fumigatus Aumento eficacia frente aspergillosis 
30 diseminada

Liposoma Nistatina Ratón Crytococcus Aumento eficacia
31 neoformans

PAM: p-aminofenil-manopiranosido; OPM: O-palmitoil-manano; PEC: poli(epsilon-caprolactona); HPCD: hidroxipropil-beta-ciclodextrina; SBECD:
sulfobutileter-beta-ciclodextrina.



Ambisome, aparte de ser utilizado en el tratamiento específico de micosis
sistémicas graves, ha demostrado en los últimos años una gran actividad para el
tratamiento de la leishmaniasis visceral (16). El mayor problema de Ambisome
sigue siendo su coste (estimado en 2004 en unos 16.000-20.000 euros/mes fren-
te a 127 euros para la formulación convencional) (34, 35). En cualquier caso,
existen varios estudios que demuestran que el coste en la adquisición del fár-
maco se ve justificado debido a la disminución de los gastos derivados de los
efectos adversos asociados al uso de la presentación convencional de anfoteri-
cina B (36, 37). Así, en un estudio con pacientes sometidos a transplante hepá-
tico, se ha demostrado que Ambisome ofrece una menor incidencia de infec-
ciones fúngicas invasoras (Candida spp. o Aspergillus spp.) que el tratamiento
convencional (del 6% frente al 17%) (37); incluso cuando Ambisome se admi-
nistra por nebulización en la profilaxis de aspergillosis en los receptores de un
transplante pulmonar (38). Desde un punto de vista farmacoeconómico, se com-
paró la utilización de anfotericina B liposomal frente a anfotericina B conven-
cional en el tratamiento empírico de fiebre persistente en pacientes neutropéni-
cos (39). El coste de hospitalización por paciente a lo largo de toda la estancia
fue inferior en aquellos individuos tratados con la especialidad liposomal fren-
te a la anfotericina convencional. Este resultado ha sido atribuido a la menor in-
cidencia de nefrotoxicidad observada con la anfotericina B liposomal.

En cualquier caso, y debido a este problema económico, se han hecho con-
siderables esfuerzos para desarrollar formulaciones alternativas con menores
precios. En este contexto, se propuso una nueva formulación lipídica de anfo-
tericina B (Abelcet®) que presentaba una cantidad de lípidos 3 veces inferior a
la incluida en Ambisome. Esta formulación, aunque sensiblemente más barata
que Ambisome, es ligeramente peor en términos de eficacia.

Por otra parte, Larabi y colaboradores demostraron que unos nanodiscos li-
pídicos conteniendo anfotericina B (diámetro de 250 nm y 3 nm de espesor) se
podían obtener con una composición en lípidos muy parecida a la de Abelcet
pero modificando el método de preparación. Estos nanodiscos, aunque menos
activos que Ambisome, parecen más eficientes que Abelcet para reducir la in-
fección por Leishmania donovani en un modelo murino de leishmaniasis visce-
ral (40).

Las nanopartículas poliméricas, en principio más baratas que las mezclas li-
pídicas, también se han desarrollado como vehículos para anfotericina B (41, 42).
En estos trabajos se demostró que tanto nanoesferas de poli(épsilon-caprolactona)
como micelas mixtas con Pluronic F68 podían incorporar de manera eficiente an-
fotericina B. Además, la asociación de anfotericina B en nanoesferas de poli(ép-
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silon-caprolactona) permite aumentar de manera significativo la eficacia del anti-
fúngico frente a amastigotes de Leishmania donovani (43). De la misma manera,
utilizando promastigotes de Leishmania donovani resistente a anfotericina B, se
pudo observar una reversión de dicha resistencia al utilizar micelas mixtas entre
Pluronic F68 y el antifúngico (44). Por último, estas formulaciones fueron eva-
luadas para testar su eficacia terapéutica en un modelo de candidiosis experimental
en ratones neutropénicos (26). De igual forma a lo observado con Ambisome, la
formulación de nanoesferas disminuía la actividad antifúngica del fármaco libre
pero, en paralelo, permitía reducir de forma importante la toxicidad renal de an-
fotericina B y permitiría administrar mayores concentraciones del polieno.

Otros fármacos utilizados para el tratamiento de la leishmaniasis también
han sido incorporados en vehículos submicrónicos. Así, nanopartículas de
poli(hexilcianoacrilato) conteniendo primaquina aumentaban más de veinte ve-
ces la actividad del fármaco libre frente a L. donovani (45). De la misma for-
ma, en diferentes especies animales con infección aguda, los niosomas conte-
niendo estibogluconato sódico son más efectivos eliminado el parásito del
hígado, bazo y médula ósea que Ambisome o Abecet y ofrecen elevados nive-
les tisulares del fármaco durante largos periodos de tiempo (46, 47). Igualmen-
te, la encapsulación de amarogentina encapsulada en liposomas o en niosomas
aumenta la eliminación del parásito de los bazos de hamsters infectados de for-
ma experimental (48). Por otra parte, la toxicidad de andrografólido (49) y de-
hidroemetina (50) (utilizados en el tratamiento de la leishmaniasis) se reduce
drásticamente tras su incorporación en liposomas o nanoesferas, respectiva-
mente. En otro interesante estudio se pudo demostrar como la incorporación de
arjunglucosido en nanogeles hidrofílicos o en nanoesferas de ácido poliláctico
(PLA) permitía reducir de forma importante la hepatotoxicidad y neurotoxici-
dad del fármaco libre. En paralelo, estas formulaciones mostraban una activi-
dad similar en un modelo experimental de leishmaniasis, caracterizada por una
reducción de la carga parasitaria del bazo cercana al 80%; mientras, para el fár-
maco libre esta reducción era de solamente el 38% (51).

En el caso de malaria, la situación es diferente. En este caso, el parásito se
localiza en los glóbulos rojos. Por ello, la nanotecnología usada para reducir la
toxicidad de los principios activos necesita bien permanecer en el torrente san-
guíneo o interaccionar con los glóbulos rojos infectados. Unos pocos estudios
han considerado la administración de antipalúdicos con liposomas capaces de
interaccionar específicamente con glóbulos rojos infectados. Para ello, el «an-
claje» de los liposomas a estás células tiene lugar mediante la utilización de
fragmento F(ab´) que se demostró muy efectivo para controlar la parasitosis.
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Los liposomas conteniendo cloroquina fueron incluso capaces de curar infec-
ciones resistentes a este fármaco (19).

Liposomas pegilados y nanocápsulas parecen también superiores al principio
activo libre para tratar la malaria (52, 53). Así, por ejemplo, varias formulaciones
de halofantrina encapsulada en nanocápsulas fueron evaluadas en ratones infecta-
dos con Plasmodium berghei (52). La formulación de nanocápsulas se reveló supe-
rior a la formulación convencional de halofantrina ya que el uso de estas nanopar-
tículas permitía enmascarar los efectos tóxicos del fármaco. Los resultados
farmacocinéticos mostraron que la formulación de nanocápsulas, especialmente las
formulaciones pegiladas, permitían perfiles plasmáticos de halofantrina más favo-
rables. Además, el AUC de halofantrina en plasma fue 6 veces superior con la for-
mulación de nanocápsulas comparadas con la solución. Más recientemente, utili-
zando nanoesferas de Gantrez AN conteniendo cloroquina, se ha demostrado
incrementos importantes de su biodisponibilidad oral en ratones. Así, estas nano-
partículas fueron capaces de multiplicar por 3 la biodisponibilidad oral de este fár-
maco (comparado con formulaciones convencionales) y permitir niveles plasmáti-
cos efectivos durante al menos 3 días (datos no publicados).

Por otra parte, y debido a la localización de los parásitos, el uso de ligandos
específicos en la superficie de nanopartículas o la pegilación de las mismas pue-
de ser interesante para aumentar la actividad y eficacia de estos sistemas. En el
caso de lso ligandos capaces de reconocer de manera específica algún receptor de
la superficie celular, se han propuesto manosa (54), péptidos (tuftsina) y anti-
cuerpos. Así, la utilización de liposomas funcionalizados con tuftsina ha permiti-
da aumentar la eficacia de estibogluconato sódico (55, 56) y anfotericina B (56,
57). Por otra parte, los inmunoliposomas (resultantes tras la asociación de anti-
cuerpos a la superficie de liposomas) favorecen el acceso de los principios acti-
vos a la médula ósea, el tracto gastrointestinal y la piel; órganos que suelen ac-
tuar de reservorio para algunos de estos patógenos y causantes de las recaídas (58,
59). Por lo que respecta a la pegilación, los sistemas «stealth» o furtivos también
pueden ser interesantes para incrementar las concentraciones de antifúngicos en
pulmón y riñón. Sin embargo, los resultados obtenidos tras la administración de
diferentes formulaciones de liposomas pegilados conteniendo anfotericina B en
ratones infectados neutropénicos no han sido concluyentes (24, 53).

Infecciones bacterianas

Las nanotecnologías ofrecen también una serie de ventajas interesantes
para la administración de antibióticos en infecciones causadas por bacterias.

JUAN M. IRACHE

352



En general, la encapsulación de antibióticos en liposomas o en nanopartícu-
las aumenta la dosis máxima tolerada y el índice terapéutico de estos fár-
macos en comparación con las formas farmacéuticas convencionales. Esto
puede explicarse por una modificación del perfil farmacocinético del anti-
biótico cuando está encapsulado y por una modificación de su distribución
en el organismo.

Infecciones debidas a micobacterias

Las infecciones debidas a micobacterias son un problema sanitario im-
portante ya que estos microorganismos son responsables de numerosas en-
fermedades, como la tuberculosis, así como de algunas de las infecciones
oportunistas que más afectan a los pacientes inmunodeprimidos. La tubercu-
losis, causada por M. tuberculosis, es una infección pulmonar común, endé-
mica en algunas regiones. Su incidencia ha aumentado recientemente, ya que
está frecuentemente asociada al VIH. Por otra parte el complejo M. avium -
M. intracellulare (MAC) es la principal causa de complicaciones en pacien-
tes inmunodeprimidos (60, 61).

En general, los aminoglicósidos son eficaces frente a las infecciones
causadas por micobacterias. Sin embargo, estos presentan una baja capaci-
dad para atravesar las membranas celulares e importantes efectos secunda-
rios, como nefrotoxicidad y ototoxicidad (62). La encapsulación de estos
antibióticos en liposomas ha mostrado, en general, un aumento importante
de su eficacia terapéutica tanto in vitro como in vivo. Así por ejemplo, en
una formulación liposomal de amikacina (denominada Mikasome®, Gilead),
el antibiótico fue entre 2 y 6 veces más activo que el principio activo libre
y que la estreptomicina en un modelo agudo de tuberculosis en ratón (63).
Además se ha demostrado que esta formulación permite prolongar los ni-
veles de antibiótico en plasma, aumentando la eficacia del mismo frente a
infecciones por Mycobacterium spp., Kleibsella spp. y Pseudomonas spp
(64). En modelos animales infectados con el complejo Mycobacterium
avium-intracellulare, amikacina liposomal permitió reducir en 3 logaritmos
(1.000 veces) el número de bacterias viables en hígado, bazo y, en menor
medida, en pulmones, comparados con el control no tratado (64-66). Re-
sultados similares han sido descritos por otros autores con formulaciones
de amikacina liposomal de composición semejante a la descrita anterior-
mente (67, 68).
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Liposomas conteniendo estreptomicina también permitieron prolongar la su-
pervivencia de ratones infectados con Mycobacterium spp. y producir una inhi-
bición significativa del crecimiento bacteriano en el hígado y en el bazo, pero
no en los pulmones (69, 70). La ausencia de concentración del antibiótico en
los pulmones parece ser debido a que los liposomas empleados presentaban una
carga superficial neutra que favorecería una mayor circulación en el torrente cir-
culatorio que, por ejemplo, los liposomas catiónicos que tienden a concentrarse
en estos órganos.

Sin embargo, en algunas infecciones experimentales por micobacterias,
el efecto superior de los liposomas también ha sido observado en los pul-
mones. Así, la eficacia de kanamicina liposomal (71) o de estreptomicina li-
posomal (72) fue significativamente mayor a la obtenida con el fármaco li-
bre. Igualmente, gentamicina encapsulada en liposomas de fosfatidilcolina
reducía en 3 logaritmos el número de bacterias viables en los pulmones de
ratones infectados con Kleibsiella pneumoniae y aumentaba el tiempo de su-
pervivencia hasta más de 15 días, comparados con los 8 días obtenidos con
el principio activo libre (73). La Tabla 10.2 recoge algunos ejemplos de uti-
lización de nanotecnologías en el tratamiento de infecciones causadas por
micobacterias.

En general, se puede afirmar que estas nanomedicinas presentan resulta-
dos bastante prometedores. Sin embargo, muchos de los datos obtenidos con
estas nuevas formulaciones se han realizado con animales sanos (con el siste-
ma inmune intacto y con bacterias altamente susceptibles a los antibióticos); a
pesar de que en la práctica clínica los tratamientos son administrados a pa-
cientes con el sistema inmune afectado o que han sido infectados por microo-
ganismos con baja susceptibilidad a los antibióticos empleados. En cualquier
caso, la erradicación completa de los patógenos localizados en pulmón es bas-
tante difícil y así se demostró al realizar ensayos clínicos con Mikasome des-
tinados a tratar pacientes infectados con tuberculosis. Estos ensayos fallaron ya
que el antibiótico era liberado en macrófagos que se encontraban relativamen-
te lejos de los bacilos extracelulares y de aquellos localizados en los focos de
necrosis caseosa en la infección humana (63). En el caso del tratamiento de la
tuberculosis, es bien conocido que concentrar el antibiótico en los lugares don-
de se localizan los bacilos extracelulares sigue siendo un desafío y un proble-
ma importante a resolver (79).
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Por todo ello, en los últimos años se están haciendo grandes esfuerzos para
desarrollar liposomas y nanopartículas para la administración pulmonar me-
diante inhalación de antibióticos (80-82); aunque quedan algunos problemas por
resolver como la deposición homogénea en los pulmones de la formulación in-
halada.

Salmonelosis

Las bacterias del género Salmonella son parásitos intracelulares facultati-
vos y causan salmonelosis y fiebres tifoideas. Los antibióticos efectivos contra
este tipo de bacterias presentan baja penetración celular y diferentes efectos se-
cundarios.

Ampicilina encapsulada en liposomas fue más efectiva que el fármaco li-
bre en un modelo ratón utilizando Salmonella typhimurium (83). A dosis única
de ampicilina (0,8 mg) encapsulada en liposomas se obtuvo una tasa de protec-
ción del 60% de los ratones durante 2 meses. La administración de 3 dosis de
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TABLA 10.2. Ejemplos de utilización de nanotecnologías en el tratamiento
de infecciones causadas por micobacterias.

Formulación Fármaco Modelo Infección ResultadoReferencia experimental

Liposomas Claritromicina Macrófagos Mycobacterium Reducción del 
Ofloxacino humanos avium - M. número de UFCs en 

74 intracellulare macrófagos infectados 

Liposomas Esparfloxacino Macrófagos Mycobacterium Concentración del 
J774 avium - M. fármaco en hígado

75 intracellulare y bazo

Liposomas Isoniazida Ratón Mycobacterium • Liberación controlada del fármaco
pegilados Rifampicina tuberculosis

76 • Reducción de la toxicidad del fármaco

Liposomas Claritromicina Ratón M. avium Inhibición del crecimiento de
Liposomas Ciprofloxacino la bacteria en el modelo de 

77 o tuberculosis experimental

Dextrano Norfloxacino Ratón Mycobacterium Reducción del número de UFCs 
manosilado bovis en los pulmones de los ratones

78 infectados 

UFCs: Unidades formadoras de colonias.



0,8 mg de ampicilina liposomal fue ligeramente más efectiva. Este incremento
en la eficacia terapéutica de la ampicilina liposomal se atribuyó a la concentra-
ción del antibiótico en las células del sistema monocito-macrofágico tras su ad-
ministración por vía intravenosa. Sin embargo, cualquiera que fuese la dosis, los
tratamientos no eliminaban por completo la presencia de bacterias en hígado o
bazo, quedando aproximadamente 102 UFC/órgano en los ratones supervivien-
tes. En otro interesante trabajo, la encapsulación de ampicilina en nanopartícu-
las de poli(isobutilcianoacrilato) aumentó alrededor de 120 veces la eficacia del
antibiótico en el modelo anterior de infección experimental aguda de Salmone-
lla typhimurium de ratón. En este caso, el 100% de los ratones tratados con una
única dosis de nanopartículas sobrevivió, mientras que los animales no tratados
morían tras 10 días. Esta elevada actividad fue explicada por una completa es-
terilización de los órganos donde la bacteria intracelular se localizaba (83-85).
Aunque no existe un gran número de experiencias en las cuales se hayan reali-
zado una comparativa de la eficacia ofertada por los diferentes sistemas submi-
crónicos, las nanopartículas parecen más eficaces que los niosomas y, estos a su
vez, más eficientes que los liposomas (86). Esta superioridad de las nanopartí-
culas puede ser explicada por su mayor estabilidad en los medios biológicos.

En otro trabajo también se demostró la eficacia de liposomas para incluir
estreptomicina y tratar infecciones por Salmonella enteritidis (87), utilizando ra-
tones C57BL/6. En este modelo estos liposomas suprimieron la multiplicación
bacteriana y prolongaron la tasa de supervivencia de los animales hasta 55 días
tras la administración de solamente dos dosis.

Por otra parte, liposomas de gentamicina fueron adecuados para tratar de
manera satisfactoria infecciones diseminadas de Salmonella dublin en ratones
BALB/c (88). En este caso, todos los animales sobrevivieron tras una única ad-
ministración de 20 mg gentamicina/kg, mientras que la misma dosis del fárma-
co libre era totalmente ineficaz. Además, los bazos se encontraron «estériles»,
aunque un pequeño número de bacterias viables se pudo cuantificar en los nó-
dulos linfáticos mesentéricos y en placas de Peyer. En un estudio parecido, gen-
tamicina liposomal a una dosis de 10 mg/kg mostró una elevada eficiencia pro-
filáctica y una gran actividad terapéutica en una infección experimental con
Salmonella typhimurium en un modelo murino (89).

La eficacia de liposomas encapsulando ciprofloxacino fue estudiado en ra-
tones BALB/c infectados con Salmonella Dublín (90). El tratamiento con ci-
profloxacino liposomal disminuía el número de bacterias viables en bazo, nó-
dulos linfáticos y placas de Peyer, indicando que el antibiótico se distribuía a
todas las áreas de inflamación y no solamente a los órganos principales del sis-

JUAN M. IRACHE

356



tema retículoendotelial. En una infección sistémica de Salmonella typhimurium
en ratones, ciprofloxacino liposomal administrado a 20 mg/kg disminuía entre
3 y 4 logaritmos el número de bacterias viables en hígado y bazo (91). Igual-
mente se observaba una reducción del número de bacterias en pulmón y riñón.
Cuando la formulación era administrada por vía pulmonar, la retención de ci-
profloxacino en este órgano era también significativamente mayor (91).

Listeriosis

Lysteria monocytogenes es un parásito intracelular facultativo capaz de cau-
sar meningitis y septicemia. La encapsulación de ampicilina en liposomas mul-
tiplicó por 90 su eficacia en ratones infectados con Leysteria monocytogenes
(92). Este fenómeno es debido a que la ampicilina liposomal disminuye la su-
pervivencia de este patógeno en macrófagos peritoneales de ratón; aunque, la
tasa de actividad es dependiente de la composición de estos sistemas lipídicos
(93). Por otra parte, en este caso también, nanopartículas conteniendo ampicili-
na se mostraron más eficientes que los liposomas para el tratamiento de liste-
riosis en un modelo de infección crónica de ratones con Listeria monocytoge-
nes (94). En este caso, se mostró que el bazo no fue totalmente esterilizado, y
que ocurrían reinfecciones al cabo de varios días tras la supresión del trata-
miento. En este modelo, la reinfección fue explicada por la presencia de bacte-
rias en estadio de no división; aunque, en este mismo modelo, la administración
de nanopartículas conteniendo ciprofloxacino (fluoroquinolona activa frente a
bacterias en fase de división y en reposo), no pudieron erradicar por completo
el reservorio de bacterias (95).

Brucelosis

La brucelosis es una zoonosis transmisible a los humanos tras contacto con
animales infectados. En principio, dado que Brucella spp. se localiza intracelu-
larmente y que los antibióticos utilizados tienen una baja eficacia, los trata-
mientos son bastante largos y las recaídas son también bastante frecuentes.

Los liposomas han demostrado ser adecuados sistemas para la administra-
ción de gentamicina y estreptomicina. Así, dos inyecciones intraperitoneales de
estas formulaciones mostraron su efectividad en ratones y cobayas infectados
con Brucella spp., no detectándose bacterias viables en el hígado, bazo, pulmo-
nes o riñones diez días después de la infección (96). En otro interesante traba-
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jo, gentamicina encapsulada en liposomas cargados positivamente demostraron
una gran eficacia en reducir el número de bacterias viables de Brucella meli-
tensis residentes en el hígado y bazo de ratones infectados. Por el contrario, li-
posomas cargados negativamente fueron mucho menos eficaces en el tratamiento
de la misma infección (97). Estos resultados fueron confirmados por Vitas y co-
laboradores en un estudio en el cual, utilizando gentamicina encapsulada en li-
posomas catiónicos, aumentaron la actividad del antibiótico en ratones infecta-
dos con Brucella abortus ofreciendo hasta un 70% de protección (98, 99).

Más recientemente, partículas de PLA y de PLGA conteniendo gentamici-
na mostraron una muy buena actividad frente a un modelo de brucelosis expe-
rimental en ratones (100-103). En realidad, las partículas de PLGA contenien-
do gentamicina se acumulan en los macrófagos y muestran una distribución
selectiva en el hígado y el bazo de ratones infectados.

Se ha demostrado también la capacidad de dendrímeros manosilados
para la liberación pH específica de rifampicina en macrófagos alveolares de
rata (104).

Otras infecciones bacterianas

La Tabla 10.3 recoge otros estudios relacionados con la aplicación de na-
notecnologías en el tratamiento de diferentes infecciones bacterianas.

Las formulaciones submicrónicas de antibióticos también han demostrado
un importante interés para la administración local de antibióticos y para la li-
beración controlada de los mismos en el lugar de infección. Así se ha propues-
to la utilización de estas formulaciones en la profilaxis de heridas quirúrgicas
(113, 114), o en el tratamiento de infecciones oculares como queratitis o en-
doftalmitis (115-118). Recientemente, unas partículas bioerosionables de sulfa-
to cálcico conteniendo nanopartículas de hidroxiapatita han sido propuestas
como material para la administración local y sostenida de antibióticos en infec-
ciones óseas (119). En este sistema, las nanopartículas de hidroxiapatita modi-
fican las propiedades del material permitiendo liberación total de la dosis del
antibiótico incorporado. Por otra parte, la tolerancia del material modificado por
las nanopartículas aumenta al reducirse la cantidad de ácido producido por la
disolución del sulfato cálcico, reduciéndose la respuesta inflamatoria. Este es un
buen ejemplo de cómo las nanotecnologías pueden aportar ventajas importantes
a otras tecnologías ya disponibles, como puede ser la de producción de mate-
riales para implantación.
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TABLA 10.3. Ejemplos de utilización de nanotecnologías en el tratamiento
de infecciones causadas por bacterias.

Formulación Fármaco Modelo Infección Resultado
Referencia experimental

Liposomas Penicilina In vitro — Inhibición del crecimiento de cepas
resistentes de Staphylococcus aureus, 

Bacillus licheniformis y
105 Escherichia coli

Liposomas Netilmicina Ratón Escherichia coli Aumento de la actividad 
farmacológica, profiláctica y

106 terapéutica, en modelo experimental

Liposomas Amikacina Ratón Mycobacterium Niveles de antibiótico en hígado
107 avium - M. intracellulare y pulmón durante 28 días

Nanopartículas Jerbo de Eliminación eficiente infección
de gliadina Amoxicilina Mongolia Helicobacter pylori experimental por H. pylori debido

108 a su capacidad mucoadhesiva

Bacteriofagos Pacientes con heridas infectadas Eliminación de
(PhagoBio Derm) Ciprofloxacino por S. aureus resistentes la infección

109

Nanopartículas 
PLGA Gentamicina Ratón Brucella melitensis

110

Nanopartículas Inhibición efectiva crecimiento
PLGA Ciprofloxacino Ratón Escherichia coli bacteriano debido a las características

111 de liberación sostenida
desde las nanopartículas

Micelas
poliméricas Micelas capaces de atravesar
(colesterol - Ciprofloxacino Rata — la barrera hematoencefálica
PEG - TAT)

PLGA: poli(láctico-co-glicólico); PEG: polietilenglicol; TAT: péptido activador (NH2-YGRKKRRQRRR); GEN: gentamicina.

Infecciones virales

Las infecciones víricas son, probablemente, las más difíciles a tratar y se
están realizando grandes esfuerzos en la búsqueda de nuevas moléculas y nue-
vas estrategias para desarrollar terapias efectivas. En la actualidad, las estrate-
gias innovadoras más prometedoras pasan por la utilización de oligonucleótidos
antisentido (120-125). La terapia antisentido constituye una alternativa general



a todos los demás tratamientos antivirales que existen para las principales in-
fecciones virales en humanos: HIV, citomegalovirus, virus de la hepatitis C, y
el virus respiratorio sincitial.

Infecciones por citomegalovirus

El citomegalovirus humano (CMVH) es un virus altamente especie-especí-
fico (126). En los países desarrollados, la prevalencia aumenta desde la infan-
cia y un 10-20% de los niños se infectan antes de llegar a la pubertad. En adul-
tos, la seroprevalencia oscila entre el 10 y el 40%. CMVH raramente causa
enfermedad en individuos inmunocompetentes. Sin embargo, puede causar mor-
talidad severa en neonatos y en individuos inmunocomprometidos, principal-
mente en pacientes transplantados y enfermos de SIDA (127). Así, entre un 15-
40% de los infectados por VIH sufren retinitis uni- o bilateral que sin un eficaz
tratamiento causa ceguera (128). Igualmente, la mortalidad por neumonía cau-
sada por CMVH puede alcanzar hasta el 40% en pacientes transplantados de
médula (129).

Para el tratamiento local de infecciones por citomegalovirus y para su ad-
ministración en el ojo, algunos antivirales (como aciclovir y ganciclovir) han
sido asociados a nanopartículas. Así nanoesferas convencionales y pegiladas de
PLA conteniendo aciclovir fueron capaces de aumentar los niveles del antiviral
en el humor acuoso, tras su administración bajo forma de instilación oftálmica
en conejos. Sin embargo, las nanoesferas pegiladas eran mucho mejor toleradas
que las convencionales y su eficacia era también sensiblemente mayor (130).
En un trabajo similar, la pegilación de nanopartículas de poli(alquilcianoacrila-
tos) aumento la tolerancia ocular de estos sistemas (131).

En otro trabajo, se utilizaron nanopartículas de albúmina para la adminis-
tración intravitrea de ganciclovir (132). El ganciclovir (GCV) se considera el
fármaco de primera elección en el tratamiento de afecciones graves por CMVH.
Este principio activo previene la replicación del ADN viral pero no elimina el
virus del tejido. Cuando ganciclovir es administrado por vía intravenosa, los ni-
veles que se alcanzan en el vítreo son relativamente bajos, por lo que se hace
necesario administraciones repetidas y dosis altas. Con el fin de evitar este pro-
blema, se propuso la administración local intravítrea para el tratamiento de re-
tinitis causadas por HCMV (133). Sin embargo, en el vítreo, ganciclovir pre-
senta un aclaramiento elevado y su tiempo medio de residencia es bajo, lo que
hace necesario inyecciones frecuentes para mantener los niveles de fármaco en
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el rango terapéutico. Esas administraciones continuas y repetidas tienen el ries-
go de inducir la aparición de cataratas, desprendimientos de retina y hemorra-
gias (134). Una posible alternativa para facilitar la eficacia y la aceptación del
tratamiento por parte del paciente puede ser el uso de nanopartículas como sis-
temas reservorios de tipo implante matricial a inyectar en el vítreo. Estos, por
su pequeño tamaño, minimizarán la alteración de la visión que producen siste-
mas implantables de mayor tamaño. Por otra parte, la albúmina es una proteína
biodegradable que puede asociarse a un gran número de fármacos de naturale-
za hidrofílica de forma no específica. Además, las técnicas para la preparación
de nanopartículas de albúmina son relativamente sencillas y no es necesario re-
currir al uso de disolventes orgánicos ni reactivos tóxicos. Finalmente, estos sis-
temas deberían permitir una liberación prolongada del fármaco encapsulado y
su acceso al núcleo celular (132, 135).

La actividad antiviral de estas nanopartículas de albúmina conteniendo gan-
ciclovir se determinó en fibroblastos de estroma de cornea humanos y fibro-
blastos embrionarios de pulmón humano (MRC-5) mediante las técnicas de la
formación de placas y de la expresión de los antígenos del periodo precoz (136).
En fibroblastos MRC-5 infectados, la formulación de nanopartículas era 3 ve-
ces más activa que la solución acuosa del antiviral, con una IC50 de 0,4 µM.
Cuando las células eran tratadas con las formulaciones 48 horas después de su
infección, la actividad de las mismas aumentaba significativamente en compa-
rición con el tratamiento a tiempo 0. Todos estos resultados se correlacionaron
con la capacidad de las nanopartículas de albúmina para vehiculizar el fármaco
al interior de la célula infectada (132).

Recientemente, la terapia antisentido está tomando cuerpo como una alter-
nativa a las carencias terapéuticas de la terapia antiviral tradicional. El primer
oligonucleótido antisentido comercializado fue Vitravene®, para el tratamiento
de infecciones por citomegalovirus en pacientes infectados por HIV. Vitravene®

se administra en solución acuosa por vía intravítrea. Sin embargo, la pobre es-
tabilidad de los oligonucleótidos y su baja capacidad para atravesar las mem-
branas celulares impone pautas de dosificación basadas en administraciones fre-
cuentes y repetidas que pueden ser peligrosas y dañar de forma irreversible el
ojo. Por ello, tanto liposomas como nanopartículas han sido propuestos como
sistemas de liberación sostenida capaces de ofrecer tratamientos más aceptables
desde el punto de vista del paciente (124, 137, 138).

Uno de los primeros trabajos en este sentido, fue la utilización de nano-
partículas de albúmina como vehículos para este tipo de moléculas biológica-
mente activas. En cultivos celulares de fibroblastos infectados con citomegalo-
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virus humano, la formulación control del oligonucleótido antisentido (PO) mos-
tró una actividad antiviral baja. Así, a una concentración de 10 µM, la eficacia
del tratamiento fue solo de un 20%. Por el contrario, las formulaciones de na-
nopartículas de albúmina aumentaban de manera significativa la actividad anti-
viral del oligonucleótido y su IC50 se encontraba cerca de 10 µM (135). Con
el fin de tener una idea más aproximada de la eficacia de las nanopartículas, se
investigó su influencia en la internalización del oligonucleótido marcado fluo-
rescentemente. Para PO, su distribución en las células mostraba una distribución
perinuclear correspondiente a su acumulación en compartimentos vesiculares
como los endosomas y/o lisosomas, sin acumulación nuclear detectable (Figu-
ra 10.2A). Además, la fluorescencia asociada a las células disminuía muy sig-
nificativamente al bajar la temperatura, indicando que la captación del oligonu-
cleótido por las células es un mecanismo de endocitosis dependiente de energía.
Por el contrario, las nanopartículas de albúmina fueron capaces de transferir el
oligonucleótido al núcleo de las células (Figura 10.2B) (138). Estos resultados
confirmaban que las nanopartículas de albúmina tienen propiedades fusogéni-
cas que permiten el escape endosomal de los oligonucleótidos y su distribución
nuclear.

Por otra parte, la inyección intravitrea de estas nanopartículas de albúmina
en rata demostró que estos sistemas eran bien tolerados (139). Dos semanas des-
pués de la administración se observó como una cantidad significativa de las mis-
mas se localizaba todavía en la cavidad vítrea, principalmente en una fina capa
que recubría parte de la retina, en sitios adyacentes a los vasos sanguíneos, en
el iris y en el cuerpo ciliar. En ningún caso se obtuvieron evidencias de pre-
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FIGURA 10.2. Perfil de distribución celular de un oligonucleótido antisentido libre (A) o
encapsulado en nanopartículas de albúmina (B) en células MRC-5. Las células fueron

incubadas con 5 µM del oligonucleótido durante 24 h a 37 ºC.



sencia de nanopartículas en las capas interiores de la retina (células responsa-
bles de la visión y en el área neuronal). Además, se pudo confirmar la ausencia
de alteraciones en los tres principales autoantígenos inductores de uveoretinitis
autoinmune experimental (arrestina, rodopsina e IRPB) que induce un daño con-
siderable en la retina y en los tejidos adyacentes.

La encapsulación de estavudina (d4T) en diferentes tipos de liposomas, au-
mentó en todos los casos la penetración del fármaco en macrófagos humanos
(147). La forma fosforilada de dideoxicitidina (ddCTPP) en liposomas redujo la
infección en bazo y médula ósea en ratones infectados, disminuyendo los sig-
nos clínicos de la infección, pero sin modificar los parámetros sanguíneos (148).
Igualmente, la encapsulación de zalcitabina y saquinabir en nanopartículas per-
mite concentraciones elevadas de ambos fármacos en macrófagos humanos in-
fectados. Sin embargo, en el caso de zalcitabina, no se observaron mejoras sig-
nificativas al comparar con el fármaco libre (149).

La fijación de ligandos como sCD4 y CD4-IgG en la superficie de liposo-
mas aumenta de forma selectiva la capacidad de estos nanosistemas para al-
canzar los macrófagos infectados (121, 150). Con estos sistemas «pilotados» se
ha demostrado un aumento de 10 veces en la eficacia del antiviral, disminu-
yendo en paralelo los efectos tóxicos.

De igual forma se ha visto que la utilización de liposomas pH sensibles per-
mite mejorar la selectividad y la eficacia de los oligonucleótidos antisentido en
su capacidad para inhibir la replicación del virus en macrófagos infectados por
el VIH 50LTR (151). Sin embargo, hasta la fecha no existe demostración con-
cluyente que la terapia antisentido es capaz de controlar las infecciones virales
in vivo. Esto es parcialmente debido a que sensibilidad al pH de este tipo de li-
posomas se ve fuertemente afectada al entrar en contacto con la sangre. Por ello,
y con el fin de incrementar la estabilidad de estos vehículos, parece preferible
la utilización de nanopartículas poliméricas. Aunque, hasta la fecha, pocos tra-
bajos han sido publicados, si se ha podido comprobar que las nanopartículas de
PLGA permiten aumentar la captura intracelular de los oligonucleótidos anti-
sentido en células infectadas por VIH-1, reduciendo de manera sensible su ac-
tividad viral (152).

Otro tipo de vehículos que puede ser interesante para controlar las infec-
ciones virales son los liposomas fusogénicos (153, 154). Recientemente, se ha
propuesto un sistema innovador formado por la combinación de liposomas fu-
sogénicos y nanopartículas cargadas con un oligonucleótido (155). En este sis-
tema, los liposomas fusogénicos facilitarían la entrada de las nanopartículas al
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citoplasma celular. Una vez en el interior de la célula, las nanopartículas libe-
rarían de forma controlada el oligonucleótido, actuando como reservorio intra-
celular del oligonucleótido y prolongando su acción en el lugar de acción. El
sistema se ha mostrado particularmente interesante para conseguir una regula-
ción prolongada de la expresión de un determinado gen en la célula.

Otro desafío importante en la terapia antirretroviral es el aumento de la es-
tabilidad y de la solubilidad de estos fármacos en el tracto gastrointestinal. Por
otra parte, se ha comprobado que el VIH es activo en el tejido linfoide asociado
a mucosas en el cual las células inmunocompetentes son un importante «target»
para el virus durante el periodo clínico de latencia. En este contexto, la incorpo-
ración de azidotimidina (AZT) en nanopartículas de poli(alquilcianoacrilatos) au-
mentó la estabilidad de este fármaco en los fluidos digestivos (156). Para saqui-
navir, su asociación previa con ciclodextrinas y posterior encapsulación en
nanopartículas de poli(alquilcianoacrilato) ha sido sugerido como una estrategia
para resolver su baja biodisponibilidad (157). Aparte de aumentar la solubilidad
acuosa del fármaco, esta estrategia permite al fármaco evitar el efecto de la P-
glicoproteína intestinal y el metabolismo hepático presistémico, principales res-
ponsables de su baja biodisponibilidad oral. Por último, la incorporación de sa-
quinavir en este tipo de nanopartículas era también beneficioso para promover la
captura intracelular del fármaco en macrófagos infectados por VIH reduciendo
drásticamente su actividad antiviral y potenciando enormemente la eficacia del
fármaco libre (149).

Por otra parte, nanopartículas pH-sensibles han demostrado también su efi-
cacia para aumentar la biodisponibilidad oral de un nuevo inhibidor de la pro-
teasa de características lipófilas (CPG 70726). Se probaron distintos tipos de na-
nopartículas a base de PLA y de copolímeros del ácido metacrílico (Eudragit®

L y Eudragit® S). Cuando las nanopartículas se administraron por vía oral a pe-
rros Beagle, solamente las nanopartículas a base de Eudragit L permitieron ni-
veles plasmáticos adecuados del fármaco (158).

Otros tratamientos antivirales

La limitación principal del uso de compuestos antivirales de bajo peso mo-
lecular reside en la aparición rápida de resistencia viral. Por ello, hoy en día se
están intentando aplicar otras estrategias basadas en la estimulación de las de-
fensas naturales del huésped mediante la utilización de interferones combinado
con fármacos de síntesis orgánica. Sin embargo, no todos los pacientes respon-
den adecuadamente a esta terapia (159-162). Aparentemente, buenos resultados
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se han conseguido mediante la encapsulación de interferón en liposomas (159)
y en nanopartículas de albúmina (163). La aplicación de la nanotecnología a la
terapia antiviral esta todavía en su infancia. Los pocos datos que ya se dispo-
nen en células infectadas son esperanzadores y permiten sospechar que esta es-
trategia puede tener un futuro muy brillante.

APLICACIÓN DE LA NANOTECNOLOGÍA EN ENFERMEDADES
METABÓLICAS

Las enfermedades metabólicas incluyen algunos de las principales amena-
zas para la salud pública mundial. La diabetes afecta a decenas de millones de
personas en el mundo (164) y la osteoporosis es la enfermedad metabólica más
prevalente.

El tratamiento de enfermedades metabólicas requiere la administración de
proteínas o péptidos para paliar estos desórdenes metabólicos. En el caso de la
diabetes, las inyecciones diarias de insulina están basadas en la autorregulación
de los niveles sanguíneos de glucosa, combinado con un régimen de dieta y ejer-
cicio (165, 166). Desde un punto de vista general, todos estos tratamientos ba-
sados en la administración parenteral diaria de la dosis adecuada son engorro-
sos y poco aceptados por los pacientes, lo cual puede limitar su eficacia (166,
167). Para favorecer la aceptación del tratamiento por parte de los pacientes, di-
ferentes estrategias destinadas a conseguir niveles más sostenidos de estas ma-
cromoléculas han sido objeto de intensas investigaciones (168, 169). Entre ellas,
el desarrollo de vehículos o formas farmacéuticas capaces de permitir la absor-
ción y regular la liberación de estas macromoléculas a través de las mucosas
oral, nasal o pulmonar también han sido (y son) objeto de trabajo intenso. En
el caso de la insulina, la formulación oral debería permitir que la hormona ac-
cediera directamente al hígado por la vena porta. Esto sería una gran ventaja ya
que éste camino mimetizaría su tráfico fisiológico cuando es secretada por el
páncreas en individuos sanos (170). Sin embargo, las rutas de administración a
través de mucosas siguen siendo un reto importante para la administración de
péptidos y proteínas, ya que estas macromoléculas hidrofílicas son incapaces de
atravesar las barreras mucosales por ellas mismas y son degradadas una vez al-
canzado el torrente circulatorio.

Con el fin de solucionar estos problemas y favorecer la absorción de estas
macromoléculas a través de las mucosas del organismo, diferentes estrategias
basadas en la nanotecnología han sido propuestas. Aunque ya en 1976 se utili-
zaron liposomas para administrar insulina a través del tracto gastrointestinal
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(171, 172), los resultados obtenidos han sido en general decepcionantes debido
a la falta de estabilidad de estos vehículos en los fluidos digestivos. Por otra
parte, el uso de nanopartículas poliméricas para la administración de este tipo
de macromoléculas fue propuesto en 1980 (173) y, desde entonces, numerosos
sistemas submicrónicos han sido ensayados con resultados dispares (174-180).

De todas formas, lo que sí parece cierto es que la capacidad adhesiva de las
nanopartículas es uno de los factores clave que determina la absorción y la bio-
disponibilidad de estas macromoléculas cuando son administrados a través de
mucosas. En realidad, el desarrollo de interacciones bioadhesivas favorece el
«anclaje» de las nanopartículas en contacto íntimo con la mucosa. Este fenó-
meno aumentaría el tiempo de residencia de las nanopartículas en el lugar de
absorción o de acción del fármaco, favoreciendo el establecimiento de un gra-
diente de concentración desde el reservorio (nanopartícula) hasta la circulación
sanguínea (181, 182).

Otro fenómeno que parece influir en la absorción de macromoléculas a tra-
vés de las mucosas del organismo es el de la «traslocación» de las nanopartí-
culas. Este fenómeno de absorción es dependiente de la naturaleza de los vehí-
culos. Las nanopartículas de poli(alquilcianoacrilatos) son absorbidas intactas a
través del epitelio intestinal normal, mientras que sufren una intensa degrada-
ción en la vecindad de las células M de las placas de Peyer (183). Para otros ti-
pos de nanopartículas biodegradables, no se tienen datos concretos sobre su com-
portamiento; aunque, se ha descrito que serían principalmente absorbidas por
las placas de Peyer (184-186). La Figura 10.3 muestra el comportamiento ge-
neral de las nanopartículas poliméricas en el tracto gastrointestinal y las posi-
bles vías para su absorción a través de las mucosas del organismo. En cualquier
caso, este fenómeno de absorción no está completamente elucidado y una gran
cantidad de trabajo experimental tiene que ser todavía realizado para llegar a
comprender mejor esta «traslocación». Igualmente, menos información esta dis-
ponible sobre el devenir de las nanopartículas una vez que han sido absorbidas
por la mucosa. De nuevo, utilizando nanocápsulas de insulina se ha visto que
estos vehículos alcanzan los vasos sanguíneos de la mucosa. Sin embargo, no
hay datos concluyentes sobre si estas nanocápsulas serían capaces de alcanzar
otros órganos del organismo o, por el contrario serían degradadas en los vasos
sanguíneos que irrigan la mucosa (183, 187).

Recientemente, la administración oral en ratas de nanopartículas de quito-
sano conteniendo un plásmido que codifica para la luciferasa (pX2-Luc) indu-
jo una importante transfección de las células del intestino delgado (188). Dicho
fenómeno puedo corroborarse con la utilización de otro plásmido codificando
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para la proteína fluorescente verde (pEGFP-N1) que también permitió confir-
mar que la expresión de las proteínas tenía lugar únicamente en el intestino del-
gado. Allí, durante 3 días, se pudo monitorizar por luminiscencia (mediante una
cámara CDD) la expresión de dicha proteína (188). Durante este periodo, la ex-
presión de luciferasa fue disminuyendo con el tiempo hasta desaparecer a las 72
horas. Este resultado estaría determinado por la vida media de los enterocitos
en rata que es del mismo orden a la expresión observada (189).

Tratamiento de la diabetes

La insulina es una proteína de 51 aminoácidos y con una masa molecular
de 6.000. Esta proteína es el sostén principal de los pacientes con Diabetes Me-
llitus insulino dependientes o Diabetes tipo I (190). La enfermedad está princi-
palmente causada por una destrucción «autoinmune» de la insulina que se se-
creta en las células beta del páncreas (191). Los pacientes no pueden utilizar la
glucosa de forma apropiada y presentan niveles altos de este azúcar en sangre
(hiperglucemia) mientras que los niveles intracelulares de glucosa son bajos
(192). Por otra parte, la administración oral de insulina es totalmente ineficaz
para disminuir la glucemia (193). Con el fin de aumentar la biodisponibilidad
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FIGURA 10.3. Representación esquemática del posible comportamiento de las nanopartículas
poliméricas en la mucosa gastrointestinal tras su administración oral. Las nanopartículas serían
capaces de desarrollar interacciones bioadhesivas con componentes de la mucosa. Esto aumentaría
el tiempo de residencia de la forma farmacéutica en contacto con la mucosa y el establecimiento
de un gradiente de concentración de la molécula biológicamente activa desde el reservorio
(nanopartícula) hacia el epitelio, favoreciendo su absorción. En paralelo o con posterioridad, las
nanopartículas (en función de su naturaleza) podrían ser capaces de atravesar dicha mucosa por
alguno de los siguientes mecanismos: endocitosis a través de los enterocitos, entrada paracelular

y/o absorción vía las células M de las placas de Peyer.



oral de insulina, numerosos trabajos han demostrado el potencial de las nano-
partículas, incluyendo nanoesferas convencionales, pegiladas o asociadas a di-
ferentes tipos de ligandos. La Tabla 10.4 recoge algunos ejemplos representati-
vos de nanotecnologías aplicadas a la administración oral de insulina.

El primer estudio destinado a la evaluación de nanopartículas poliméricas
como vehículos para la administración oral de insulina en ratas diabéticas fue
realizado por Couvreur y colaboradores en 1980 (173). En este caso, la insuli-
na se incorporó por adsorción física a la superficie de nanopartículas de poli(al-
quilcianoacrilato) de 220 nm. Desgraciadamente no se observó una disminución
de los niveles plasmáticos de glucosa en las ratas diabéticas; aunque, la insuli-
na seguía siendo activa tras administración subcutánea. Este resultado sugiere
que el péptido no estaba protegido de su degradación proteolítica en el tracto
gastrointestinal.

Más tarde, diferentes formulaciones han sido desarrolladas con el fin de en-
capsular insulina en el núcleo de las nanoesferas y, así, minimizar la rápida de-
gradación de esta proteína. Así, la insulina fue encapsulada en nanocápsulas de
PIBCA conteniendo Miglyol 812 (194). Tras su administración oral en ratas dia-
béticas, y dependiendo de la dosis administrada (12-50 UI/kg), la glucemia dis-
minuyó de manera importante desde el segundo día tras su administración man-
teniéndose baja durante al menos una semana (194). En otro estudio posterior,
la administración oral de 100 UI/kg de insulina encapsulada permitió reducir la
glucemia en un 25% durante 6 días (207). En otros estudios llevados a cabo por
el mismo grupo, se observó y cuantificó una disminución importante de otras
disfunciones pancreáticas (hiperglucagonemia e hipersomatostatinemia) tras la
administración intragástrica de insulina encapsulada en nanocápsulas, tanto en
un modelo de rata diabética inducida con aloxano como en perros (195, 208).

En un trabajo similar, la dispersión de nanoesferas de PIBCA conteniendo in-
sulina en Miglyol 810 provocó un importante descenso en la glucemia de los ani-
males desde la segunda hora hasta al menos 10 días tras la administración de una
única dosis de la macromolécula, con un mínimo de glucosa en sangre a las 48
horas. Sin embargo, estos efectos eran más cortos (2 días) o nulos si las nanoes-
feras se dispersaban en un medio acuoso conteniendo o no tensioactivos (196).
En un trabajo más reciente, Hou y colaboradores han confirmado la influencia del
vehículo oleoso en el incremento del efecto de la insulina encapsulada en estas
nanopartículas. En este trabajo, la biodisponibilidad aparente de la formulación de
insulina en las nanopartículas de PIBCA (50 UI/kg) fue del 22% cuando se dis-
persó la formulación en una solución oleosa (aceite de soja, Tween 20 y vitami-
na E) y del 15,5% cuando se dispersaba en un medio acuoso (197). Esta mayor
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TABLA 10.4. Ejemplos representativos de las nanopartículas empleadas para
la administración oral de insulina.

Formulación Propiedades Modelo Resultados
Referencia animal/dosis

Nanocápsulas 220 nm STZ-rata Efecto hipoglucemiante intenso y
PIBCA EE: 55% diabética duradero (2.º día hasta 1-3 semanas)

194 12-50 UI/kg

NP PIBCA 145 nm STZ-rata Para insulina humana
195 1 UI/mg diabética NP dispersadas en agua: no efecto

polímero 100 IU/kg NP dispersadas en tensioactivos: efecto hipoglucémico 
prolongado (desde la 2.ª h hasta 48 h)

NP dispersadas en aceite: efecto hipoglucémico
muy duradero (hasta 2 semanas)

NP PIBCA 85 nm STZ-rata Para insulina humana, efecto hipoglucemiante 
196 EE: 60% diabética durante al menos 40 h

50 UI/kg

NP PIBCA STZ-rata Cuando NP dispersadas en agua: FR del 15%
197 — diabética Cuando NP dispersadas en aceite: FR del 22%

50 UI/kg 

NP PLGA Con insulina bovina:
NP PLGA-FAO- < 5 mm Rata FR para PLGA-NP: 1,7%

Fe 19 UI/kg FR para PLGA-FAO-NP: 11,4%
198

NP PLGA 146 nm STZ-rata
199 EE: 88,5% diabética Con complejo insulina-fosfolípido, el FR fue del 7,7%

20 UI/kg

NP PLGA 150 nm STZ-rata Con insulina porcina:
200 26 mg/mg diabética FR del 3,7% para PLGA NP

20 UI/kg FR del 6,3% para PLGA-HP55 NP

NP PLGA-HP55 169 nm
32 mg/mg

NP quitosano 270-340 nm STZ-rata Con insulina porcina: EF del 4,4% (50 UI/kg) 
201 EA: 39-79% diabética y 3,5% (100 UI/kg)

50-100 UI/kg

NP quitosano 290 nm Aloxano-rata Para una dosis de 21 UI/kg, la hipoglucemia se prolongó
202:203 95 mg/mg diabética durante al menos 15 h y EF fue 14,9%.

7-21 IU/kg

NP Quitosano- 197 nm STZ-rata Con insulina bovina, disminución importante
PGA 15 mg/mg diabética de los niveles plasmáticos de glucosa durante al menos 10 h
193 15-30 UI/kg



absorción de la insulina cuando las nanopartículas se dispersan en medios oleo-
sos fue confirmada por Watnasirichaikul y colaboradores (209). En este caso, la
dispersión de estas nanopartículas en una microemulsión (conteniendo mono- di-
y triglicéridos de cadena media, polisorbato 80 y monooleato de sorbitano) dio
lugar a una mayor reducción de los niveles sanguíneos de glucosa en ratas dia-
béticas que la administración de una solución acuosa de insulina o que la admi-
nistración de insulina libre dispersada en la misma microemulsión.

Otro resultado interesante es que las formulaciones de insulina en nanopar-
tículas de poli(alquilcianoacrilatos) se han mostrado eficaces para paliar la en-
fermedad en un modelo de ratón diabético y no obeso que mimetiza la diabe-
tes tipo 1 humana (210). Así, la administración oral de una dosis semanal de
insulina encapsulada en nanocápsulas de PIBCA (100 UI/kg) redujo la inciden-
cia de diabetes (38% vs. 75% para el control), retrasó el inicio de la enferme-
dad y disminuyó la severidad de la inflamación linfocitaria de los islotes endó-
genos. Aunque el tratamiento oral fue parado a los 300 días de edad de los
animales, la incidencia de diabetes a día 360 seguía siendo bajo en los ratones
tratados con estas nanocápsulas de insulina por vía oral (210).

Todos estos resultados muestran claramente que la encapsulación de insu-
lina en nanopartículas de poli(alquilcianoacrilatos), en comparación con la ad-
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TABLA 10.4. Ejemplos representativos de las nanopartículas empleadas para
la administración oral de insulina. (Continuación)

Formulación Propiedades Modelo Resultados
Referencia animal/dosis

NP lipídicas 60 nm STZ-rata Para NP lipídicas sólidas: FR = 5%
sólidas EE: 40% diabética Para WGA-NP lipídicas sólidas: FR = 7,1%

204 50 UI/kg

WGA-NP 70 nm
lipídicas sólidas EE: 40%

Vitamina B12- 160-250 nm STZ-rata Para insulina humana, EF fue 2,6 veces mayor 
NP dextrano 10-28 µg/mg diabética que para nanopartículas convencionales

205 20 UI/kg (26,5% vs 10,3%)

NP PEC-Eudragit 360 nm STZ-rata Para insulina humana, efecto hipoglucémico
RS EE: 96% diabética dosis dependiente. A 100 UI/kg, FR del 13%.
206 25-100 UI/kg

NP: nanopartículas; PIBCA: poli(isobutil-2-cianoacrilato); PLGA: poli(láctico-co-glicólico); FAO: oligómero de anhídrido fumárico; Fe: tetraóxido de hierro; HP55:
phtalato de celulosa; PGA: ácido poli(glutámico); WGA: lectina de germen de trigo; PEC: poli(épsilon-caprolactona); EA: eficacia de asociación (%); EE: eficacia de
encapsulación (%); STZ: estreptozotocina; FR: biodisponibilidad relativa; EF: eficacia farmacológica; PIBCA: poli(isobutil-2-cianoacrilato).



sorción superficial de la proteína, es capaz de reducir la glucemia en ratas dia-
béticas. De la misma forma, la presencia de excipientes oleosos podría jugar un
papel importante en la protección de la insulina y en su paso a través de la ba-
rrera intestinal (195, 211). De hecho, las nanopartículas no recubiertas tendrían
una mayor capacidad para adherirse a la mucosa mediante algún mecanismo de
bioadhesión. El desarrollo de interacciones bioadhesivas favorecería la forma-
ción de un depósito o reservorio de insulina en la mucosa intestinal, desde el
cual la proteína sería liberada (195, 207, 208). Por otra parte, la presencia de
contenidos oleosos (asociados a las nanopartículas) reduciría el vaciamiento gás-
trico y, así, se aumentaría el tiempo de residencia y las posibilidades para el
desarrollo de interacciones bioadhesivas entre las nanopartículas y ciertos com-
ponentes de la mucosa gastrointestinal. En este contexto, mediante el uso de
marcadores fluorescentes, Aboubakar y colaboradores demostraron que las na-
nocápsulas de insulina son capaces de depositarse a lo largo de la mucosa in-
testinal (212). Resultados similares fueron obtenidos por Pinto-Alphandary y co-
laboradores (183) usando insulina marcada con rojo Texas o las mismas
nanocápsulas, conteniendo insulina, marcadas con oro coloidal.

Otro tipo de sistemas submicrónicos ampliamente utilizados para la admi-
nistración oral de insulina son las nanopartículas a base de poli(ésteres). Así,
Barichello y colaboradores (213) prepararon este tipo de nanopartículas en las
cuales la insulina se encontraba de manera preferente unida a la superficie de
las mismas. A pesar de esta mayoritaria adsorción, se observó un fuerte efecto
hipoglucémico tras su administración en el íleo de los animales. Por otra parte,
nanopartículas de PLGA han sido también utilizadas para encapsular un com-
plejo entre insulina y fosfatidilcolina de soja (199). En un modelo de ratas dia-
béticas, estas nanopartículas inducían una importante reducción de los niveles
plasmáticos de glucosa durante las primeras ocho horas, manteniendo el efecto
durante más de 12 horas. En paralelo, la concentración sérica de insulina au-
mentaba gradualmente durante las primeras seis horas. La biodisponibilidad re-
lativa de la insulina encapsulada en estas nanopartículas fue inferior al 8%, com-
parándola con una dosis subcutánea de insulina libre de 1 UI/kg, todavía lejos
al límite inferior requerido para situaciones clínicas (superior al 15%).

En otro interesante trabajo, una formulación de nanopartículas formada por
Fe3O4 (10%) y una mezcla de PLGA y oligómeros de acido fumárico (2:1) mos-
tró una interesante actividad al ser administrada en ratas. Esta formulación mos-
tró una eficacia superior al 11% de la que se obtuvo al administrar la misma do-
sis de insulina por vía intraperitoneal. Además, las nanopartículas fueron capaces
de controlar los niveles de glucosa en plasma cuando se desafió a los animales
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con una dosis de glucosa (198). Las autores suponen que varias propiedades de
la formulación, incluyendo su capacidad bioadhesiva, contribuyen a la eficacia
por vía oral. Así, los oligómeros de ácido fumárico y Fe3O4 potenciarían las pro-
piedades bioadhesivas de las nanopartículas (214), permitiendo una mayor inter-
acción entre estos vehículos y el epitelio intestinal. Por otra parte, el PLGA con-
tribuiría a aumentar la estabilidad física de las nanopartículas resultants y a
modular la liberación de insulina. De hecho, cuando la insulina se formula en
sistemas a base de poli(anhídridos), como el copolímero de ácido fumárico y
sebácico, no se observa un efecto hipoglucemiante. Esto sería debido a la rápi-
da liberación de la proteína desde estos formulaciones. De forma similar, nano-
partículas de PLGA fueron también ineficaces debido, probablemente, a su me-
nor habilidad para desarrollar interacciones adhesivas dentro del tracto
gastrointestinal (214).

Más recientemente, insulina porcina encapsulada en nanopartículas de
PLGA recubiertas con phtalato de celulosa (recubrimiento entérico) dio lugar a
una formulación que administrada en un modelo de ratas diabéticas indujo una
efecto hipoglucemiante importante. Además esta formulación permitía una ma-
yor absorción de insulina que cuando se formulaba en nanopartículas similares
pero no recubiertas. Esto implica que el recubrimiento entérico ofrece una ma-
yor protección a la insulina frente a su eventual degradación en las condiciones
fisiológicas del estómago (200).

Por otra parte, también recientemente, se ha propuesto la utilización de na-
nopartículas de poli(epsilon-caprolactona) y Eudragit® RS como vehículo para
la administración oral de insulina (206). El hecho más interesante ha sido el gran
potencial hipoglucemiante de estas nanopartículas. Este efecto comienza a ob-
servarse a las 2 horas de su administración y se mantiene durante al menos 24
horas. Estos resultados pueden explicarse por la presencia en Eudragit RS de
grupos de metil amonio ionizables, que confieren a las nanopartículas una car-
ga neta positiva favoreciendo el desarrollo de interacciones bioadhesivas con la
mucosa. Además, los polímeros bioadhesivos (como Eudragit RS o quitosano)
son capaces de abrir de forma reversible las uniones estrechas que existen en-
tre las células constitutivas de las mucosas del organismo, favoreciendo de esta
manera el transporte de macromoléculas (215).

También se ha investigado el potencial de las nanopartículas de quitosano
para aumentar la biodisponibilidad oral de macromoléculas. Así, Pan y colabo-
radores (202) estudiaron la capacidad de estos sistemas para promover la ab-
sorción de insulina en un modelo de ratas diabéticas inducido por aloxano. En
este caso, una dosis de 14 UI/kg administrada por vía oral inducía un efecto hi-
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poglucémico significativamente mayor que el obtenido en el grupo control.
Cuando las dosis de insulina aumentaban, el efecto hipoglucemiante aparecía de
forma más temprana y se prolongaba en el tiempo. En otro estudio, el mismo
grupo investigó el efecto del tamaño de las nanopartículas de quitosano conte-
niendo insulina en el mismo modelo animal (203). Se pudo constatar como el
diámetro de las partículas es un parámetro importante que condiciona el efecto
de la proteína encapsulada. Así, el mayor efecto hipoglucemiante se observó con
nanopartículas de 350 nm. En este caso, los niveles plasmáticos de glucosa eran
remarcadamente bajos, con un efecto máximo a las 15 h que era cuantificable
durante al menos 35 horas. Además, la disponibilidad farmacológica relativa,
frente a una inyección subcutánea de insulina, era del 10% (para nanopartícu-
las de 120 nm), 15% (nanopartículas de 350 nm) y 7% (partículas de 1000 nm).

En otro interesante trabajo, Ma y colaboradores evaluaron el comporta-
miento de nanopartículas de quitosano preparadas en condiciones de pH dife-
rentes (pH 5,3 y pH 6,1) (201). En condiciones ácidas, las nanopartículas eran
ligeramente menores que aquellas preparadas a pH 6,1 (270 vs 340 nm); aun-
que la cantidad de insulina incorporada en las nanopartículas era dos veces ma-
yor cuando las nanopartículas se obtenían a pH 6,1. En un modelo de rata dia-
bética, se observó una disminución sostenida de los niveles de glucosa en plasma
con las nanopartículas preparadas a pH 5,3. En realidad, el máximo efecto far-
macológico apareció a las 16 horas tras su administración, manteniéndose du-
rante al menos las 11 horas siguientes. Por otra parte, las nanopartículas prepa-
radas a pH 6,1 dieron lugar a un efecto inicial mucho más rápido (a las 2 horas)
pero también menos sostenido.

Otra interesante aproximación para aumentar la biodisponibilidad de insu-
lina mediante nanopartículas bioadhesivas fue desarrollado por Lin y colabora-
dores (193). En este estudio, nanopartículas compuestas de quitosano despoli-
merizado y ácido poliglutámico [β-PGA] se ensayaron en animales. Para una
dosis oral de 15 UI/kg se pudo observar un importante descenso en los niveles
plasmáticos de glucosa, manteniéndose durante al menos 10 horas tras la admi-
nistración de la dosis de nanopartículas.

Además de todos estos tipos de nanopartículas, algunos trabajos basados en
la asociación de diferentes ligandos a las nanotecnología han sido desarrollados
en los últimos años. Entre los diferentes ligandos que se han propuesto para au-
mentar la biodisponibilidad de la insulina, mediante la potenciación de la habi-
lidad de las nanopartículas para desarrollar interacciones bioadhesivas, se en-
cuentran la lectinas o aglutinina de germen de trigo (WGA) (204) y ciertos
derivados de vitamina B12 (205). En el primer caso, WGA unido covalente-
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mente a nanopartículas lipídicas sólidas permitió disminuir los niveles sanguí-
neos de glucosa de forma remarcable, multiplicando por 2 el efecto farmacoló-
gico frente a las nanopartículas convencionales. Por otra parte, la biodisponibi-
lidad relativa (comparada con una administración subcutánea de insulina) fue
del 7% para dicha formulación (204).

En el segundo caso, la unión de un derivado de vitamina B12 a la su-
perficie de nanopartículas de dextrano permitió reducir la glucemia de los
animales de forma bifásica. Primeramente, se observó una fase caracteriza-
da por una fuerte reducción de la glucemia de los animales (con un máxi-
mo a las 5 h) volviendo a los niveles basales a las 8-10 h tras la adminis-
tración. Posteriormente, se pudo observar una segunda fase de reducción de
los niveles de glucosa en sangre que se mantenía durante 2,5 días. El efec-
to farmacológico fue 3 veces superior con las nanopartículas funcionaliza-
das con el derivado de vitamina B12 que con las nanopartículas conven-
cionales (205).

Tratamiento de la osteoporosis

Calcitonina (CT), una hormona polipéptidica endógena compuesta por 32
aminoácidos, juega un papel crucial en la homeostasis del calcio y en el remo-
delado del hueso. Normalmente, calcitonina es usada para tratar la osteoporosis
y la enfermedad de Paget. De acuerdo con los datos de la Fundación America-
na de Osteoporosis, esta enfermedad afectaría a aproximadamente 55 millones
de ciudadanos de EEUU o al 55% de la población mayor de 50 años (216). En
España, según la Sociedad Española de Reumatología, esta enfermedad afecta-
ría a unos 2,5 millones de personas (217).

En principio, cuatro formas diferentes de CT son usadas en clínica: CT hu-
mana sintética (hCT), CT sintética de salmón (sCT), CT natural porcina (pCT)
y un análogo de CT de anguila (Elcatonina). CT es degradada de forma inten-
sa en el tracto gastrointestinal y su administración por vía oral implica la ad-
ministración de grandes dosis. Por ello, el empleo de nanotecnologías es una es-
trategia interesante para favorecer e incrementar la biodisponibilidad oral de este
péptido.

La Tabla 10.5 muestra algunos ejemplos relativos al uso de nanopartículas
poliméricas para la administración oral de calcitonina. Entre los tipos de nano-
partículas utilizadas destacan las basadas en poli(alquilcianoacrilatos), deriva-
dos de poli(estireno), poli(ésteres) y quitosano.
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TABLA 10.5. Ejemplos representativos de las nanopartículas empleadas para 
la administración oral de calcitonina.

Formulación Descripción Características Animal ResultadosReferencia

NP PLGA
PLGA 50:50; 170-320 nm

Rata SD hembra Biodisponibilidad 
218

MW 8000 9-27 mg/mg
Dosis: 60 mg/kg del 0,4%Complejo oleato-sCT EE: 53-95%

NP PS-PNIPAA 895 nm Reducción AUC frente 
219-221 EA: 15% a control (NP PNIPAA)

NP PS-PNIPAA-PVA
386 nm AUC 3 veces menor 

sCT EA: 30% Rata SD macho que para control

NP PS-PNIPAA-PMAA
540 nm Similar AUC que 

EA: 100% control

NP PS-PVA-PMAA
318 nm AUC 1,3 veces menor 

EA: 92% que control

Máxima reducción de 
NP PLGA recubiertas PLGA 75:25 650 nm

Rata Wistar macho
nivel de Ca2+: 25%

con quitosano MW: 20000 14 mg/mg
Dosis: 500 IU/kg

Respuesta de 
222 Elcatonina EE: 62% hipocalcemia prolongada 

(aprox. 36 h.)

Máxima reducción de 

Nanocápsulas quitosano 270 nm Rata SD macho
nivel de Ca2+: 30%

223
sCT

EE: 44% Dosis: 500 IU/kg
Respuesta de 

hipocalcemia prolongada 
(aprox. 24 h.)

Máxima reducción de 
Nanopartículas lipídicas 

537 nm Rata SD macho
nivel de Ca2+: 30%

recubiertas de quitosano sCT
EE: 31% Dosis: 500 IU/kg

Respuesta de
224 hipocalcemia prolongada 

(aprox. 24 h.)

Máxima reducción de 
Nanocápsulas pegiladas 

250 nm Rata SD macho
nivel de Ca2+: 30%

de quitosano sCT
EE: 44-52% Dosis: 500 IU/kg

Respuesta de 
225 hipocalcemia prolongada 

(aprox. 24 h.)

NP: nanopartículas; PLGA: poli(láctico-co-glicólico); PS: poli(estireno); PNIPAA: poly(N-isopropilacrilamida); PMAA: ácido poli(metacrílico); PVA:
poli(vinilamina); MW: peso molecular; sCT: calcitonina sintética de salmon; EA: eficacia de asociación (%); EE: eficacia de encapsulación (%); SD:
Sprague-Dawley; AUC: area bajo la curva de los niveles de calico en sangre en función del tiempo.



Lowe y Temple (226) describieron la encapsulación de hCT en nanocápsu-
las de PIBCA. Aunque, el péptido se asociaba de forma eficiente a las nano-
partículas, este era liberado muy rápidamente en los medios digestivos y no se
pudo observar aumentos importantes en su biodisponibilidad. Mas tarde, calci-
tonina fue incorporado en el núcleo acuoso de nanocápsulas de poli(isobutil-
cianoacrilato). Tras su administración a dosis única en ratas, el efecto hipocal-
cémico observado representaba el 45% del efecto obtenido tras la administración
intravenosa de una dosis similar de sCT. La biodisponibilidad oral calculada fue
del 40% (227).

En otro interesante trabajo, Sakuma y colaboradores propusieron la utiliza-
ción de nanopartículas de poli(estireno) recubiertas en superficie con diferentes
cadenas poliméricas hidrofílicas (219, 220). Tras optimización, estos autores pro-
pusieron nanopartículas recubiertas con poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAA)
como vehículos para la administración oral de calcitonina. A pesar de que la
sCT fue adsorbida a la superficie de estas nanopartículas, la formulación mos-
tró un elevado efecto hipocalcémico que se correlacionó con su gran potencial
para desarrollar interacciones bioadhesivas en el tracto gastrointestinal (219,
220). Mas recientemente, el mismo grupo ha propuesto la introducción de
poli(vinilamida) (PVA) y/o ácido poli(metacrílico) en la superficie de estas na-
nopartículas para compensar la baja incorporación de sCT y aumentar la pro-
tección de la calcitonina frente a tripsina. La mejor solución parece ser la com-
binación de PNIPAA con PVA, puesto que dicha asociación permite obtener
nanopartículas con más calcitonina incorporada en las nanopartículas y con un
potencial bastante superior para reducir los niveles plasmáticos de calcio (221).

Por otra parte, San Yoo y Park (218) formularon complejos entre oleato só-
dico y sCT en nanopartículas de PLGA con el fin de incrementar la eficacia de
encapsulación en este tipo de nanopartículas. Estas fueron administradas por vía
oral en ratas y las concentraciones sanguíneas de calcio fueron cuantificadas en
función del tiempo. Dos horas después de la administración de la dosis de na-
nopartículas los niveles de calcio comenzaron a descender. Sin embargo, úni-
camente cantidades ínfimas de sCT pudieron ser cuantificadas y la biodisponi-
bilidad oral calculada fue del 0,4%. Este valor es relativamente bajo comparado
con otros previamente descritos (desde 0,5% al 3%), tras la administración de
sCT en el yeyuno de perros (228) o en la región colónica de ratas (229).

Otra estrategia empleada para aumentar la biodisponibilidad oral de calci-
tonina es el recubrimiento de nanopartículas con polímeros mucoadhesivos. En
este contexto Elcatonina encapsulada en nanopartículas de PLGA fueron recu-
biertas con un polímero bioadhesivo como quitosano, ácido poliacrílico o algi-
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nato sódico. Las nanoparticulas recubiertas con quitosano mostraron la mayor
capacidad adhesiva en un modelo ex vivo. Cuando las diferentes formulaciones
se administraron por vía oral en ratas, de nuevo las nanopartículas recubiertas
con quitosano mostraron el mayor efecto hipocalcémico. El nivel de calcio dis-
minuyó temporalmente hasta el 80-85% durante la primera hora tras la admi-
nistración. Además, una significante y prolongada reducción de los niveles plas-
máticos de calcio fué observada durante las primeras 12 horas tras su
administración. A la máxima dosis administrada (500 UI/kg), se observó una re-
ducción muy fuerte y prolongada de aproximadamente 36 horas, de los niveles
de calcio. Para las nanopartículas convencionales o no recubiertas, el efecto far-
macológico fue significativamente menor (222).

En una estrategia similar, nanopartículas lipídicas y liposomas fueron tam-
bién recubiertos con quitosano y evaluados como vehículos para la administra-
ción oral de calcitonina. Así, en un trabajo reciente, nanopartículas lipídicas re-
cubiertas con quitosano fueron comparadas con nanocápsulas de quitosano
conteniendo sCT (223). Ambas formulaciones mostraron una rápida y drástica
reducción de los niveles séricos de calcio tras la administración de una dosis
única de 500 UI/kg. Además, esta baja calcemia se mantuvo durante al menos
24 h. Estos niveles de reducción son similares a los descritos para otros siste-
mas similares como liposomas recubiertos con quitosano (230) o nanopartícu-
las recubiertas con poli(N-isopropilacrilamida) (221).

Sin embargo, la habilidad de las nanocápsulas de quitosano para prolongar
la respuesta farmacológica es superior a la descrita por otros sistemas y vehí-
culos. Parece ser que la habilidad de estas nanopartículas sería debido a una su-
perior capacidad para desarrollar interacciones bioadhesivas en el tracto gas-
trointestinal y facilitar el transporte paracelular de macromoléculas (230-232).
Más recientemente, nanocápsulas pegiladas de quitosano han mostrado también
importantes descensos en la calcemia de animales de laboratorio durante al me-
nos 24 h (225). Sin embargo, esta respuesta sería muy similar a la que se ha ob-
servado con nanocápsulas convencionales de quitosano por lo que la pegilación
no aportaría, en este caso, ventajas adicionales.

Administración de macromoléculas por las vías nasal y pulmonar

La administración de insulina y calcitonina por las rutas nasal y pulmonar ha
sido también objeto de un gran interés. Esto es debido a la elevada permeabilidad
y baja actividad enzimática de estas mucosas en comparación con la del tracto
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gastrointestinal. Así, nanopartículas de quitosano conteniendo insulina fueron ca-
paces de reducir a la mitad la glucemia de conejos, 30 minutos depués de su ad-
ministración (233). La amplitud de dicho efecto fue mucho menos pronunciada
con una solución de insulina conteniendo quitosano. Recientemente, ha sido de-
mostrado el transporte de nanopartículas pegiladas de PLA a través de la mucosa
nasal (234). Los factores que parecen condicionar dicho paso de la mucosa nasal
son el tamaño y la densidad del recubrimiento de PEG. Por otra parte, nanocom-
plejos de insulina obtenidos con un copolímero de PLA y poli(vinilalcohol) tam-
bién aumentaron la biodisponibilidad de la insulina dando lugar a una reducción
de la glucemia tanto en ratas sanas como en ratas diabéticas (235). En general
cuanto más hidrofílicos eran los nanocomplejos, más elevada fue la absorción.

La administración intranasal de nanopartículas de insulina parece muy intere-
sante en cuanto da lugar a una rápida absorción, aunque el efecto es poco durade-
ro (1,5-2 horas). Para conseguir una forma más sostenida de liberación de insulina,
Tanaka y colaboradores (236) sugirieron la administración del gen de la insulina por
vía nasal utilizando liposomas como vehículo. La producción sostenida de insulina
se obtuvo en ratones diabéticos siguiendo tratamientos diarios gracias a la transfec-
ción de las células epiteliales alveolares de los pulmones. En este estudio, los pul-
mones parecen el principal tejido en el cual tiene lugar la expresión génica tras la
administración nasal de estos liposomas (236). En cualquier caso, el nivel de insu-
lina producida fue suficiente para corregir la hiperglucemia de los ratones diabéti-
cos sin producir hipoglucemia u otro tipo de efectos adversos. En otros trabajos tam-
bién se ha demostrado la viabilidad de los liposomas para la administración pulmonar
de insulina (237) o para promover su absorción (238). De todas formas, aunque el
epitelio pulmonar representa un lugar atractivo para la administración de principios
activos, ya que su superficie es de aproximadamente 80 m2, hay que recordar que
su función principal no es la absorción. Así, en el momento actual, todos los nano-
sistemas empleados para aumentar la absorción de fármacos a través de la mucosa
pulmonar (y nasal) pueden ser sospechosos de peligroso para la salud (237), cuan-
do además hay poco conocimiento acerca de los hipotéticos efectos tóxicos de un
uso prolongado.

APLICACIÓN DE LA NANOTECNOLOGÍA EN EL TRATAMIENTO
DE LAS ENFERMEDADES AUTOINMUNES Y LA PREVENCIÓN
DEL RECHAZO DE ÓRGANOS

La terapeutica más usual, tanto para el tratamiento de enfermedades au-
toinmunes como para la prevención del rechazo de órganos, está basada en la

JUAN M. IRACHE

378



modulación de la respuesta inmune mediante el uso de fármacos inmunosupre-
sores. El fármaco representativo y más utilizado es la ciclosporina A (CA). Por
vía oral, CA es utilizado para prevenir el rechazo, mientras que por vía tópica
se utiliza para controlar la progresión de las enfermedades oftálmicas autoin-
munes. En general, el fármaco muestra una baja biodisponibilidad debido a su
baja permeabilidad y a ser substrato de la P-glicoproteína y de otros complejos
enzimáticos.

En administración oral, la mayoría de los intentos realizados utilizando li-
posomas o nanopartículas poliméricas han dado lugar a valores de biodisponi-
bilidad relativa significativamente menores a los obtenidos con la formulación
utilizada en clínica basada en la incorporación del fármaco en una microemul-
sión (239-241). Tal vez, una de las pocas excepciones hayan sido las nanopar-
tículas de poli(épsilon-caprolactona) desarrolladas por Molpeceres y colabora-
dores. En este caso, el área bajo la curva de concentración plasmática de CA en
función del tiempo fue 2 veces mayor para las nanopartículas que para la mi-
croemulsión comercial Sandimmun® Neoral (242, 243). En otro trabajo del mis-
mo grupo, se cuantificó una mayor concentración del fármaco en tejidos y san-
gre tras la administración del inmunomodulador en nanopartículas de PEC que
cuando se administraba bajo forma de la microemulsión comercial. Sin embar-
go, y a pesar de la mayor concentración sanguínea, la toxicidad renal del fár-
maco de ambas formulaciones fue similar (244).

Por otra parte, timopentina (TP5) es un pentapéptido (Arg-Lys-Asp-Val-Tyr)
que constituye el segmento 32-36 de la timopoietina (245). Como agente in-
munomodulador, TP5 se utiliza en los tratamientos como la dermatitis atópica,
el síndrome de Sezary, la artritis reumatoide así como para disminuir la inmu-
nocompetencia en ciertos pacientes (246, 247). Debido a su baja permeabilidad
a través de membranas, metabolismo en el tracto gastrointestinal y extremada-
mente baja vida media en el organismo (inferior a 30 segundos), la administra-
ción de TP5 requiere inyecciones repetidas frecuentemente o perfusión intrave-
nosa, lo cual restringe mucho sus posibles aplicaciones clínicas (248).

Timopentina se incorporó en nanopartículas de PLGA y en nanopartículas
de PLGA funcionalizadas con WGA (249). En un modelo de ratas inmunosu-
primidas con ciclofosfamida, se administró por vía oral dichas nanopartículas y
se retiraron muestras de sangre para analizar las poblaciones de linfocitos por
citometría de flujo. Para las nanopartículas recubiertas con la lectinas, los valo-
res de cociente entre CD4+ y CD8+ fueron significativamente mayores que para
las nanopartículas convencionales (249). Este efecto se correlacionó con el he-
cho de que la unión de WGA a la superficie de las nanopartículas de PLGA au-
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mentaba de forma significativa la absorción oral de TP5 debido a un fenómeno
de bioadhesión específico en la membrana intestinal.

En otro interesante trabajo, nanopartículas de quitosano trimetilado conte-
niendo TP5 se administraron en animales de laboratorio. En este caso, el co-
ciente entre CD4+ y CD8+ fue 2,6 veces mayor que el obtenido para el grupo
control (250). Resultados similares fueron obtenidos por Zheng y colaborado-
res (251) utilizando nanopartículas de quitosano recubiertas con Eudragit S con
el fin de protegerlas del pH estomacal (251).

Por lo que respecta al tratamiento de las enfermedades autoinmunes oftál-
micas, existe un real interés en la administración de ciclosporina A mediante el
uso de liposomas y/o nanopartículas. Los sistemas nanoparticulados actúan como
reservorios del fármaco, permitiendo la liberación sostenida de CA, incremen-
tando el tiempo de residencia en contacto con la superficie del ojo y, en algu-
nos casos, promoviendo su penetración intraocular (252-255).

Por una parte, los liposomas han mostrado una elevada capacidad para au-
mentar la biodisponibilidad intraocular de ciclosporina A sin inducir toxicidad
en la retina (256). Por otra parte, utilizando nanopartículas de quitosano se pudo
determinar que la concentración terapeutica de ciclosporina A se mantenía du-
rante, al menos, 48 horas en la superficie ocular, principalmente en la córnea y
en la conjuntiva. Además no se pudieron cuantificar niveles de fármaco en las
estructuras internas oculares (iris, cuerpo ciliar y humor acuoso) ni en sangre
(257). En cualquier caso, de entre los distintos sistemas propuestos y evaluados,
aquellos basados en el uso de quitosano han presentado el mayor potencial para
la administración de ciclosporina A en el tejido periocular (240, 258).

Para el tratamiento de la uveitis ocular, el uso de tamoxifeno asociado a nano-
partículas pegiladas de poli(alquilcianoacrilatos) [copolímero de polietilenglicol-cia-
noacrilato y hexadecilcianoacrilato] mostró una dramática reducción del proceso in-
flamatorio. Administradas por la vía intraocular, la concentración de tamoxifeno
pudo ser mantenida de forma sostenida durante un largo periodo de tiempo (259).

Otros compuestos como los glucocorticoides también han sido asociados a las
nanopartículas para controlar las enfermedades autoinmunes. Por ejemplo, liposo-
mas pegilados han sido utilizados para administrar elevadas concentraciones de me-
tilprednisolona al cerebro para el tratamiento de desórdenes neurodegenerativos,
que. parecen ser debidos a la aparición de enfermedades autoinmunes (260).

Merodio y colaboradores estudiaron la distribución de nanopartículas de al-
búmina en un modelo de enfermedad autoinmune en el sistema nervios central
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con el fin de evaluar el potencial de estos vehículos para atravesar la barrera he-
matoencefálica (261). La barrera hematoencefálica es una membrana formada
por células endoteliales, células de la glía (astrocitos y pericitos) y la membra-
na basal (262), caracterizada por la ausencia de pequeños poros o fenestracio-
nes en los capilares que alcanzan el sistema nervioso central (263). El resulta-
do es un obstáculo formidable y complejo para numerosos fármacos. Ciertas
enfermedades neurológicas están caracterizadas por alteraciones significativas
en esta barrera como pueden ser la enfermedad de Alzheimer, la esclerosis múl-
tiple, ciertos tumores o, incluso, infecciones por citomegalovirus o VIH (264).
En el caso de la esclerosis múltiple, está enfermedad está siendo ampliamente
estudiada en el modelo ratón de encefalomielitis autoinmune experimental
(EAE) (265). En el caso de las nanopartículas de albúmina se pudo observar que
cuando se administraban por vía parenteral, estas se localizaban en las áreas
afectadas por este transtorno en el sistema nervioso central, principalmente la
porción lumbar de la médula espinal, el quiasma óptico y los lóbulos del cere-
belo (261). Por otra parte, estudios inmunocitoquímicos revelaron que los ma-
crófago circulantes, que migran a las áreas dañadas del sistema nervioso cen-
tral, y células de microglía residentes eran las responsables de la distribución de
las nanopartículas de albúmina en el modelo de EAE. De la misma manera, na-
nopartículas pegiladas de poli(alquilcianoacrolato) también fueron capaces de
alcanzar el tejido cerebral de ratas con encefalomielitis autoinmune experimen-
tal y mostraron una distribución similar a la observada con las nanopartículas
de albúmina (266).

APLICACIÓN DE LA NANOTECNOLOGÍA EN EL TRATAMIENTO
DE LA INFLAMACIÓN

Uno de los principales inconvenientes de los fármacos antiinflamatorios, por
ejemplo, diclofenaco o indometacina, es su toxicidad local en contacto con los
tejidos. Estos fármacos inducen úlceras en la mucosa gastrointestinal cuando son
administrados por vía oral y pueden inducir daño en el epitelio córneo tras su
instilación o en el tejido muscular tras su inyección. La toxicidad local puede re-
ducirse de forma considerable mediante encapsulación de estos fármacos en na-
nocápsulas o liposomas, manteniendo intacta la actividad del fármaco (267-270).

Tras administración oral, las formulaciones de nanocápsulas exhiben perfi-
les farmacocinéticos similares a aquellos obtenidos con el fármaco libre, mini-
mizando los efectos tóxicos. Este efecto puede ser explicado por la mejor re-
partición de las nanopartículas a lo largo del tracto gastrointestinal, con lo que
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las concentraciones locales serían mucho más bajas y se reducirían los efectos
ulcerativos (271).

Tras inyección intramuscular, la protección frente a la toxicidad del fárma-
co parece ser dependiente de la naturaleza del aceite encapsulado en el núcleo
de la nanocápsula. Así nanocapsulas conteniendo diclofenaco incorporado en ben-
cilbenzoato fueron tan tóxicas como el principio activo libre. Por el contrario, di-
clofenaco incorporado en nanocapsulas conteniendo Miglyol fueron capaces de
reducir considerablemente el daño muscular causado por diclofenaco (272).

En el caso de tratamientos oculares, un importante incremento en la bio-
disponibilidad de la indometacina fue descrito al incorporar este fármaco en na-
nocápsulas de poli(épsilon-caprolactona) (273). Mediante microscopía confocal,
se pudo demostrar que la formulación de nanocáspulas aumentaba la penetra-
ción del principio activo en el epitelio de la córnea por un mecanismo de en-
docitosis. Un trabajo similar utilizando ibuprofeno encapsulado en nanopartícu-
las de Eudragit también demostró de forma concluyente que estos nanosistemas
aumentaban la biodisponibilidad del antiinflamatorio y la eficacia de su activi-
dad farmacológica [274]. Resultados similares se han obtenido recientemente
con indometacina encapsulada en nanopartículas de quitosano (275).

Por otra parte, los tratamientos con antiinflamatorios también se ven difi-
cultados por la pobre solubilidad de muchos fármacos, como ibuprofeno o na-
proxeno. La utilización de la nanotecnología permite aumentar de forma expo-
nencial la superficie de intercambio entre la molécula activa y el medio biológico
que la rodea. Esto favorece la disolución del fármaco, así como mejorar su lle-
gada a diferentes lugares del organismo (276-278).

APLICACIÓN DE LA NANOTECNOLOGÍA AL TRATAMIENTO 
DEL DOLOR

Recientemente, los liposomas han atraído la atención acerca de su poten-
cial para el tratamiento y control del dolor, principalmente como vehículos ca-
paces de sostener la liberación de compuestos anestésicos. Estos vehículos pue-
den ser utilizados por vía tópica (279, 280) o por inyección directa en el
momento de la intervención quirúrgica (281, 282). Para anestesia local, la for-
mulación de liposomas conteniendo anestésicos (lidocaína, tetracaina, etc…) se
incorporó en una crema que fue aplicada sobre la superficie de la piel (283). La
eficacia de este sistema fue evaluado en ensayos clínicos, concluyendo que los
liposomas (tanto conteniendo tetracaina como lidocaína) fueron al menos tan
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eficaces como las mezclas eutécticas de dichos anestésicos locales. Estas for-
mulaciones permitían una administración eficaz y mostraban un inicio de la ac-
ción comparable a otras formulaciones en uso. Hoy en día, esta rutina parece
ser de menor coste que las mezclas eutécticas de los anestésicos locales. Por
otra parte, de acuerdo con otros ensayos clínicos más recientes, se ha sugerido
que la formulación liposomal de lidocaína debería ser el nuevo tratamiento es-
tándar para anestesia cutánea en niños (280).

Los liposomas también forman parte de las técnicas emergentes para anal-
gesia post-operatoria en cirugía ortopédica (281, 282). Se han propuesto para la
administración de morfina como una alternativa a los otros tratamientos con-
vencional del dolor con este fármaco (281, 284). La formulación liposomal de
morfina propuesta para el control post-operatorio del dolor es una formulación
de liberación extendida de administración epidural. La tecnología de los lipo-
somas consiste en partículas lipídicas con cámaras internas estrechamente em-
paquetadas y separadas por una membrana lipídica (Depodur®, Skye Pharma Inc,
Endo Pharmaceuticals USA). El resultado del ensayo clínico Fase III concluyó
que cuando estos liposomas eran administrados en el espacio epidural, se obte-
nía hasta 48 h de alivio del dolor (282, 285).

Además de los liposomas, un estudio reciente ha demostrado la eficiacia de
las nanocápsulas lipídicas sólidas con ibuprofeno para el tratamiento y control
del dolor (286). Administradas a animales de laboratorio por la vía oral o por la
ruta intravenosa, estas nanocápsulas inducían un alivio del dolor durante un pe-
riodo prolongado. Una ventaja de esta formulación es que ofrece un vehículo in-
yectable de ibuprofeno, lo cual es una alternativa interesante a las formulaciones
convencionales con elevadas cantidades de tensioactivos o co-solventes.

En la misma línea, Betbeder y colaboradores (287) mostraron que puede ser
posible administrar morfina al cerebro mediante la administración intranasal de
SupraMolecular BioVector®, gracias a la posible existencia de un camino direc-
to entre la mucosa olfativa y el sistema nervioso central (288). De forma adi-
cional, aunque los nanosistemas pueden ser optimizados en cuanto a su tamaño
y potencial bioadhesivo para la administración intranasal de fármacos (223), el
diseño de tecnología para poder administrar fármacos y atravesar la barrera he-
matoencefálica está menos avanzado (289, 290). Hasta el momento se han su-
gerido dos posibles tipos de nanosistemas: aquellos basados en el transporte me-
diado por receptor y los sistemas basados en el recubrimiento con tensioactivos.
En el primer caso, se han propuesto la utilización del receptor de transferrina
(291, 292) o el de insulina (290) para poder incrementar la eficacia de libera-
ción de fármacos en el cerebro. En el segundo caso, se ha postulado que nano-
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partículas recubiertas con diferentes tensioactivos (poloxamer o polisorbatos) se-
rían endocitadas por el receptor de lipoproteínas de baja densidad de las célu-
las endoteliales de los capilares de la barrera hematoencefálica (293, 294).

CONCLUSIONES

La introducción de la nanotecnología en la farmacología ha revolucionado
la administración de fármacos, permitiendo la aparición de nuevos tratamientos
con mayor especificidad. En principio, la nanotecnología ha permitido aumen-
tar el rendimiento biológico y farmacológico de diferentes principios activos y
ofrecer alternativas interesantes para formular las nuevas moléculas originarias
de la biotecnología. Todo ello ha permitido que, a nivel experimental, hayan
sido desarrollado sistemas originales que prolonguen y mantengan la concen-
tración del antiinfeccioso en el lugar exacto donde se localiza el microorganis-
mo en el interior de las células del huésped. Igualmente, la nanotecnología ha
permitido que se proponga la utilización de nueva vías de administración, im-
pensables con las formas farmacéuticas convencionales, para macromoléculas
terapéuticas como los péptidos y proteínas de uso en enfermedades metabóli-
cas. Por último, la nanotecnología ofrece una herramienta poderosa para el des-
arrollo de nuevos sistemas galénicos terapéuticos destinados al tratamiento de
las enfermedades autoinmunes, la inflamación y el dolor.

Sin embargo, hasta el presente, no se ha conseguido todavía de forma no-
table una trasposición fluida y adecuada de los desarrollos y trabajos realizados
en el plano experimental preclínico hacia la clínica. Es cierto que, en muchos
aspectos, queda todavía una cantidad importante de trabajo experimental a rea-
lizar para acabar de comprender y elucidar el comportamiento de las nanopar-
tículas en el organismo, así como, de las implicaciones toxicológicas de una ad-
ministración crónica de tratamientos basados en estos vehículos.

Por todo ello, y teniendo en cuenta que la nanotecnología no es la panacea
que permitirá resolver todos los problemas ligados a la administración de fár-
macos, esta nueva estrategia parece muy prometedora para mejorar a corto y
medio plazo la terapéutica de algunas de los temas tratados en este capítulo.

Abreviaturas:

CA: ciclosporina A; CMVH: citomegalovirus humano; sCT: calcitonina sintética
de salmón; EA: eficacia de asociación (%); EAE: encefalomielitis autoinmune experi-
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mental; EE: eficacia de encapsulación (%); EF: eficacia farmacológica; FR: biodispo-
nibilidad relativa; FAO: oligómero de anhídrido fumárico; Fe: tetraóxido de hierro;
GEN: gentamicina; HP55: phtalato de celulosa; HPCD: hidroxipropil-beta-ciclodextri-
na; MAC: complejo Mycobacterium avium - Micobacterium intrcellulare; MW: peso
molecular; NP: nanopartículas; OPM: O-palmitoil-manano; PAM: p-aminofenil-mano-
piranósido; PEC: poli(épsilon-caprolactona); PEG: polietilenglicol; PGA: ácido
poli(glutámico); PIBCA: poli(isobutil-2-cianoacrilato); PLGA: poli(láctico-co-glicóli-
co); PMAA: ácido poli(metacrílico); PNIPAA: poly(N-isopropilacrilamida); PS:
poli(estireno); PVA: poli(vinilamina); SBECD: sulfobutiléter-beta-ciclodextrina; SD:
ratas Sprague-Dawley; STZ: estreptozotocina; TAT: péptido activador (NH2-
YGRKKRRQRRR); TP5: timopentina; UFC: unidad formadora de colonias; VIH: vi-
rus de inmunodeficiencia humana; WGA: lectina de germen de trigo.
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