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RESUMEN 

 

La inflamación, presente en diferentes enfermedades del globo 

ocular (escleritis, queratitis, uveítis, retinitis o neuritis óptica) y sus 

anexos (conjuntivitis, blefaritis o inflamación orbitaria), constituye la 

respuesta local de los tejidos frente a una agresión de diversa etiología, 

como mecanismo de defensa para aislar y destruir al agente 

desencadenante y reparar la lesión. La prevalencia de la inflamación en 

oftalmología es elevada, pudiendo afectar exclusivamente a las 

estructuras oculares o bien formar parte de una enfermedad sistémica. 

Los pacientes con inflamación ocular suelen presentar enrojecimiento, 

dolor, lagrimeo, picor y alteraciones de la agudeza visual, que en casos 

extremos pueden producir ceguera. 

 

La biodisponibilidad de las formulaciones oftálmicas clásicas 

para tratar estas afecciones es generalmente baja debido a la rápida 

eliminación precorneal, y se estima que solo un porcentaje inferior al       

5 % de la dosis instilada es capaz de acceder a los tejidos intraoculares 

para ejercer su acción. Teniendo en cuenta la elevada prevalencia de 

estas enfermedades, la baja retención de la concentración óptima de 

fármaco en el lugar de acción y el tratamiento prolongado que requieren, 

el desarrollo de nuevas estrategias para el abordaje terapéutico resulta 

necesario. La incorporación de fármacos en nanopartículas incrementa 

el tiempo de contacto con la córnea, favoreciendo la biodisponibilidad 

ocular y la liberación prolongada del activo, lo que permite espaciar la 

frecuencia  de  administración,  mejorando  así  la adherencia del paciente 
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al tratamiento y reducir los efectos adversos, constituyendo una 

alternativa terapéutica eficaz para el tratamiento de estas enfermedades.  

 

Por este motivo, el principal objetivo de este trabajo se centró en 

el desarrollo y caracterización biofarmacéutica y toxicológica de 

nanopartículas (NPs) poliméricas biodegradables de PLGA, conteniendo 

Licochalcona A (Lico-A), compuesto fenólico extraído de la raíz de 

Glycyrrhiza glabra L., con propiedades antiinflamatorias, 

funcionalizadas con los péptidos penetrantes de células (CPPs) Tet-1 y 

B6, evaluando su eficacia terapéutica en el tratamiento de enfermedades 

inflamatorias oculares. Para prolongar su estabilidad durante el 

almacenamiento, las nanopartículas obtenidas se liofilizaron. Además, se 

incorporaron en geles de formación in situ, con capacidad de 

transformarse en formas semisólidas en contacto con la superficie ocular, 

que presentaron características viscoelásticas, mecánicas y 

mucoadhesivas idóneas para su distribución uniforme sobre la superficie 

conjuntival.  

 

La metodología utilizada en la preparación (método de 

desplazamiento del solvente), caracterización y funcionalización de las 

nanopartículas desarrolladas fue la adecuada, teniendo en cuenta las 

características fisicoquímicas del fármaco incorporado en la matriz 

polimérica. Los métodos para la determinación del comportamiento 

biofarmacéutico y los estudios de estabilidad fueron los más utilizados 

en este campo.  Las NPs de Lico-A PLGA, optimizadas por diseño de 

experimentos, presentaron forma esférica, superficie lisa, tamaño 

promedio inferior a 170 nm (163,81 nm ± 2,29), con una distribución 

homogénea de partícula (valores de PI de 0,075 ± 0,010, correspondien-
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tes a sistemas monodispersos), carga superficial negativa (Zpot de               

–24 mV ± 1,4) y una eficiencia de encapsulación (EE) superior al 50 %     

(56,26 % ± 0,16), siendo más estables las almacenadas a 4 ºC. Las NPs 

funcionalizadas con los CPPs Tet-1 y B6 presentaron menor tamaño 

promedio (128,65 nm ± 7,53 y 114,24 nm ± 2,42, respectivamente), con 

un ligero incremento del PI, y carga superficial positiva, manteniéndose 

la EE en valores superiores al 50 % en las NPs funcionalizadas con      

Tet-1. 

 

Tanto los ensayos in vitro de citotoxicidad en modelos celulares 

(Caco-2 y RAW 264.7) como los de tolerancia ocular (HET-CAM®) e in 

vivo en conejos albinos New Zealand (test de Draize), así como los 

ensayos de eficacia terapéutica (en modelo de inflamación ocular), 

fueron idóneos. Todos estos estudios demostraron que los sistemas 

desarrollados disminuyeron la inflamación ocular, en mayor grado las 

NPs de Lico-A PLGA funcionalizadas con el CPP B6 en comparación 

con las otras formulaciones desarrolladas. Asimismo, los ensayos 

celulares revelaron que la encapsulación de Lico-A en NPs incrementó 

la actividad antiinflamatoria y redujo la citotoxicidad inherente. 

 

En conclusión, todos los resultados obtenidos, sugieren que las 

NPs de Lico-A PLGA funcionalizadas con CPPs y los geles 

termosensibles desarrollados, podrían constituir, tras el desarrollo clínico 

adecuado, una nueva herramienta terapéutica en la prevención y 

tratamiento de procesos inflamatorios oculares. 
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ABSTRACT 

 

Inflammation, present in different diseases of the eyeball 

(scleritis, keratitis, uveitis, retinitis, or optic neuritis) and its annexes, 

(conjunctivitis, blepharitis, or orbital inflammation), constitutes the local 

response of the tissues against an attack of diverse etiology, as a defense 

mechanism to isolate and destroy the triggering agent and repair the 

injury. The prevalence of inflammation in ophthalmology is high, and it 

may exclusively affect the ocular structures or form part of a systemic 

disease. Patients with ocular inflammation usually present redness, pain, 

tearing, itching and changes in visual acuity, which in extreme cases can 

cause blindness. 

 

The bioavailability of classical ophthalmic formulations to treat 

these conditions is generally low due to rapid precorneal elimination, and 

it is estimated that only less than 5 % of the instilled dose is able to access 

intraocular tissues to exert its action. Considering the high prevalence of 

these diseases, the low retention of the optimal drug concentration at the 

site of action, and the prolonged treatment that they require, the 

development of new strategies for the therapeutic approach is necessary. 

The incorporation of drugs in nanoparticles increases the contact time 

with the cornea, favoring ocular bioavailability and prolonged release of 

the active, which allows spacing the frequency of administration, thus 

improving patient adherence to treatment, and reducing adverse effects, 

constituting an effective therapeutic alternative for the treatment of these 

diseases.
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For this reason, the main objective of this work was               

focused on the development and biopharmaceutical and toxicological 

characterization of biodegradable polymeric PLGA nanoparticles (NPs), 

containing Licochalcone A (Lico-A), a phenolic compound extracted 

from the root of Glycyrrhiza glabra L., with anti-inflammatory 

properties, functionalized with the cell penetrating peptides (CPPs)     

Tet-1 and B6, evaluating its therapeutic efficacy in the treatment of 

ocular inflammatory diseases. In order to prolong their stability during 

storage, the obtained nanoparticles were freeze-dried. In addition, they 

were incorporated into in-situ forming gels, capable of transforming into 

semisolid forms in contact with the ocular surface, which presented ideal 

viscoelastic, mechanical, and mucoadhesive characteristics for their 

uniform distribution on the conjunctival surface. 

 

The methodology used in the preparation (solvent displacement 

method), characterization, and functionalization of the developed 

nanoparticles was adequate, taking into account the physicochemical 

characteristics of the drug incorporated into the polymeric matrix. The 

methods for the determination of biopharmaceutical behavior and 

stability studies were the most used in this field. The Lico-A PLGA NPs, 

optimized by design of experiments, presented spherical shape, smooth 

surface, average size less than 170 nm (163.81 nm ± 2.29), with a 

homogeneous particle distribution (PI values of 0.075 ± 0.010, 

corresponding to monodisperse systems), negative surface charge (Zpot 

of –24 mV ± 1.4) and an encapsulation efficiency (EE) greater than         

50 % (56.26 % ± 0.16), being more stable those stored at 4 ºC. The NPs 

functionalized with the CPPs Tet-1 and B6 presented a smaller average 

size (128.65 nm ± 7.53 and 114.24 nm ± 2.42, respectively), with a slight 
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increase in PI, and positive surface charge, remaining EE in values 

higher than 50 % in NPs functionalized with Tet-1. 

 

Both in vitro cytotoxicity assays in cell models (Caco-2 and 

RAW 264.7) and ocular tolerance (HET-CAM®) and in vivo assays in 

New Zealand albino rabbits (Draize test), as well as therapeutic efficacy 

assays (in ocular inflammation model) were suitable. All these studies 

demonstrated that the systems developed decreased ocular inflammation, 

to a greater degree Lico-A PLGA NPs functionalized with the CPP B6 

compared to the other formulations developed. Furthermore, cell assays 

revealed that the encapsulation of Lico-A in NPs increased anti-

inflammatory activity and reduced inherent cytotoxicity. 

 

In conclusion, all the results obtained suggest that the Lico-A 

PLGA NPs functionalized with CPPs, and the thermosensitive gels 

developed, could constitute, after adequate clinical development, a new 

therapeutic tool in the prevention and treatment of ocular inflammatory 

processes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. INTRODUCCIÓN 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1. INTRODUCCIÓN 

 

3 

 

1.1. ADMINISTRACIÓN OCULAR DE FÁRMACOS  

 

1.1.1. Anatomofisiología ocular 

 

El ojo, es una estructura delicada y compleja que constituye uno 

de los órganos sensoriales más importantes del cuerpo humano, ya que 

prácticamente el 80 % de los estímulos sensoriales que percibimos nos 

llegan a través de la vista. Se trata de un órgano par y simétrico, alojado 

en las órbitas (cavidades óseas de la parte anterior del cráneo). El globo 

ocular tiene una forma esférica pero algo aplanada en sentido vertical 

con un diámetro que en el adulto alcanza alrededor de 24,5 mm.  

 

El ojo está compuesto por tres capas concéntricas: (i) una capa 

externa constituida por la córnea y esclerótica; (ii) una capa media 

denominada úvea, constituida por el iris, el cuerpo ciliar y la coroides; y 

(iii) la capa interna que corresponde a la retina, la membrana sensible 

sobre la cual se proyectan los rayos luminosos. Estas estructuras trabajan 

juntas para recibir luz reflejada de los objetos, la convierten en impulsos 

eléctricos y los envían al cerebro para procesar la información, de esta 

manera, permiten que el cerebro interprete los estímulos visuales del 

entorno (Figura 1).  

 

La córnea es una estructura transparente, convexa y avascular 

que forma la cara anterior de la capa externa del ojo, con función óptica 

(estructura de mayor capacidad refractiva ocular) y protectora. Está 

situada por delante del iris y la pupila, que ayuda a enfocar la luz hacia 

el interior del ojo. Se continúa con la esclerótica opaca, el otro 

componente de  la  capa  externa. La zona de transición, donde la córnea
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 se convierte en esclerótica, se conoce como limbo esclerocorneal, que 

es una zona muy vascularizada. 

 

La córnea humana está compuesta por varias capas y tiene una 

forma ligeramente ovalada. Su diámetro medio es de 12 mm, una 

dimensión comúnmente citada es 11,7 mm horizontalmente x 10,6 mm 

verticalmente, con una curvatura de 8,7 mm en su parte central (Downie, 

Bandlitz et al. 2021). Su grosor promedio es de 535 μm en el centro y 

aproximadamente 100 μm más espeso en la periferia (Brautaset, Nilsson 

et al. 2013). Las capas de la córnea se detallan a continuación:  

 

- Epitelio: escamoso estratificado no queratinizado con un grosor de 

aproximadamente 50 μm y gran capacidad de regeneración y 

cicatrización. El epitelio corneal está compuesto a su vez de cinco a 

siete capas de células estrechamente unidas entre sí, que consisten en 

(i) células epiteliales escamosas superficiales y muy diferenciadas que 

presentan microvellosidades con las que anclan la película lacrimal; (ii) 

células epiteliales suprabasales conocidas como «aladas» por las 

prolongaciones similares que poseen, y (iii) una monocapa de células 

epiteliales basales columnares, que dan lugar a la reproducción celular 

o mitosis. Las células epiteliales basales se adhieren a la membrana 

basal epitelial, adyacente a la membrana de Browman. El epitelio tiene 

dos funciones: prevenir la entrada de sustancias extrañas y gérmenes, y 

absorber oxígeno y nutrientes y luego distribuirlos a otras partes de la 

córnea. El epitelio corneal limita la penetración de fármacos 

hidrofílicos a través de la córnea debido a su hidrofobicidad y a la 

presencia de proteínas de unión estrecha entre las células epiteliales de 

la córnea.
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- Membrana de Bowman (lámina limitante anterior): se trata de una 

capa acelular de tejido transparente, situada entre el epitelio y el 

estroma, por debajo de la membrana basal, con un grosor aproximado 

de 8 μm, formada por fibrillas de colágeno distribuidas al azar. Se 

encarga de mantener la integridad estructural de la córnea, ya que esta 

membrana no solo actúa como barrera protectora frente a la entrada de 

cualquier agente extraño, sino que además, confiere estabilidad a la 

córnea y contribuye a mantener su forma. Al no tener capacidad de 

regeneración, cualquier lesión en la membrana de Bowman deja como 

resultado la aparición de una cicatriz. 

 

- Estroma: es el componente mayoritario y central de aproximadamente 

470 μm, representa alrededor del 90 % de la densidad de la córnea y 

está constituido por fibrillas de colágeno, queratocitos y sustancia 

fundamental. Tiene carácter hidrofílico y restringe la penetración de 

fármacos lipofílicos a través de la córnea. Esta capa es responsable de 

la transparencia de la córnea. Las fibrillas de colágeno forman un 

entramado de laminillas entrelazadas entre sí y dispuestas, en paralelo, 

a la superficie corneal, manteniendo una distribución muy regular, 

formando una red de tejido conectivo de aspecto ordenado (láminas 

corneales), gracias a la cual la córnea es transparente. Entre estas 

laminillas, las uniones estrechas entre los haces de fibras de colágeno, 

se encuentran los queratocitos, que son las células que predominan en 

el estroma. Son células aplanadas y con grandes prolongaciones. La 

integridad estructural del estroma corneal es esencial para mantener la 

transparencia, la refracción y la visión saludables. La enfermedad, las 

lesiones o el envejecimiento pueden debilitar el estroma de la córnea, 

dando lugar a una disminución de la transparencia y una modificación
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de la potencia refractiva. Cuando se produce un daño en el estroma, los 

queratocitos se desplazan a la zona dañada para provocar la formación 

de colágeno y la consiguiente cicatrización. Estas cicatrices o 

«leucomas» pierden la transparencia y, dependiendo de su ubicación y 

extensión, pueden dar lugar a una disminución o pérdida de la agudeza 

visual más o menos importante. Las enfermedades del estroma de la 

córnea, que incluyen el queratocono y la degeneración estromal, en 

muchos casos, además del tratamiento farmacológico requieren cirugía 

ocular.  

 

- Membrana de Descemet (lámina limitante posterior): es una capa 

elástica de tejido membranoso (3–20 μm) producida por el 

endotelio, que aumenta una micra de espesor cada 10 años. Carece de 

células y está formada, principalmente, por fibrillas de colágeno y 

proteínas, como la laminina y la fibronectina. Esta membrana es muy 

importante para mantener la fuerza de la córnea, permitiéndole resistir 

las presiones internas y externas. Actúa como una barrera protectora 

contra lesiones e infecciones oculares. Funciona como adhesivo de las 

células endoteliales de la membrana.  

 

- Endotelio: está constituido por una única capa de células poligonales 

(3–5 μm), de forma predominantemente hexagonal, que tapizan la parte 

posterior de la córnea en contacto con el humor acuoso que se encuentra 

en la cámara anterior del ojo. Son células planas, provistas de un núcleo 

de gran tamaño y gran cantidad de mitocondrias, retículo 

endoplasmático y aparato de Golgi. El endotelio constituye una barrera 

semipermeable, que al ser más permeable que el epitelio, permite la 

penetración de macromoléculas en el humor acuoso, facilitando el paso
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de nutrientes desde el humor acuoso hacia el estroma. Al mismo 

tiempo, contribuye a regular la hidratación corneal bombeando líquido 

fuera de la córnea para garantizar así su transparencia. Cuando 

disminuye el número de células endoteliales, ya sea por el paso de los 

años, traumatismos, cirugía o ciertas patologías, estas no pueden 

regenerarse e intentan mantener su función mediante un aumento de 

tamaño. Si se sobrepasa un umbral de pérdida en el que ya no pueden 

mantener el equilibrio hídrico de la córnea, esta acumula agua y se 

edematiza. El edema corneal es la primera causa de trasplante de córnea 

en los países desarrollados. 

 

Se postula la existencia de una sexta capa corneal, la membrana 

de Dua (Dua, Faraj et al. 2013) ubicada entre el estroma y la membrana 

limitante posterior, aunque existe cierta controversia respecto a la 

aceptación de su presencia (Jester, Murphy et al. 2013, McKee, Irion et 

al. 2014). Se trata de una capa fuerte y resistente con un espesor de tan 

solo 15 μm. Está formada por placas de colágeno que se ramifican para 

formar el núcleo de una auténtica malla, conocida como malla trabecular, 

principal vía de drenaje del humor acuoso.  

 

La córnea además de permitir la entrada de luz al ojo, protege al 

iris y al cristalino frente a agentes nocivos como polvo, gérmenes, etc. 

Esta estructura además de mantener su transparencia, resulta 

indispensable que mantenga una curvatura adecuada, ya que el enfoque 

de los objetos, tanto de lejos como de cerca, depende de esta 

característica. 
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La córnea constituye la segunda barrera ocular (después de la 

película lagrimal) que limita la penetración de sustancias exógenas en el 

ojo. Las capas que forman barreras sustanciales a la penetración de 

fármacos son el epitelio, el estroma y el endotelio. En general, la córnea 

actúa como una barrera física a los fármacos hidrofílicos debido a las 

capas epiteliales superficiales que posee, y a los fármacos lipofílicos 

debido al estroma.  

 

La esclerótica es una membrana resistente y opaca que constituye 

la capa externa del globo ocular con función principalmente protectora, 

aunque solo es visible en la parte anterior y popularmente se conoce 

como el «blanco del ojo». Está recubierta externamente por una 

membrana   mucosa   transparente,   la  conjuntiva,  que  tapiza  también

la cara interna de los párpados, y protege el globo ocular, manteniendo 

la superficie frontal del ojo húmeda y lubricada, evitando la entrada de 

polvo o microorganismos, contribuyendo a nutrir el ojo y los párpados y 

segregando la mucina que facilita la adhesión de la película lagrimal a la 

superficie ocular. 

 

La úvea, capa vascular del ojo, situada por detrás de la 

esclerótica, está constituida por tres estructuras: 

 

- El iris es el disco pigmentado situado en la parte frontal del globo 

ocular, entre la córnea y el cristalino, y es el responsable de darle el 

color a los ojos. En su centro se encuentra un orificio, la pupila, cuyo 

grado de contracción o dilatación regula el paso de la cantidad de luz 

al fondo del ojo, con  el  objetivo  de  facilitar  el  enfoque de los objetos  
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en la retina. El iris tiene dos músculos que contraen (miosis) o dilatan 

(midriasis) la pupila. 

 

- El cuerpo ciliar está formado por dos estructuras: los procesos ciliares, 

responsables de la producción del humor acuoso, y el músculo ciliar, 

responsable del cambio de forma del cristalino necesaria para lograr la 

correcta acomodación (enfoque). 

 

- La coroides es una estructura membranosa que se encuentra en la capa 

media del ojo, provista de abundantes vasos sanguíneos, que 

proporciona nutrición a las estructuras internas del mismo. 

 

El cristalino, ubicado detrás de la córnea, es un disco 

transparente y elástico, capaz de modificar su forma para facilitar la 

visión a diferentes distancias. Actúa como una lente biconvexa 

encargada de refractar la luz para permitir que los estímulos visuales 

lleguen a la retina. Además, el cristalino contribuye a ajustar la imagen 

enfocada en la retina, mediante la acción de pequeños músculos, 

llamados músculos ciliares. Cuando el ojo enfoca un objeto cercano, el 

cristalino incrementa su curvatura, lo que se conoce como acomodación. 

El cristalino es una estructura avascular (carece de terminaciones 

nerviosas y sanguíneas) formada por células en forma de largos prismas 

hexagonales, apiladas unas contra otras. La composición del cristalino es 

principalmente agua (60 %) que disminuye con el tiempo, iones 

minerales, particularmente potasio y fosfatos y un complejo de diferentes 

proteínas unidas. En general, la densidad y dureza del cristalino aumenta 

con la edad por la deshidratación y pérdida de plasticidad progresiva que 
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sufre. Por otro lado, el cristalino experimenta un cambio de coloración 

durante la vida adulta que genera una opacificación denominada catarata.  

 

La retina, que constituye la capa más interna del globo ocular 

(desde su inserción anterior en la ora serrata hasta el nervio óptico), 

consta de retina neurosensorial y epitelio pigmentario de la retina (EPR). 

El EPR es la capa más externa de la retina, formada por células cúbicas 

con gránulos de melanina que le dan una pigmentación. La retina 

neurosensorial está formada básicamente por varias capas de neuronas 

interconectadas mediante sinapsis. Las células fotosensibles de la retina 

neurosensorial son los fotorreceptores (FR), fundamentales para el 

funcionamiento de la retina. En el proceso de la visión, la luz altera 

pigmentos visuales de los fotorreceptores que originan una respuesta 

eléctrica. Estos pigmentos visuales son metabolizados por los 

fotorreceptores y el EPR durante el ciclo visual. Los FR son de dos tipos: 

conos y bastones. (i) Los conos son responsables de la visión central 

nítida y detallada y de la visión del color y se agrupan principalmente en 

la mácula, que es la parte más sensible de la retina, y tiene millones de 

fotorreceptores de este tipo estrechamente empaquetados. (ii) Los 

bastones son responsables de la visión nocturna y periférica (lateral), son 

más numerosos que los conos y mucho más sensibles a la luz, pero no 

registran el color ni contribuyen a la visión central detallada a diferencia 

de estos. Los bastones se localizan principalmente en las zonas 

periféricas de la retina.  

 

La misión de la retina es transformar los estímulos lumínicos 

procedentes del exterior, en un impulso nervioso que viaja hasta el 

cerebro a través del nervio óptico (primer par craneal), y se convierte en 
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las imágenes que percibimos. La luz llega a través de la córnea, cruzando 

la pupila y el cristalino hasta que alcanza la retina. El punto de la retina 

donde convergen los rayos luminosos que pasan por las lentes se conoce 

como fóvea. 

 

En el ojo se diferencian dos segmentos anatómicos principales: 

el segmento anterior y el segmento posterior. El segmento anterior es 

una parte del globo ocular anterior al cristalino y consiste principalmente 

en la córnea, la conjuntiva, el iris, el cristalino, el cuerpo ciliar y la 

porción anterior de la esclerótica. En este segmento se localizan dos 

cámaras:  

 

-  Cámara anterior: limitada en su cara anterior por la córnea y en la 

posterior por el iris y la pupila.  

-  Cámara posterior: situada entre el iris y el cristalino.  

 

Ambas cámaras están conectadas por la abertura de la pupila y 

llenas de humor acuoso (secretado por los procesos ciliares). El humor 

acuoso, que se reemplaza varias veces al día, proporciona nutrientes para 

el cristalino y la córnea, y mantiene la presión intraocular (Cunha-Vaz 

1997). 

 

En el segmento posterior, que contiene la coroides y la retina, se 

diferencia la cámara vítrea, situada entre el cristalino y la retina. Su 

interior contiene humor vítreo (gel fluido transparente compuesto 

mayoritariamente (99 %) por agua, y pequeñas cantidades de cloro, 

sodio, glucosa, potasio, ácido hialurónico y proteínas). Este fluido de 

consistencia gelatinosa, que representa el 80 % del volumen del ojo, tiene
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una función protectora ya que mantiene la forma prácticamente esférica 

del ojo y la uniformidad de la superficie de la retina para facilitar la 

recepción nítida de las imágenes. 

 

 

 

Figura 1. Estructura y segmentos del globo ocular. 

 

1.1.2. Penetración ocular 

 

La superficie ocular es la interfase entre el ojo y el entorno. Esta 

superficie provee protección anatómica, fisiológica e inmunológica y 

comprende el epitelio conjuntival palpebral y bulbar, el limbo 

esclerocorneal, el epitelio corneal y la película lagrimal (Holland, 

Mannis et al. 2013). La superficie ocular funciona para mantener la 

claridad óptica de la córnea, sirve como superficie refractiva para una 

proyección precisa de la luz a través de los medios oculares y 

proporciona protección a las estructuras del ojo contra toxinas, traumatis-
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mos y microbios, cuya pérdida de su integridad puede comprometer las 

funciones protectoras, dando lugar a diversas formas de disfunción 

corneal y conjuntival.  

 

Un tratamiento ocular eficaz implica que el fármaco alcance el 

lugar de acción a concentración terapéutica, manteniéndose en el tejido 

diana el tiempo necesario para ejercer su acción. La instilación del 

fármaco en la superficie ocular (vía tópica) es la vía de administración 

habitual, ya que es una vía cómoda que, a diferencia de la vía periocular 

(subconjuntival, subtenoniana y retrobulbar) o intraocular (intracameral 

e intravítrea), permite la administración del fármaco por el propio 

paciente, asegurando la máxima liberación del principio activo en el 

tejido afectado. Sin embargo, dado que un fármaco administrado por vía 

ocular debe atravesar varias barreras para ejercer su acción a nivel de la 

cámara anterior o posterior del ojo, solo un porcentaje inferior al 5 % de 

la dosis inicial del activo es capaz de atravesar la córnea y alcanzar los 

tejidos intraoculares, ya que la mayor parte, arrastrada por la lágrima, se 

absorbe sistémicamente por vía nasal. El limitado tiempo de residencia 

del medicamento en la superficie ocular, debido al recambio lagrimal, 

conduce a un aporte insuficiente de fármaco a los tejidos intraoculares.  

 

Las diferentes barreras del ojo (corneal, hemato-acuosa y 

hemato-retiniana), que lo protegen de la entrada de sustancias tóxicas y 

mantienen el control homeostático, actúan desfavorablemente en la 

administración ocular de fármacos, ya que dificultan su paso a los tejidos 

intraoculares a concentración terapéutica eficaz, lo que conduce a una 

baja biodisponibilidad del fármaco en el lugar de acción. 
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  La lágrima humana tiene un volumen total de alrededor de      

7~30 μL (según la frecuencia de parpadeo y el volumen del saco 

conjuntival). Debido a la rápida tasa de renovación lagrimal                      

(de  0,5~2,2 μL/min) y el tiempo corto de restauración (entre 2~3 min) 

de la película lagrimal (Worakul and Robinson 1997), las formulaciones 

en gotas oculares se lavan rápidamente y drenan en el conducto 

nasolagrimal después de la instilación, además de favorecer la unión de 

las moléculas del fármaco a las proteínas lagrimales. 

 

  La película lagrimal es originada por lágrimas, que aunque están 

compuestas en un 98,2 % de agua, el 1,8 % restante contiene solutos 

como electrolitos (sodio, potasio, magnesio, calcio, cloro y bicarbonato), 

diferentes tipos de proteínas (albúmina, inmunoglobulinas, lisozima, 

lactoferrina, betalisina y prostaglandinas) y otros compuestos tales como 

glucosa, colesterol, vitamina A y C, y factores de crecimiento, entre 

otros, que son de suma importancia para promover la curación y combatir 

infecciones, ayudando a mantener la salud de la superficie ocular. 

 

La película lagrimal, el primer obstáculo al que se enfrentan los 

exógenos y fármacos de administración tópica, es una fina capa líquida 

que cubre la córnea y la conjuntiva, es decir, se encuentra en contacto 

con el aire. Consta de tres capas delgadas (Figura 2): 

 

- Capa lipídica: es la más externa, tiene un espesor entre 0,1 y 0,2 μm y 

se caracteriza por ser de naturaleza oleosa, lo que reduce la velocidad 

de evaporación las lágrimas, favoreciendo la humectación de la 

superficie del ojo y  facilitando  el  parpadeo. Otra de sus funciones es
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aumentar la tensión superficial y mantener la estabilidad de la película 

lagrimal. 

 

- Capa acuosa: es la capa intermedia y de mayor espesor, formada, entre 

otros componentes, por sales, proteínas, glucosa y electrolitos. Su 

principal función es proporcionar oxígeno a la córnea y limpiarla de 

agentes externos. Además, esta capa posee ciertas sustancias 

antibacterianas, lo que protege al ojo de posibles infecciones.  

 

- Capa mucínica o mucinosa: es la capa más fina, más interna y la más 

próxima a la córnea. Esta masa mucosa se produce en las células 

caliciformes de la conjuntiva, disminuye la fricción y cambia la 

polaridad del epitelio (de lipófilo a hidrófilo), favoreciendo la extensión 

de la capa acuosa sobre el epitelio de la córnea.  

 

Figura 2. Estructura de la película lagrimal. 
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La barrera corneal, representada por el epitelio corneal, restringe 

la entrada de fármacos hidrosolubles en la córnea y en el humor acuoso.  

 

La barrera hemato-acuosa, limita la entrada de sustancias desde 

la sangre al humor acuoso. El epitelio del iris y el cuerpo ciliar bombean 

fármacos de carácter aniónico desde el humor acuoso hacia la sangre. 

 

La barrera hemato-retiniana, constituida externamente por el 

EPR y la membrana de Bruch, e internamente por las células endoteliales 

de los capilares retinianos, limita la entrada de fármacos en el ojo 

procedentes de la circulación sistémica. La presencia de uniones 

estrechas entre las células del EPR y del endotelio vascular es esencial 

para el control del transporte de activos y para prevenir la entrada de 

moléculas tóxicas y componentes del plasma en la retina. 

 

Otros factores ejercen una acción protectora secundaria tales 

como: la avascularización de la córnea, que reduce prácticamente el 

tratamiento por vía sistémica a las alteraciones del polo posterior o la 

respuesta fisiológica midriática y miótica de la pupila, que puede limitar 

el paso del principio activo de la cámara anterior a la cámara posterior 

del ojo. 

 

Los activos administrados por vía tópica se absorben a través de 

dos rutas: corneal o no corneal (Figura 3). El epitelio corneal permite el 

paso de activos hidrofóbicos de pequeño tamaño (PM > 100 Da) a través 

de las células epiteliales por difusión (ruta transcelular) y el de sustancias 

hidrofílicas entre los espacios celulares (ruta paracelular).  El   resto   de 
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activos se eliminan a través de la malla trabecular por el canal de 

Schlemm hacia la circulación sanguínea sistémica (vía convencional), o 

a través del iris hacia el tejido uveoescleral y posteriormente hacia la 

circulación sanguínea sistémica. Una menor proporción de fármaco (de 

10 − 100 veces inferiores que en el humor acuoso y córnea), alcanza la 

cámara posterior a través del iris mediante difusión a través del flujo de 

humor acuoso.  

 

Los fármacos con baja permeabilidad corneal (elevado peso 

molecular) penetran en el ojo a través de la conjuntiva y/o la esclerótica 

(ruta conjuntival-escleral), alcanzando el humor vítreo por difusión 

pasiva y mecanismos de transporte activo, eliminándose a través del EPR 

y las células endoteliales capilares retinianas (barrera hematorretiniana) 

o a través de la circulación coroidea hacia el flujo sanguíneo sistémico. 

Esta ruta proporciona una concentración de fármaco 20 veces inferior en 

la cámara anterior que la ruta de absorción corneal. 
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Figura 3. Rutas oculares de absorción y eliminación de fármacos.
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1.2. INFLAMACIÓN EN EL SEGMENTO ANTERIOR DEL 

OJO  

Los trastornos que ocurren en el segmento anterior incluyen 

cataratas, ojo seco, glaucoma, inflamaciones, infecciones, enfermedades 

hereditarias y degenerativas, anomalías congénitas y del desarrollo, 

tumores, lesiones, traumatismos y manifestaciones oculares de 

enfermedades sistémicas. 

 

A modo general, la inflamación (Figura 4), indicada por los 

signos cardinales de enrojecimiento, hinchazón, dolor, calor y alteración 

de la función, es una respuesta del sistema inmune que desencadena 

fenómenos moleculares, celulares y vasculares con la finalidad de 

detectar, aislar y eliminar agresiones físicas, químicas o biológicas 

(finalidad defensiva). Los mastocitos, que se activan frente a una 

agresión, contienen en su citoplasma gránulos con mediadores de la 

inflamación, liberándolos junto con otros de carácter lipídico. Esta 

respuesta se inicia en la membrana del mastocito con activación de la 

adenilato-ciclasa (AC) y fosfolipasa A2 (PLA2). La AC incrementa la 

concentración de adenosín monofosfato cíclico (cAMP), mientras que la 

PLA2, ataca a los lípidos de membrana produciendo ácido araquidónico, 

incrementando también la permeabilidad de membrana al Ca++ (aumento 

de su concentración en el citoplasma). Ambos incrementos determinan 

la formación de microtúbulos y el movimiento de los gránulos 

citoplasmáticos a la membrana, produciéndose la liberación de los 

mediadores de la inflamación al espacio extracelular: histamina, enzimas 

proteolíticas (productoras de quininas), factor quimiotáctico del 

eosinófilo,  factor   quimiotáctico   del   neutrófilo   y  heparina. El ácido  
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araquidónico formado, puede seguir dos vías metabólicas, la de la 

enzima ciclooxigenasa que determina la producción de prostaglandinas 

(PG), prostaciclinas y tromboxanos (TX), y la de la lipooxigenasa que 

conduce a la  formación  de  leucotrienos  (LT)  y  lipoxinas  (Nair, 

Thankachen et al. 2021). 

 

 

 

Figura 4. Derivados del ácido araquidónico en la cascada de la 

inflamación. 

 

La inflamación ocular es una condición causada por una 

infección, alergia, traumatismo o irritación química. Los síntomas 

pueden incluir enrojecimiento, dolor, sensibilidad a la luz, lagrimeo, 

secreción ocular y visión borrosa.  El proceso de reparación y aislamiento 
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del agente que provoca la lesión en el tejido se produce por el 

desencadenamiento de la producción de factores de crecimiento, 

citoquinas y el trauma, estimulándose la enzima PLA2, que da lugar a la 

síntesis de eicosanoides (prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos) 

que regulan procesos inmunopatológicos e inflamatorios, mediante 

distintas respuestas fisiológicas, homeostasis vascular y agregación 

plaquetaria (Dennis and Norris 2015, Dammak, Pastrana et al. 2023).  

 

Las enfermedades inflamatorias que afectan al globo ocular y a 

la órbita, incluyen la uveítis, escleritis, queratitis y la patología 

inflamatoria orbitaria. Estas enfermedades pueden afectar 

exclusivamente a las estructuras oculares o bien formar parte de una 

enfermedad sistémica. 

 

La uveítis (Figura 5) clásicamente hace referencia a un conjunto 

de problemas inflamatorios intraoculares que afectan una o más 

estructuras de la úvea o túnica vascular (conjunto de estructuras oculares 

que forman una capa pigmentada y controlan funciones del ojo como la 

adaptación a los diferentes niveles de luz o a las distancias de los objetos) 

(Kesav, Palestine et al. 2020). La úvea es la capa media del ojo que se 

encuentra debajo de la esclerótica, formada por el iris (que funciona 

como el diafragma de una cámara fotográfica, regulando la cantidad de 

luz que penetra en el ojo), el cuerpo ciliar (que genera el humor acuoso 

y modifica la forma del cristalino, permitiendo el enfoque y, por tanto, 

la  visión  a  distintas  distancias)  y  la  coroides   (capa    profusamente  
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irrigada de vasos sanguíneos y células pigmentadas, que proporciona 

oxígeno a la retina). Aunque el término uveítis se ha ampliado a la 

inflamación de las estructuras intraoculares adyacentes, como la retina, 

el humor vítreo y el nervio óptico (Denniston and Murray 2014).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Signos de uveítis anterior. 

 

La uveítis es una de las principales causas de discapacidad visual 

grave y ceguera. En los países desarrollados es la quinta o sexta causa 

principal de ceguera, representando entre el 10 −15 % de todos los casos; 

mientras que en los países en vías de desarrollo representa el 25 %. A 

diferencia de otras enfermedades oftálmicas, como el glaucoma o la 

degeneración macular relacionada con la edad, que generalmente afectan 

a las poblaciones de edad avanzada, la uveítis puede ocurrir en todos los 
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grupos de edad y, a menudo, afecta a adultos jóvenes (20 − 50 años) 

(Joltikov and Lobo-Chan 2021, Chen, Kong et al. 2023).  

 

La uveítis se puede clasificar: 

 

-  Según la localización anatómica:  

 

a) Uveítis anterior: es la forma más frecuente, y se da cuando la 

inflamación se origina en el iris o en el cuerpo ciliar. A su vez, se 

divide en nueve tipos diferentes, incluyendo iritis, iridociclitis, 

uveítis ciliar, corioretinitis, coroiditis, síndrome de oclusión de la 

vena central de la retina, queratouveítis, síndrome de Fuchs y 

uveítis sifilítica. 

 

b) Uveítis intermedia: se refiere a la inflamación que afecta 

principalmente al humor vítreo o sustancia gelatinosa presente en 

la cámara vítrea del ojo. A veces también se la 

denomina vitritis o pars planitis. 

 

c) Uveítis posterior: es la inflamación que afecta las capas 

posteriores del ojo, como la coroides (coroiditis) o la retina 

(retinitis). También puede afectar a los vasos sanguíneos de la 

retina, este trastorno recibe el nombre de vasculitis. 

 

d) Panuveítis: también denominada uveítis difusa. Es el término que 

describe la presencia de inflamación tanto en la parte anterior 

como en la posterior del ojo. 
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-  Según la lesión anatomopatológica puede ser: granulomatosa o no 

granulomatosa. 

 

-   Según la evolución puede ser: aguda, crónica o recidivante. 

 

- Según la etiología puede ser diversa: autoinmune, infecciosa, 

traumática, síndrome de enmascaramiento, idiopática, exógena o 

endógena, siendo las tres primeras las más habituales. 

 

a) Autoinmune: el sistema inmune es un sistema de defensa del 

organismo frente a patógenos extraños, como las bacterias o los 

virus. Cuando el sistema inmunitario falla, no distingue lo 

«propio» de lo «extraño» y ataca el propio cuerpo, en este caso, 

el ojo. A menudo la inflamación se limita al ojo, pero puede estar 

asociada con otros trastornos médicos autoinmunes. Algunas 

personas tienen predisposición genética a desarrollar ciertas 

enfermedades autoinmunes, lo que a la vez se traduce en un 

mayor riesgo de desarrollo de uveítis. Dichas enfermedades 

incluyen la espondilitis anquilosante, la colitis ulcerosa, la 

enfermedad de Crohn o la psoriasis, entre muchas otras. 

 

b) Infecciosa: resulta menos frecuente que la inflamación esté 

asociada a una infección. Virus, bacterias o parásitos pueden 

acceder al interior de la cavidad ocular y provocar una infección. 

Existen algunos virus como el herpes, que una vez resuelta la 

infección, pueden persistir y en un momento determinado son 

capaces de reactivarse y producir un nuevo episodio inflamatorio.
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c) Traumática: cualquier traumatismo ocular, incluida la cirugía 

ocular, puede conducir al desarrollo de una inflamación. 

 

Los síntomas dependerán principalmente del tipo de uveítis. No 

todos los signos y/o síntomas deben estar presentes a la vez. En el caso 

de la uveítis anterior, se manifiesta por enrojecimiento, dolor o 

sensibilidad a la luz e incluso visión borrosa. Mientras que la uveítis 

intermedia y posterior normalmente no presentan síntomas de dolor a no 

ser que se asocien con una uveítis anterior. En muchos casos, se aprecia 

la presencia de «moscas volantes» (puntos negros y/o telarañas) y 

pérdida o distorsión de la visión. Dichos síntomas pueden aparecer de 

manera repentina y durar solo unas semanas o pueden aparecer de forma 

gradual durante un periodo de varias semanas y durar incluso meses. En 

su mayor parte, los casos de uveítis anterior son agudos y se presentan 

de manera recurrente, alternándose con periodos de inactividad entre 

brotes. 

 

Patogenéticamente, la distinción entre uveítis infecciosa y no 

infecciosa (autoinmune) no es muy clara, ya que, en ambos casos, los 

procesos de daño tisular y las células involucradas pueden ser muy 

similares. Además, a veces puede ser difícil determinar si el daño al 

tejido se puede atribuir directamente al agente infeccioso o a las 

respuestas inmunitarias inducidas en el huésped contra ese organismo. 

Dado que la enfermedad infecciosa latente está tan extendida, existe 

incluso la posibilidad de que la uveítis autoinmune (y la enfermedad 

autoinmune en general) pueda desencadenarse por los efectos 

adyuvantes de los organismos albergados por el huésped (Forrester 

2010). 
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El tratamiento puede incluir gotas oculares, inyecciones 

intravítreas, medicamentos orales o incluso cirugía. Los pacientes con 

uveítis deben recibir seguimiento regular para prevenir complicaciones 

potencialmente graves, como la ceguera. 

 

La terapia principal para el control de la inflamación en la uveítis 

se basa en el uso de corticosteroides tópicos, perioculares, intravítreos o 

sistémicos. Los agentes anti-prostaglandinas tópicos y sistémicos tienen 

efectos mínimos sobre la inflamación intraocular, y ninguna otra clase 

de agentes antiinflamatorios tiene un efecto inmediato sobre la 

inflamación. La administración localizada de corticoides minimiza los 

efectos adversos sistémicos al mismo tiempo que maximiza la 

administración del fármaco y normalmente incluye el enfoque de 

inyección periocular e intravítrea (Sen, Vitale et al. 2014); sin embargo, 

estos fármacos pueden inducir efectos adversos a nivel ocular como la 

hipertensión ocular y el glaucoma, que deben considerarse en 

tratamientos prolongados (Daniel, Pistilli et al. 2017). 
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1.3. LICOCHALCONA A 

Actualmente, los antibióticos y muchos otros medicamentos en 

el mercado producen reacciones no deseadas, cierto grado de toxicidad, 

sumándose además el problema de la aparición de microorganismos 

patógenos resistentes (El-Saber Batiha, Magdy Beshbishy et al. 2020). 

En este sentido, las plantas medicinales y sus metabolitos naturales, 

como fuente importante para descubrir nuevas moléculas farmacéuticas, 

han ganado una mayor aceptación debido a la percepción de que estas 

plantas, como productos naturales, tienen menos efectos secundarios y 

mayor eficacia en comparación con sus contrapartes sintéticas, siendo de 

gran interés para el tratamiento de enfermedades y cuidado de la salud 

humana (Sharma, Katiyar et al. 2018, Orozco, Vázquez-Hernández et al. 

2019). 

 

El género Glycyrrhiza (Leguminosae), que consta de 

aproximadamente 30 especies y proviene de los vocablos griegos, 

acuñados por el médico griego del primer siglo Dioscórides, γλυκύς 

glykýs, que significa «dulce», y ῥιζο rizo (este de ῥίζωμα rízōma), que 

significa «raíz» (Grieve 2015), es también conocido como regaliz    

(Gan-Cao en chino), cuya raíz, además de ser empleada en la industria 

alimentaria como aromatizante y edulcorante natural, ha sido 

ampliamente usada en la medicina tradicional asiática, definida como 

«progenitor de las hierbas» y se encuentra en numerosas fórmulas 

tradicionales (Taufel 1996, Friis-Møller, Chen et al. 2002, Zhang and Ye 

2009) para el tratamiento de diversas enfermedades como úlcera gástrica 

y duodenal (Chang and But 2014), hepatitis C (Arase, Ikeda et al. 1997), 

asma bronquial, enfermedades de la piel (Olukoga and Donaldson 2000),
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tos, resfriados e influenza (Pastorino, Cornara et al. 2018) y como 

potencial terapéutico para el tratamiento del Coronavirus 2019 (COVID-

19) (Chen, Hu et al. 2020, Luo, Liu et al. 2020, Murck 2020). Además, 

estudios clínicos y experimentales indican que poseen muchas otras 

propiedades farmacológicas como emoliente, antiinflamatorio, 

antioxidante, antiviral, antimicrobiano, anticancerígeno, 

inmunomodulador, hepatoprotector y cardioprotector (Numazaki 2003, 

Mukhopadhyay and Panja 2008, Li, Chen et al. 2014).     

 

El regaliz es una hierba perenne que tiene una altura de 70 a      

200 cm, que en la actualidad es ampliamente cultivada en toda Europa, 

Medio Oriente y Asia, aunque originaria de la región mediterránea, del 

centro al sur de Rusia y de Asia Menor a Irán. Las partes comercialmente 

importantes de la planta, de las que se preparan los extractos, son las 

raíces largas y enredadas y los tallos subterráneos que se encuentran al 

ras del suelo (Fenwick, Lutomski et al. 1990). Su cultivo fue registrado 

por primera vez por Piero de Cresenzi de Bolonia en el siglo XIII. Las 

raíces cultivadas se cosechan después de tres o cuatro años de 

crecimiento. Éstas y los estolones contienen glicirricina (también 

conocida como ácido glicirrícico o glicirrícinico, alrededor del 59 % en 

peso), un compuesto que es unas 50 − 170 veces más dulce que la 

sacarosa (Mukhopadhyay and Panja 2008). 

 

La raíz de regaliz contiene saponinas triterpenoides (42,4 %), 

principalmente glicirricina, una mezcla de sales de potasio y calcio del 

ácido glicirrícico;  flavonoides  (0,1 %),  principalmente  las flavanonas 
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liquiritina y liquiritigenina, chalconas, isoliquiritina, isoliquiritigenina e 

isoflavonoides (formononetina); aminas (1,2 %), asparagina, betaína y 

colina; aminoácidos; 31,5 % de glucosa y sacarosa; almidón (23,0 %); 

polisacáridos (arabinogalactanos); esteroles (b-sitosterol); cumarinas 

(glicerina); resina; y aceites volátiles (0,0047 %) (Bruneton 2016, Tang 

and Eisenbrand 2013). Sin embargo, la composición exacta varía mucho 

según la especie, las condiciones de cultivo, el entorno de crecimiento, 

las técnicas de recolección y procesamiento, etc., pudiendo afectar el 

contenido de metabolitos secundarios y sus propiedades terapéuticas 

(Zhang and Ye 2009, Oloumi and Hassibi 2011, Ahmadi Hosseini, 

Kazem Souri et al. 2014). De acuerdo con los resultados de un estudio 

de regaliz de Moldavia, el contenido de glicirricina, azúcares y extractos 

aumentaron con la edad de la planta, siendo más elevados en las raíces 

horizontales y pivotantes. Los niveles máximos se encontraron en los 

períodos más calurosos del año, que también correspondían a la 

terminación de la floración. En base a esto se sugiere que las raíces se 

deben recolectar al final de la tercera temporada (Fenwick, Lutomski et 

al. 1990).  

 

Glycyrrhiza glabra, G. uralensis y G. inflata son las especies más 

comunes de este género, están reconocidas oficialmente en la 

farmacopea china y son las especies generalmente empleadas en el 

comercio (Gongheguo 2000).  

 

Las aplicaciones terapéuticas modernas de la raíz de regaliz se 

sustentan en base a su uso en sistemas bien establecidos de medicina 

tradicional, en investigaciones fitoquímicas bien documentadas, en 

acciones  farmacológicas  reportadas  en  estudios  in vitro  e  in vivo  en 
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animales y en estudios clínicos en humanos. Además, de su uso reciente 

en el sistema de liberación de fármacos, especialmente en el enfoque de 

la nanomedicina, aplicación cosmecéutica y veterinaria (Alagawany, 

Elnesr et al. 2019, Ciganović, Jakimiuk et al. 2019, Rani, Devi et al. 

2021, Bisht, Rashid et al. 2022).  

 

Los flavonoides que forman parte de una importante clase de 

productos naturales, se encuentran ampliamente distribuidos en el reino 

vegetal, donde brindan protección UV y color a sus productores. Éstos, 

dependiendo de sus estados oxidativos y sustituyentes, se pueden 

clasificar en chalconas, flavonas, isoflavonas, flavanonas, flavonoles, 

dihidroflavonoles, isoflavonoles, auronas, neoflavonoides y 

antocianidinas (Zhou, Yang et al. 2021). La mayoría de estos 

compuestos comparten un esqueleto C6–C3–C6 que consta de dos anillos 

aromáticos A y B y un anillo de (dihidro)benzopirano C, adyacente a A  

y se derivan de tres malonil-CoA y un cinamoil- o p-cumaroil-CoA 

(Harborne and Williams 2001). 

 

Químicamente las chalconas son 1,3-diaril-2-propen-1-onas, 

donde los anillos A y B están unidos por un puente de carbonilo 

insaturado de tres carbonos (Figura 6) (Zhou, Yang et al. 2021), 

pudiendo modificarse por prenilación, lo que a menudo aumenta la 

lipofilicidad y mejora su afinidad por las proteínas y las membranas 

celulares, y por lo tanto la actividad biológica.
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Figura 6. Estructura química de las chalconas. 

 

 

Las chalconas muestran una amplia gama de actividades 

biológicas y farmacológicas, incluidas actividades antibacterianas, 

antifúngicas, antivirales, citotóxicas, antitumorales, antiinflamatorias y 

antialérgicas (Harborne 2017) . Algunas de ellas también se consideran 

candidatas potenciales para el tratamiento de enfermedades 

neurodegenerativas y enfermedades vasodilatadoras (Harborne and 

Williams 2001).  

 

Las licochalconas (Zhang, Zhou et al.) son chalconas oxigenadas 

aisladas de la raíz de regaliz, que presentan actividad antiparasitaria y 

antitumoral y parece interferir con la respiración mitocondrial (Park, Ji 

et al. 2021). Se han clasificado, según sus estructuras químicas, en 

licochalcona A, B, C, D, E, F y G. Las licochalconas A y B se aíslan 

principalmente de G. glabra L. (Saitoh and Shibata 1975), mientras que 

las licochalconas C y D de G. inflata (Kajiyama, Demizu et al. 1992, 

Haraguchi, Tanimoto et al. 1998). Se ha informado que G. glabra L. 

muestra una actividad  antiinflamatoria similar a una hormona esteroide 
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(hidrocortisona) al inhibir la actividad de la enzima fosfolipasa A2, que 

es crucial para varios procesos inflamatorios. Además, un estudio in vitro 

demostró que suprime la actividad de la ciclooxigenasa y la formación 

de prostaglandina E2, inhibiendo indirectamente la agregación 

plaquetaria (Harwansh, Patra et al. 2011). 

 

La licochalcona A (Lico-A), pigmento natural de color marrón 

amarillento, es el principal compuesto fenólico extraído de Glycyrrhiza 

glabra L. (familia: Fabaceae) Tabla 1, con una estructura molecular 

característica (3-dimetilalil-4,4′ -dihidroxi-6-methoxichalcona) Tabla 2, 

posee una unidad prenilo en el C-5 del anillo B (Figura 7).  Se puede 

describir químicamente como una cetona bisfenólica ,-insaturada 

(esqueleto de chalcona) sustituido con dos grupos hidroxilo fenólicos, un 

resto metoxi y una cadena lateral isoprenoide (Souza, de Carvalho et al. 

2020). 

 

          Tabla 1. Clasificación científica de Glycyrrhiza glabra L. 

Taxón Nombre 

Reino Plantae 

División Magnoliophyta 

Clase Magnoliopsida 

Orden Fabales 

Familia Fabaceae (Leguminosae) 

Género Glycyrrhiza 

Especie Glycyrrhiza glabra L. 
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Tabla 2. Nombre IUPAC, fórmula química y peso molecular de Lico-A. 

Nomenclatura IUPAC Fórmula Química Peso Molecular 

(E)-3-[4-Hidroxi-2-metoxi-5-(2-

metilbut-3-en-2-il) fenil]-1-(4-

hidroxifenil) prop-2-en-1-ona 

 

C21H22O4 

 

 

338,39 g/mol 

 

 

Se cree que desempeña una función importante en el sistema 

inmune de las plantas, ayudando a combatir las infecciones y protegerlas 

de daños. La Lico-A es usada como colorante alimentario y en la 

industria del tabaco; así también, diversos estudios demuestran que esta 

sustancia química, posee actividad antiinflamatoria, antioxidante, 

anticancerígena, antimicrobiana, antiviral, antimicobacteriana y 

antilegionella, antileishmanial y osteogénica (Chen, Christensen et al. 

1993, Friis-Møller, Chen et al. 2002, Yoon, Jung et al. 2005, Gatta 

Daniela, Franceschelli et al. 2019, Souza, de Carvalho et al. 2020, Li, 

Xie et al. 2022). Además, también se ha demostrado que esta sustancia 

tiene un efecto protector contra el daño inducido por los radicales libres 

en el organismo. Estudios recientes reportan una función farmacológica 

con actividad antiinflamatoria (Yang, Lee et al. 2018), como 

antiinflamatorio en el modelo de enfermedad de Parkinson (Huang, Liu 

et al. 2017), inmunoterapia contra el cáncer (Yuan, Jiang et al. 2021) y 

enfermedad de Alzheimer (Lee, Chiu et al. 2018). También se ha 

investigado como un tratamiento potencial para afecciones inflamatorias 

de la piel como la rosácea eritematosa, la psoriasis, la dermatitis atópica 

y el acné (Weber, Ceilley et al. 2006, Yang, Lee et al. 2018). 
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En la industria cosmética, la Lico-A se ha utilizado ampliamente 

en productos para mejorar la apariencia de la piel, protectores solares, 

entre otros, y se continúa estudiando como inhibidores de la 

melanogénesis y cosméticos blanqueadores (Hong, Cao et al. 2018, 

Wang, Xue et al. 2021, Puaratanaarunkon and Asawanonda 2022). 

 

 

 

Figura 7. Estructura química del producto natural Licochalcona A. 

 

Dentro de la amplia gama de actividades biológicas que posee la 

Lico-A, las propiedades antiinflamatorias tienen interés para su 

evaluación en procesos inflamatorios oculares.  

 

Recientemente, varios estudios han demostrado que la Lico-A 

puede tener un efecto antiinflamatorio en el ojo. Li et al. (2021) 

reportaron que la Lico-A suprimió la fosforilación de p38 y la liberación 

de   factores   pro-inflamatorios   como   el  factor  de  necrosis   tumoral
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(TFN-), la interleucina 1 (IL-1) y la interleucina 6 (IL-6) en modelos 

animales con neuropatía crónica (Li, Yu et al. 2021). Experimentos 

llevados a cabo por Bisht et al. (Bisht, Rashid et al. 2022), han puesto de 

manifiesto que la Lico-A, tiene la capacidad de inhibir la producción de 

óxido nítrico (NO), IL-6 y PGE2. En este mismo sentido, otro estudio ha 

demostrado que la Lico-A inhibió la transición endotelial-mesenquimal 

(EndMT), implicada en la patogénesis de la neovascularización coroidea 

(CNV), a través de la vía de señalización PI3K/AKT en modelos 

animales de CNV inducida por láser, aliviando la CNV que puede ser 

secundaria  a la enfermedad inflamatoria ocular (Zhang, Zhou et al. 

2023). Estos resultados indican que la Lico-A puede ser potencialmente 

útil como tratamiento antiinflamatorio para la uveítis y otras 

enfermedades inflamatorias oculares. 
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1.4. SISTEMAS DE LIBERACIÓN PROLONGADA DE 

FÁRMACOS  

Los sistemas de liberación prolongada son formas de dosificación 

que permiten la liberación del fármaco de forma sostenida y controlada 

a lo largo del tiempo, a una velocidad y/o en una localización 

determinadas, asegurando una biodisponibilidad adecuada y 

garantizando un correcto efecto terapéutico en el paciente. Estos sistemas 

mejoran por tanto, la eficacia terapéutica y la seguridad del 

medicamento, ya que disminuyen los efectos adversos asociados a la 

terapia empleada. Además, minimizan la degradación del principio 

activo e incrementan la vida media del fármaco en el interior del órgano 

diana. 

 

 

Figura 8. Representación esquemática de los nanotransportadores 

clásicos.



1. INTRODUCCIÓN 

 

37 

 

En general, los nanotransportadores utilizados como sistemas de 

administración de fármacos incluyen liposomas, micelas, dendrímeros, 

nanoemulsiones y nanopartículas (Figura 8). 

 

1.4.1. Nanopartículas poliméricas en tratamientos oculares 

 

Los tejidos extraoculares o intraoculares constituyen los 

objetivos terapéuticos de los fármacos para tratar las enfermedades 

relacionadas con el segmento anterior del ojo. De esta manera, si el 

objetivo es aliviar los signos y síntomas causados por trastornos 

inflamatorios de la superficie ocular de la córnea y conjuntiva, como el 

síndrome del ojo seco y enfermedades alérgicas, se debe pensar en 

mejorar la biodisponibilidad en tejidos extraoculares. Por el contrario, si 

la finalidad es tratar infecciones y enfermedades complejas que 

amenazan la visión tales como el glaucoma o la uveítis (inflamación 

intraocular), el enfoque sería incrementar la biodisponibilidad en tejidos 

intraoculares.   

 

Es necesario precisar que, además de la absorción corneal, los 

fármacos administrados tópicamente pueden absorberse en el segmento 

anterior a través de una vía no corneal: la vía de la conjuntiva/esclerótica, 

ya que la conjuntiva tiene un área de superficie mayor que la córnea      

(17 frente a ~ 1 cm2) (Watsky, Jablonski et al. 1988, Wang and Wang 

2022). La conjuntiva es una barrera limitante de la velocidad de 

permeación de fármacos solubles en agua (Ahmed, Gokhale et al. 1987, 

Prausnitz and Noonan 1998) debido a la rápida eliminación del fármaco 

por el flujo sanguíneo y linfático  conjuntival.  Los fármacos que logran 

evadir la eliminación conjuntival, penetran a través de la esclerótica para 
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alcanzar el segmento anterior (vía transescleral). En esta vía, debido a la 

gran superficie de la esclera y una permeabilidad relativamente más alta 

que la córnea, el tamaño de las moléculas resulta más importante para la 

permeación transescleral que su lipofilia (Janagam, Wu et al. 2017). 

 

Como ya se mencionó anteriormente, las formulaciones tópicas 

oculares convencionales se aplican en la porción anterior del ojo, aunque 

la mayor parte se pierde debido a su mecanismo defensivo (drenaje 

lagrimal por lagrimeo basal y reflejo). Por este motivo, se continúa 

dirigiendo mucho esfuerzo, con el desafío de lograr una concentración 

adecuada y mayor retención de la dosis aplicada en la superficie ocular 

y, por consiguiente, un mejor efecto terapéutico y disminución de los 

efectos adversos locales y/o sistémicos.  

 

En este sentido, la formulación de sistemas de administración 

ocular centrándose en la biodisponibilidad ocular mejorada y el efecto 

prolongado del fármaco en los tejidos diana, es una herramienta 

terapéutica necesaria. Con el desarrollo de un sistema de administración 

de fármacos oftálmicos, que eluda los problemas asociados con los 

sistemas convencionales y proporcione las ventajas de la administración 

dirigida del medicamento durante períodos de tiempo prolongados y sea 

fácil de usar para el paciente, se podría contribuir con un enfoque 

alternativo a la necesidad de altas dosis y al uso de tratamientos invasivos 

(inyecciones intraoculares). Todas estas ventajas se describen en la 

literatura con el uso de nanopartículas. Cabe resaltar que también se han 

desarrollado otras estrategias para la administración ocular prolongada 

de fármacos en el segmento anterior como lentes de contacto con activos 

y sistemas basados en nanoobleas (Janagam, Wu et al. 2017).
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Las nanopartículas (NPs) son sistemas dispersos, de tamaño 

nanométrico de partículas sólidas, que según su uso, pueden o no 

contener fármaco. Estas tienen grandes áreas superficiales y pueden estar 

preparadas con diferentes tipos de materiales. Cuando se requiere 

administrar NPs en el tratamiento de un paciente, es muy importante que 

los componentes del sistema nanoestructurado sean inocuos. De todos 

estos sistemas, las NPs poliméricas son los sistemas coloidales de 

características más biodegradables y biocompatibles existentes, con 

tamaños entre 10 y 1000 nm (Kumari, Yadav et al. 2010). En la 

bibliografía se describen sistemas de liberación controlada obtenidos a 

partir de dispersiones sólidas del fármaco con polímeros biodegradables 

formadores de sistemas matriciales, entre ellos, el ácido poli láctico 

(PLA), el ácido poli láctico-co-glicólico (PLGA), etilcelulosa o 

copolímeros metacrílicos, que dan lugar a sistemas matriciales inertes, o 

polímeros como la hidroxipropil metilcelulosa (HPMC) o el alcohol 

polivinílico (PVA) que originan sistemas matriciales hidrófilos. 

También es posible encontrar una combinación de ambos tipos de 

sistemas.  

 

Las nanopartículas se subdividen en dos categorías: nanoesferas 

y nanocápsulas (Figura 9). Las nanoesferas son sistemas matriciales, 

donde el fármaco se encuentra disperso en el interior de una matriz 

polimérica y/o adsorbido en la superficie. Las nanocápsulas son sistemas 

vesiculares, que actúan como una especie de reservorio, constituidos por 

una membrana polimérica en cuyo interior se aloja el fármaco, 

generalmente disuelto en un vehículo oleoso (Rao and Geckeler 2011).  

Estas diferencias entre ambos tipos de NPs condicionan sus propiedades 
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respecto a la liberación del activo. La selección del tipo de NP dependerá 

del método de elaboración, las propiedades fisicoquímicas y las 

características del fármaco a encapsular. 

 

Se puede resumir las ventajas del uso de las NPs en el tratamiento 

de inflamaciones oculares en su capacidad de mejorar la permeabilidad 

del fármaco a través de la barrera hematoacuosa y la córnea, prolongar 

el tiempo de contacto del fármaco con los tejidos oculares, administrar 

el fármaco en un tejido específico de manera controlada, proteger al 

fármaco de la degradación y el metabolismo manteniendo su estabilidad, 

favorecer la liberación del fármaco durante semanas a meses 

(disminución en la frecuencia de aplicación), tener baja o nula toxicidad 

y efectos secundarios, mantener una larga vida útil y no necesitar 

reconstitución ni extracción quirúrgica. Todas estas ventajas, mejoran la 

adherencia al tratamiento por parte del paciente. 

 

Figura 9. Nanopartículas poliméricas.
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1.4.2. Nanopartículas de PLGA 

 

La formulación de polímeros biodegradables como sistema 

coloidal es muy prometedora para la administración de fármacos 

oftálmicos. Un sistema coloidal es adecuado para fármacos poco 

solubles en agua, como el caso de la Lico-A, y permitiría su 

administración manteniendo la actividad del fármaco en el sitio de 

acción.  

 

Las nanopartículas poliméricas se pueden preparar usando varios 

métodos desarrollados y utilizados con éxito como el método de 

evaporación de solvente, desplazamiento del solvente o 

nanoprecipitación, emulsificación espontánea/difusión de solventes, 

salting out y diálisis.  

 

El método de desplazamiento del solvente ofrece sencillez de 

procedimiento, menor necesidad de purificación, alta facilidad de 

escalado y alta eficiencia de atrapamiento y seguridad de los fármacos 

cargados. Debido a la miscibilidad del solvente con la fase acuosa, este 

método es eficiente solo para fármacos muy poco solubles en agua, como 

la Lico-A. 

 

Dado que las NPs cargadas con fármaco residen en los tejidos 

diana y en circulación durante un período de tiempo prolongado, la 

biocompatibilidad y la biodegradabilidad de los polímeros utilizados en 

su preparación son los dos requisitos previos básicos. Los polímeros 

afectan de manera importante a las propiedades y estructura de las NPs, 
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y condicionan tanto sus posibles aplicaciones como su vía de 

administración (Pires, Mascarenhas-Melo et al. 2023). 

 

En este sentido, los ácidos poli láctico (PLA), poli glicólico 

(PGA) y sus copolímeros poli láctico-co-glicólico (PLGA) (Figura 10) 

han sido frecuentemente utilizados para la elaboración de nanopartículas 

debido a su biodegradabilidad, biocompatibilidad y resistencia 

mecánica. Estos poliésteres están aprobados por la FDA (Food and Drug 

Administration) para su utilización  en humanos en diversas aplicaciones 

biomédicas, tales como suturas reabsorbibles e implantes (Gilding and 

Reed 1979), así como para el desarrollo de sistemas de liberación 

sostenida. Además, en comparación con los polímeros naturales, estos 

polímeros sintéticos muestran una mayor reproducibilidad, son fáciles de 

formular y permiten el control y la predicción de la cinética de 

degradación (Ramezani Dana and Ebrahimi 2023). Por lo tanto, 

constituyen un grupo de elección para la elaboración de nanopartículas 

cargadas con diversos fármacos.  

 

Las NPs se diferencian de los objetos macroscópicos por sus 

propiedades submicrónicas, como una gran área superficial y energía, y 

el movimiento de las partículas en medios líquidos (movimiento 

browniano). En la liberación del fármaco y la degradación de las 

nanopartículas influyen el tamaño, la morfología y el estado físico del 

fármaco encapsulado, así como el peso molecular y la cristalinidad del 

polímero. La carga superficial de las nanopartículas determina el 

rendimiento del sistema de nanopartículas en el cuerpo, como las 

interacciones con las membranas celulares. 
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La información de la carga superficial de las NPs se obtiene 

mediante mediciones del potencial zeta (Zpot). Valores de potencial zeta 

suficientemente altos por encima de +/−30 mV indican una dispersión 

coloidal estable (Benita and Levy 1993). Es importante que el tamaño de 

partícula para aplicaciones oftálmicas esté dentro del rango nanométrico, 

porque con tamaños más grandes puede producir una sensación de 

irritación o roce, además de influir en la absorción o permeación a través 

de las barreras oculares. La eficiencia de carga de fármacos de las 

partículas depende del tamaño y la forma de los portadores. Estudios 

demuestran que la captación de partículas de PLGA en células epiteliales 

conjuntivales de conejo dependía del tamaño de las partículas. Las 

partículas más pequeñas (100 nm) exhibieron la captación más alta en 

comparación con las partículas más grandes (800 nm y 1000 nm) y las 

partículas de 100 nm pudieron incluso penetrar a través de la barrera 

corneal (Nagarwal, Kant et al. 2009). 

 

Las nanopartículas poliméricas de PLGA elaboradas por el 

método de desplazamiento del solvente, tienen tamaños de partícula en 

el rango de 100 – 200 nm y potenciales zeta negativos.
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Figura 10. Síntesis e hidrólisis del ácido poli láctico-co-glicólico 

(PLGA). 
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La modificación de la superficie o el recubrimiento con 

polímeros biocompatibles (hidrofílicos) como el PEG (polietilenglicol), 

poloxámeros y poloxaminas mejoran la absorción de nanopartículas y su 

estabilidad. En el presente estudio, el uso de PEG en la superficie de las 

NPs desarrolladas para tratamientos oftálmicos, favorece que queden 

atrapadas en la capa mucínica de la película lagrimal, pudiendo luego 

interactuar íntimamente (por la formación de cadenas/materiales 

poliméricos bioadhesivos propio de estos grupos multifuncionales) con 

los tejidos extraoculares y así prolongar el tiempo de residencia de los 

fármacos cargados, disminuir el drenaje del principio activo y mejorar 

su biodisponibilidad en tejidos extraoculares (Ludwig 2005). Además, 

estas NPs pueden lograr la penetración tisular en el interior del ojo por 

un mecanismo de endocitosis, logrando así una mejor biodisponibilidad. 

La penetración depende de varios factores como el tamaño, la carga 

superficial, la química de la superficie y la hidrofilicidad/hidrofobicidad 

de los sistemas nanoparticulados (Hillaireau and Couvreur 2009). 

Diferentes estudios avalan los beneficios del recubrimiento de NPs 

poliméricas con PEG (Fresta, Panico et al. 1999, Giannavola, Bucolo et 

al. 2003). 
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1.5. FUNCIONALIZACIÓN DE LAS NPs CON PÉPTIDOS 

PENETRANTES DE CÉLULAS 

La membrana celular, compuesta de una bicapa lipídica, 

proteínas, carbohidratos y sus conjugados, es una organización altamente 

compleja y dinámica, responsable de muchos procesos celulares vitales 

(Sezgin, Levental et al. 2017). El control de transporte de material es una 

de las funciones más críticas de la membrana celular, que resulta ser 

determinante para la administración exitosa de fármacos intracelulares. 

La mayoría de los fármacos de molécula pequeña pueden atravesar 

libremente las membranas celulares para dirigirse al ADN o las proteínas 

del interior de las células. Por el contrario, las biomacromoléculas, a 

menudo muestran una permeabilidad celular deficiente, y como 

consecuencia, un gran número de moléculas con elevada actividad 

terapéutica resultan inactivas por no ser capaces de alcanzar su diana 

molecular (An, Wei et al. 2023).  

 

La permeación ocular, atravesando adecuadamente las barreras 

oculares, se convierte en un desafío farmacológico para la obtención de 

concentraciones terapéuticas de fármaco en el tejido a tratar. Por ello, en 

los últimos años, el empleo de péptidos penetrantes de células (cell 

penetrating peptides, CPPs), como nueva tecnología para la 

internalización de macromoléculas y fármacos en las células oculares, 

constituye un enfoque novedoso ya que muestran alta eficiencia de 

transducción (eficiencia de internalización de los CPPs en la membrana 

celular) y una baja citotoxicidad. La transducción de moléculas 

acopladas a los CPPs tiene varias ventajas sobresalientes ya que son 

compuestos   fáciles   de  sintetizar,   producen  una  rápida  y   eficiente
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transferencia del compuesto al núcleo o citoplasma, tienen baja toxicidad 

y poca interacción con otros medicamentos, poseen elevada eficacia 

frente a distintas líneas celulares y no se acumulan en tejidos no diana, 

todo esto resulta  en una mayor facilidad de administración del fármaco 

(González-Cruz, Hernández-Juárez et al. 2022). 

 

Los CPPs son secuencias peptídicas entre 5 a 30 aminoácidos 

(AA) con la capacidad de internalizarse en la célula de forma no invasiva 

mediante mecanismos energéticos con receptores específicos y no 

energéticos (sin mediación de receptores). Se clasifican en hidrófobos, 

anfipáticos y catiónicos de acuerdo con sus propiedades fisicoquímicas. 

Los catiónicos tienen características positivas por sus secuencias ricas en 

residuos de arginina (Arg) (Guidotti, Brambilla et al. 2017).  

 

TAT, la proteína activadora de la transcripción del virus de la 

inmunodeficiencia humana 1 (HIV-1) fue la primera proteína aislada con 

propiedades para internalizar macromoléculas mediante formación de 

poros y penetración directa (Frankel and Pabo 1988, Green and 

Loewenstein 1988). Identificada la secuencia que permite la 

internalización celular, se denominó péptido TAT (TAT49-57, 

RKKRRQRRR) (Vivès, Brodin et al. 1997) , y se ha utilizado 

ampliamente en el transporte de proteínas terapéuticas y de otros 

sistemas de liberación como NPs (Shi, Qi et al. 2014). Esta capacidad de 

penetración a través de la membrana, asignada a secuencias peptídicas 

altamente ricas en residuos básicos catiónicos se denominaron Dominios 

de Transducción de Proteínas (PTDs) o Péptidos Penetrantes de Células 

(CPPs). Asimismo, el homeodominio de Antennapedia, descubierta por 

primera vez en Drosophila en 1994 (Derossi, Joliot et al. 1994), también
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manifestó estas propiedades de translocación. Las homeoproteínas son 

una clase de factores de transcripción que se unen al ADN a través de 

secuencias específicas de 60 aminoácidos denominados homeodominios, 

cada uno de éstos consta de tres α-hélices. La tercera hélice del 

homeodominio Antennapedia es la responsable del proceso de 

translocación. Esta secuencia penetrante que corresponde con los 

residuos comprendidos entre 43–58 de Antennapedia se                 

denominó Penetratina (pAntp, RQIKIWFQNRRMKWKK). Años       

más tarde, se encontró que la proteína estructural VP22 

(NAATATRGRSAASRPTQRPRAPARSASRPRRPVQ) del virus del 

herpes simple tipo 1 (HSV-1), también presentaba estas propiedades 

penetrantes (Elliott and O'Hare 1997). Con todo esto, queda demostrado 

que una secuencia sintética de 8 Arg (poliarginina, R8) es suficiente para 

la traslocación celular. Los grupos guanidinas de la cadena lateral de la 

Arg interaccionan a través de puentes de hidrógeno con los grupos 

cargados negativamente, como grupos carboxílicos, sulfatos y fosfatos 

de las proteínas de membrana, fosfolípidos y mucopolisacáridos 

favoreciendo la internalización celular, por endocitosis o penetración 

directa (Pescina, Ostacolo et al. 2018). 

 

Por otro lado, resulta necesario precisar, que no todas las familias 

de péptidos tienen el mismo mecanismo de internalización, y más aún, 

un mismo CPP podría usar más de un tipo de internalización en 

condiciones variables. En la actualidad, aún existe controversia sobre los 

detalles moleculares responsables de los diferentes métodos de 

translocación al interior de la célula por parte de los CPPs. En líneas 

generales, el transporte puede ser pasivo, sin necesidad de un aporte extra 

de  energía,  llevándose  a  cabo en el sentido a favor de un gradiente de 
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concentración. El intercambio de contraiones por los grupos guanidino 

de los residuos de arginina, permiten al péptido adquirir un carácter 

hidrofílico o hidrofóbico según necesidad hasta alcanzar el interior de la 

célula  (Sakai and Matile 2003). En cuanto al transporte activo, es 

dependiente de energía por llevarse a cabo en contra de un gradiente de 

concentración, es así como la endocitosis (que incluye la fagocitosis y 

pinocitosis) es el proceso de la ingestión celular con la cual la membrana 

plasmática se pliega hacia el interior aportando diferentes sustancias a la 

célula. Mediante la fagocitosis, llevada a cabo por macrófagos y 

neutrófilos, se internalizan partículas grandes, a diferencia de la 

pinocitosis (macropinocitosis, endocitosis mediada por clatrina o 

endocitosis mediada por caveolina), que tiene lugar en todo tipo de 

células para la absorción de material extracelular líquido con posibles 

moléculas disueltas. Diversos estudios avalan la translocación por 

endocitosis (Richard, Melikov et al. 2005, Laniel, Marouseau et al. 

2023). 

 

En esta investigación, entre varios péptidos, Tet-1 y B6      

(Figura 11) fueron seleccionados como candidatos adecuados para la 

administración ocular de fármacos. Tet-1 es un péptido de 12-AA, con 

la secuencia HLNILSTLWKYR (Tabla 3), que tiene las características 

de unión de la toxina tetánica, puede interactuar específicamente con las 

neuronas motoras y es capaz de cesión retrógrada en los tejidos 

neuronales debido a su afinidad por el receptor del gangliósido GT1b 

(Mathew, Fukuda et al. 2012, Zhang, Zhou et al. 2014, Jia, Sun et al. 

2016). Por lo tanto, el péptido Tet-1 podría aumentar la internalización 

celular   también   en   los   tejidos   oculares   debido  a  la  presencia  de
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receptores de gangliósidos en este órgano (Blackburn, Swank-Hill et al. 

1986, Yang, Zhao et al. 1996, Zhang, Zhou et al. 2014, Jia, Sun et al. 

2016). En cuanto al péptido B6 (GHKAKGPRK) (Tabla 3), muestra una 

alta afinidad por el receptor de transferrina y se ha descrito que aumenta 

el transporte a través de la barrera hematoencefálica (Abrego, Alvarado 

et al. 2015, Fan, Zheng et al. 2018). Dado que los tejidos oculares y, más 

específicamente, las capas de la córnea poseen receptores de transferrina, 

este péptido también sería adecuado para administración ocular de 

fármacos (Baudouin, Brignole et al. 1992, Lauweryns, van den Oord et 

al. 1993, Tan, King et al. 2001).  

 

Tabla 3. Aminoácidos utilizados en la síntesis de los CPPs Tet-1 y B6.   

 

Aminoácido Código Fórmula Estructura química 

Alanina 

(Ala) 
A C3H7NO2 

 

Arginina 

(Arg) 
R C6H14N4O2 

 

Asparagina 

(Asn) 
N C4H8N2O3 

 

H2N CH C

CH3

OH

O

NH2

CH

C

H2
C

OH

O

H2
C

H2
C

H
N C NH2

NH

H2N CH C

CH2

OH

O

C

NH2

O
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Aminoácido Código Fórmula Estructura química 

Cisteína 

(Cys) 
C C3H7NO2S 

 

Glicina 

(Gly) 
G C2H5NO2 

 

Histidina 

(His) 
H C6H9N3O2 

 

Isoleucina 

(Ile) 
I C6H13NO2 

 

Leucina 

(Leu) 
L C6H13NO2 

 

Lisina 

(Lys) 
K C6H14N2O2 

 

H2N CH C

CH2

OH

O

SH

H2N CH C

H

OH

O

H2N CH C

CH2

OH

O

N

NH

H2N CH C

CH

OH

O

CH3

CH2

CH3

H2N CH C

CH2

OH

O

CH CH3

CH3

NH2

CH

C

H2
C

OH

O

H2
C

H2
C

H2
C NH2
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Aminoácido Código Fórmula Estructura química 

Prolina 

(Pro) 
P C5H9NO2 

 

Tirosina 

(Tyr) 
Y C9H11NO3 

 

Treonina 

(Thr) 
T C4H9NO3 

 

Triptófano 

(Trp) 
W C11H12N2O2 

 

Serina (Ser) S C3H7NO3 

 

HN

C OH

O

H2N CH C

CH2

OH

O

OH

H2N CH C

CH

OH

O

OH

CH3

H2N CH C

CH2

OH

O

HN

H2N CH C

CH2

OH

O

OH



1. INTRODUCCIÓN 

 

53 

 

 

Figura 11. Estructura química de los CPPs Tet-1 y B6.
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Hasta la fecha no se ha realizado ningún intento utilizando los 

CPPs Tet-1 o B6 para la funcionalización de compuestos destinados a la 

administración ocular de fármacos. Los polímeros conteniendo los CPPs 

empleados para la elaboración de NPs funcionalizadas se muestran en la 

Figura 12.  

 

 

 

 

Figura 12. Polímeros utilizados para la obtención de NPs 

funcionalizadas con CPPs: (A) B6 y (B) Tet-1. 
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1.6. GELES DE FORMACIÓN IN SITU 

Las vías usuales de administración ocular son tópica, 

subconjuntival, intracameral e intravítrea. En su mayoría, los trastornos 

del segmento anterior se tratan con gotas o ungüentos para los ojos, ya 

que son productos no invasivos y autoadministrables. Sin embargo, la 

eficacia de los tratamientos con colirios y pomadas es baja debido a la 

existencia de barreras oculares, incluidas las barreras de la córnea y la 

conjuntiva que cubren la superficie ocular, y el drenaje lagrimal, por lo 

que solo porcentajes inferiores al 5 % de los fármacos administrados 

llegan al humor acuoso (Wadhwa, Paliwal et al. 2009, Janagam, Wu et 

al. 2017). Se han investigado otras formas de dosificación oftálmica, 

como geles e insertos poliméricos, en un intento de extender el tiempo 

de residencia ocular de los medicamentos para aplicación tópica en ojo 

(Gratieri, Gelfuso et al. 2011); el tiempo de contacto de la córnea se ha 

incrementado en grados variables por estas formas de dosificación, sin 

embargo, no se han aceptado completamente, debido a la visión borrosa 

(ungüentos) o a la falta de cumplimiento por parte del paciente (insertos).   

 

No obstante, para tratar las inflamaciones oculares, la terapia 

local resulta más favorable que las terapias sistémicas (oral o 

intravenosa), debido a que la cantidad y velocidad de eliminación de los 

fármacos tópicos, son mucho menores en comparación con la 

administración sistémica, ya que la cantidad de vasos y flujo del ojo es 

pequeña en comparación con el sistema circulatorio sanguíneo de todo 

el cuerpo. Además, la presencia de la barrera ocular hematoacuosa, 

limita la penetración del fármaco desde la circulación sistémica al 

segmento anterior del ojo. 
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La formulación de las NPs funcionalizadas y cargadas con 

fármaco en un vehículo acuoso adecuado, tienen la ventaja de que se 

aplica en forma líquida al igual que las soluciones de gotas para los ojos, 

evitando, como ya se mencionó, las molestias asociadas a la aplicación 

de preparados viscosos como los ungüentos, que conducen a una visión 

borrosa total si se administran correctamente.  

 

Para superar el problema de la visión borrosa y la escasa 

biodisponibilidad de los fármacos, se ha sugerido el uso de sistemas 

basados en el concepto de sistema de respuesta ambiental (geles de 

formación in situ), basándose   en   la   conversión   de   una formulación 

de gotas oftálmicas líquidas a un gel viscoelástico tras la administración 

ocular (Tabla 4), resultando en una mayor biodisponibilidad de los 

fármacos (Kumar, Haglund et al. 1994). Los estímulos que inducen 

diversas respuestas para provocar la gelificación incluyen estímulos 

físicos, como cambios de temperatura, campos eléctricos, luz, presión, 

sonido y campos magnéticos; estímulos químicos, como cambios en el 

pH y activación de iones de fluidos biológicos; y estímulos biológicos o 

bioquímicos, como cambios en el nivel de glucosa. Sin embargo, para 

provocar la gelificación en el entorno precorneal de los sistemas de 

administración de fármacos oftálmicos, solo se utilizan estímulos de 

cambios de pH, el contenido iónico o la temperatura, para lo cual se 

necesita una adecuada selección del polímero a usar.  

 

Los polímeros usados para estos sistemas de gelificación exhiben 

transiciones de fase reversibles. Por su parte, los hidrogeles son 

polímeros dotados de la capacidad de hincharse en agua o disolventes 

acuosos e inducir una transición líquido-gel.
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Los derivados del ácido poli (acrílico) ligeramente reticulados 

con propiedades de gelificación in situ activadas por el pH, tales como 

Carbopol®, ya han sido explotados comercialmente como excipientes 

farmacéuticos. Sin embargo, debido a su naturaleza aniónica, es probable 

que los diferentes tipos de Carbopol® tengan una utilidad limitada para 

los fármacos catiónicos, que pueden formar complejos insolubles que 

conducen a la separación de fases. Por lo tanto, existe una clara necesidad 

en el desarrollo de sistemas gelificantes in situ basados en polímeros no 

iónicos, en los que las propiedades gelificantes no se vean afectadas por 

la complejación con fármacos iónicos. 

 

Los copolímeros tribloque de poli(óxido de etileno)-poli(óxido 

de propileno)-poli(óxido de etileno) (PEO-PPO-PEO), disponibles 

comercialmente como Pluronic®, son materiales no iónicos, solubles en 

agua que han atraído mucho interés como excipientes farmacéuticos. 

Estos polímeros tienen un carácter anfifílico, presentan propiedades 

tensioactivas y son capaces de interactuar con superficies hidrófobas y 

membranas biológicas (Al Khateb, Ozhmukhametova et al. 2016). 

También se sabe que son capaces de formar geles in situ en respuesta al 

aumento de temperatura y, debido a que estos compuestos son 

transparentes, no interfieren con la visión normal, por lo tanto, son más 

adecuados para aplicaciones en oftalmología. Estos hidrogeles son  

líquidos a temperatura  ambiente (20 – 25 °C) y forman gel en contacto 

con fluidos corporales (35 – 37 °C), debido al aumento de temperatura. 

El uso de biopolímeros cuya transición de sol a gel se desencadena por 

un aumento de la temperatura es una forma atractiva de abordar la 

formación de gel in situ (Ruel-Gariépy and Leroux 2004). Los polímeros 

termosensibles  tienen   una  menor  temperatura  crítica   del  disolvente 



1. INTRODUCCIÓN 

 

58 

 

(LCST) y se contraen cuando se calientan por encima de esta 

temperatura. La LCST es una temperatura por debajo de la cual los 

componentes de la mezcla son miscibles en todas las proporciones. La 

temperatura crítica ideal para este sistema es la temperatura ambiente y 

fisiológica para que la transición de fase no requiera ninguna fuente 

externa de calor que no sea el calor corporal. La temperatura de 

gelificación de los copolímeros se puede determinar midiendo la 

temperatura a la que se observa por primera vez la inmovilidad del 

menisco en cada solución. El Pluronic® F‑127 es un polímero con una 

viscosidad de solución que aumenta cuando su temperatura se eleva hasta 

la temperatura del ojo (35 ºC aproximadamente). 

 

Los sistemas de administración de fármacos in situ tienen varias 

ventajas tales como la reducción de la frecuencia de administración y la 

mejora de la adherencia del paciente, ya que constituye una interesante 

alternativa para lograr una concentración plasmática efectiva, que es la 

principal ventaja en comparación con los sistemas de entrega 

convencionales de fármacos. Además, el sistema de gelificación in situ 

ofrece una precisión de dosis, así como la prolongación del tiempo de 

residencia del fármaco en contacto con la membrana mucosa, 

disminuyendo la pérdida del fármaco, superando así los problemas 

propios de las formas de dosificación semisólidas. 

 

La incorporación de NPs funcionalizadas en geles de formación 

in situ es una combinación sinérgica (Figura 13) para alcanzar la 

concentración   terapéutica   y   provocar   la   respuesta   farmacológica 
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deseada, originando una liberación más continua y prolongada, evitando 

el «efecto de estallido» propio de las NPs (liberación rápida del fármaco)  

(Correa, Grosskopf et al. 2021), durante las primeras horas (Tabla 4). 

Esta estrategia es un enfoque novedoso para el manejo de la enfermedad 

inflamatoria, ya que el producto se administra cómodamente en forma 

líquida y al gelificar en la superficie ocular, favorece la biodisponibilidad 

intraocular del activo, constituyendo una herramienta terapéutica casi 

ideal para el tratamiento de una variedad de trastornos oculares. 

 

 

 

 

 

Figura 13. Estrategias de administración ocular tópica. 
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Tabla 4. Geles de formación in situ cargados con nanoportadores.   

 
Molécula 

cargada 

Matriz del 

nanoportador 

Polímeros 

sensibles 

Estímulo de 

gelificación 
Resultado sinérgico Referencia 

 

Amfotericina B 

y lactoferrina 

 

PLGA-PEG-PEI 

 

 

Poloxamer 188 y 

poloxamer 407 

 

Temperatura 

(34 ºC) 

 

 

Aumento de la permeabilidad corneal y liberación a 

largo plazo de moléculas bioactivas. Mejora el 

perfil farmacocinético y farmacodinámico in vitro e 

in vivo. 

 

(Elhabal, Ghaffar et 

al. 2023) 

Eritromicina Soluplus® y 

Kolliphor®     HS 

15  

Carbopol® 934P 

 

pH  

 

Incremento de la permeabilidad corneal. Liberación 

prolongada del fármaco y mayor penetración en 

ensayos in vitro e in vivo. 

(Sipos, Budai-Szűcs 

et al. 2022) 

Flurbiprofeno Compritol® 888 

ATO y Miglyol® 

812  

 

Poloxamer 188 y 

poloxamer 407 

Temperatura     

(entre 28,5 ºC  

± 0,4 y     

32,8 ºC ± 0,9) 

Incremento de la biodisponibilidad, mucoadhesión 

oftálmica y las propiedades de penetración del 

fármaco. 

(Wu, Feng et al. 

2022) 

Brinzolamida  

 

Monoestearato de 

glicerilo y aceite 

de soja 

 

Carboximetil 

quitosano y 

poloxamer 407 

Dual: pH y 

temperatura 

Aumento de la permeabilidad transcorneal, 4,54 

veces mayor que las gotas oculares comercializadas. 

Liberación prolongada del fármaco de más de 24 h 

en ensayos in vitro. 

 

(Chakole, Sahoo et 

al. 2022) 
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Molécula 

cargada 

Matriz del 

nanoportador 

Polímeros 

sensibles 

Estímulo de 

gelificación 
Resultado sinérgico Referencia 

 

Clorhidrato de 

moxifloxacina 

 

Capmul®  MCM 

C8  

 

 

HPMC 15 cps, 

HPMC K4M  

 

 

Temperatura 

(entre 31,1 y 

33,4 °C) 

 

Aumento del tiempo de retención en el sitio de 

aplicación y liberación sostenida del fármaco hasta 

por 12 h. 

 

(Prajapati, Patel et 

al. 2021) 

Aceite de 

cúrcuma 

Zedoaria 

MCT, miristato de 

isopropilo, aceite 

de soja y aceite de 

ricino 

Poloxamer 407 

y Poloxamer188   

 

Temperatura 

(27,4 ºC) 

Formulación no irritante e incremento de fijación 

del fármaco en el ojo. 

(Wang, Gu et al. 

2021) 

Clorhidrato de 

betaxolol 

Niosomas de 

Span® 40 y 

colesterol 

Carbopol® 934P 

y HEC 

 

pH  Aumento de la biodisponibilidad en comparación 

con las gotas oculares comercializadas y mejora de 

la residencia ocular. 

(Allam, Elsabahy et 

al. 2021) 

Levofloxacino y 

acetato de 

prednisolona 

PLGA Quitosano y 

gelatina 

Temperatura 

(34,3 ºC          

± 0,3) 

Liberación sostenida de ambos fármacos durante 7 

días en ensayos in vitro.  

(Cheng, Chang et al. 

2021) 

Travoprost Lecitina y 

colesterol  

 

Goma gellan y 

Carbopol® 934  

 

Temperatura 

(35 ºC ± 0,5) 

 

Mejora la biodisponibilidad (mayor concentración 

del fármaco en el humor acuoso) en comparación 

con el producto comercializado. Efecto terapéutico 

prolongado del gel en comparación con la 

formulación de liposomas.  

 

(Shukr, Ismail et al. 

2021) 
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Molécula 

cargada 

Matriz del 

nanoportador 

Polímeros 

sensibles 

Estímulo de 

gelificación 
Resultado sinérgico Referencia 

 

Dexametasona 

 

Lecitina de soja 

 

Poloxamer 188, 

Poloxamer 407 

y PCP 

 

Temperatura 

(33,2 °C) 

 

 

Mejora la bioadhesión del fármaco en la córnea y su 

liberación sostenida. Mayor biodisponibilidad en la 

farmacocinética in vivo. 

 

(Wen, Jia et al. 

2021) 

Tartrato de 

brimonidina 

PLGA y succinato 

de polietilenglicol 

de vitamina E  

Poloxamer 407 Temperatura Mejora la residencia precorneal y liberación 

sostenida del fármaco en comparación con la 

formulación comercializada. 

(Sharma, Sandal et 

al. 2021) 

Tranilast 2-hidroxipropil-β-

ciclodextrina 

MC SM-4 Temperatura 

(37 ºC) 

Prolongación del tiempo de contacto precorneal y 

preconjuntival del fármaco e incremento de su 

concentración en córnea y conjuntiva.  

(Nagai, Minami et 

al. 2020) 

Ciprofloxacino Fitantriol y Lutrol 

F127 

Quitosan Temperatura Incremento de la penetración ocular, el tiempo de 

retención y la actividad del fármaco (2,54 veces) en 

comparación con la formulación comercializada. 

(Alharbi and Hosny 

2020) 

Atorvastatina PLGA recubierto 

con quitosano 

Pluronic® F127 

e HPMC 

 

Temperatura 

(35,17 ºC y 

36,93 ºC) 

Formulación no irritante e incremento de la 

permeabilidad y tiempo de retención del fármaco en 

córnea. 

 

(Arafa, Girgis et al. 

2020) 
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Molécula 

cargada 

Matriz del 

nanoportador 

Polímeros 

sensibles 

Estímulo de 

gelificación 
Resultado sinérgico Referencia 

 

Fluorometolona 

 

PLGA 

 

Poloxamer 407 

y MC 

 

Temperatura 

(34 ºC) 

 

Mejora la retención precorneal, la biodisponibilidad 

y actividad del fármaco. 

 

(Gonzalez-Pizarro, 

Carvajal-Vidal et al. 

2019) 

Acetónido de 

triamcinolona 

Compritol® 888 

ATO y 

monoestearato de 

glicerilo 

Goma gellan   Iónico 

 

Incremento del tiempo de residencia precorneal y 

administración sostenida del fármaco en los tejidos 

oculares del segmento anterior y posterior. 

(Tatke, Dudhipala et 

al. 2018) 

Dexametasona Lipídica Pluronic® F127 

y F68 

Temperatura 

(34,4 ºC) 

Aumento de biodisponibilidad y permeación 

corneal. 

(Mo, Ban et al. 

2018) 

Natamicina Niosomas de 

Span® 60 y 

colesterol 

Poloxamer 407 

e HPMC K4M 

Temperatura 

(36,2 ºC      

± 2,12) 

 

Incremento del tiempo de retención corneal y 

liberación prolongada del fármaco hasta 24 h en 

comparación con la formulación comercializada. 

Mejora la permeabilidad transcorneal. 

(Paradkar and 

Parmar 2017) 

5-Fluorouracilo Quitosan Conjugados de 

amonio 

cuaternario con 

quitosan 

 

Temperatura 

(30 – 35 ºC) 

Incremento de la biodisponibilidad y liberación 

sostenida del fármaco. 

(Fabiano, Bizzarri et 

al. 2017) 

HEC: Hidroxietil celulosa; HPMC: Hidroxipropilmetilcelulosa; MC: Metilcelulosa; MCT: Triglicéridos de cadena media; PLGA: Ácido poli láctico-co-glicólico;            

PEG: polietilenglicol; PEI: Polietilen imina; PCP: Policarbofil. 
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2.1. HYPOTHESIS 

  Lico-A, a natural compound isolated from the root of Glycyrrhiza 

glabra L., shows suitable anti-inflammatory activities against ocular 

inflammation, but its extremely low water solubility, hinders ocular 

bioavailability after administration as conventional eye drops. In 

addition, the barriers of the eye make it difficult for the drug to      

penetrate through the cornea, so less than 5 % of the initial drug amount 

administered is able to reach inner ocular tissues, being the most part 

eliminated by lacrimal turnover. 

Nanotechnology drug delivery systems constitutes a suitable 

approach for active compounds encapsulation and their delivery into 

target sites, maximizing drug efficacy, reducing side effects and 

improving patient compliance. Functionalization of PLGA NPs surface 

with CPPs increases their transport across physiological barriers and 

facilitates eye cell internalization. Among these systems, cationic CPPs, 

such as Tet-1 (with affinity for the ganglioside GT1b receptor present in 

the eye) and B6 (with high affinity for transferrin receptor) are suitable 

candidates for ocular drug delivery. The present research is based on the 

hypothesis that the incorporation of Lico-A in PLGA nanoparticles 

functionalized with CPPs could improve ocular drug bioavailability. 
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2.2. OBJECTIVES 

The main objective of this research was the development, 

physicochemical characterization, and biopharmaceutical behaviour 

evaluation of biodegradable polymeric nanostructured systems 

containing Lico-A for the treatment of ocular inflammatory disorders. 

The ocular safety and therapeutic efficacy in the treatment or prevention 

of inflammatory eye diseases were also evaluated. 

 

The specific objectives of this study were as follows:  

 

• To optimize, by design of experiments (DoE), and characterize the 

physicochemical properties of polymeric biodegradable PLGA 

nanoparticles, prepared by the solvent displacement method.  

 

• To synthesize and conjugate the CPPs (Tet-1 and B6) to Lico-A-

loaded maleimide-PEG-PLGA nanoparticles.  

 

• To determine the biopharmaceutical behaviour of functionalized 

Lico-A PLGA NPs, analysing the in vitro drug release profile. 

 

• To stabilize functionalized Lico-A PLGA NPs through freeze-dried. 

 

• To evaluate the ocular safety of Lico-A PLGA NPs by in vitro (HET-

CAM® and Alamar Blue®) and in vivo (Draize test) assays. 
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• To determine the ocular anti-inflammatory efficacy of the developed 

PLGA NPs by means of in vitro (cell culture) and in vivo assays, in a 

rabbit eye inflammatory model, induced by sodium arachidonate. 

 

• To develop in-situ forming gels, containing functionalized Lico-A-

loaded NPs: morphometrical and rheological characterization. 
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Los resultados derivados de la realización del presente trabajo de 

investigación, han dado lugar a dos artículos científicos, publicados en 

revistas de gran prestigio, los cuales se presentan a continuación: 

 

3.1. Development of peptide targeted PLGA-PEGylated        

nanoparticles loading Licochalcone-A for ocular            

inflammation. Pharmaceutics (2022), 14 (2): 285. 

https://doi.org/10.3390/pharmaceutics14020285 

 

3.2.  Cell penetrating peptides-functionalized Licochalcone-A-loaded 

PLGA nanoparticles for ocular inflammatory diseases: 

Evaluation of in vitro anti-proliferative effects, stabilization by 

freeze-drying and characterization of an in-situ forming gel.                      

International Journal of Pharmaceutics (2023), 639: 122982. 

https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2023.122982 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://doi.org/10.3390/pharmaceutics14020285
https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2023.122982
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3.1. Development of peptide targeted PLGA-PEGylated 

nanoparticles loading Licochalcone-A for ocular 

inflammation 

 

Ruth Galindo, Elena Sánchez-López, María José Gómara, Marta 

Espina, Miren Ettcheto, Amanda Cano, Isabel Haro, Antoni 

Camins and María Luisa García. 

 

Pharmaceutics 2022, 14(2): 285 

Doi: 10.3390/pharmaceutics14020285 

Impact factor (JCR): 6.525 

Rank: 39/279 Pharmacology and Pharmacy (Q1) 

MDPI (ISNN: 1999-4923) 

 

 

Graphical Abstract 

 

https://doi.org/10.3390/pharmaceutics14020285
https://portal.issn.org/resource/ISSN/1999-4923
https://portal.issn.org/resource/ISSN/1999-4923
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3.2. Cell penetrating peptides-functionalized Licochalcone-A-

loaded PLGA nanoparticles for ocular inflammatory 

diseases: Evaluation of  in vitro anti-proliferative effects, 

stabilization by freeze-drying and characterization of an in-

situ forming gel 

 

Ruth M. Galindo-Camacho, Isabel Haro, María J. Gómara, Marta 

Espina, Joel Fonseca, Carlos Martins-Gomes, Antoni Camins, 

Amélia M. Silva, María L. García, Eliana B. Souto. 

 

International Journal of Pharmaceutics 2023, 639: 122982 

Doi:  10.1016/j.ijpharm.2023.122982 

Impact factor (JCR): 6.510 

Rank: 40/279 Pharmacology and Pharmacy Q1 

ELSEVIER (ISNN: 0378-5173) 

 

Graphical Abstract 

https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2023.122982
https://portal.issn.org/resource/ISSN-L/0378-5173
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4.1. DESARROLLO, CARACTERIZACIÓN Y FUNCIONALI- 

ZACIÓN DE NPs DE LICO-A  

 

Para optimizar la formulación, se prepararon nanopartículas 

de PLGA conteniendo Lico-A por la técnica de desplazamiento del 

solvente y se optimizaron mediante el Diseño de Experimentos (DoE), 

analizando el efecto de las variables independientes (concentración del 

fármaco, tensioactivo y polímero) sobre las variables dependientes (Zav, 

PI, Zpot y EE). Los resultados obtenidos se analizaron para observar las 

tendencias que siguen las formulaciones de NPs elaboradas.  

 

Respecto al Zav, se observó que a bajas concentraciones de     

Lico-A se obtienen NPs de menor tamaño. Además, concentraciones 

elevadas de PLGA tienden a aumentar ligeramente los valores de Zav. 

Este hecho se correlaciona con estudios previos de NPs poliméricas que 

ponen en relieve la relación directamente proporcional existente entre la 

concentración de PLGA y el valor de Zav (Sánchez-López, Egea et al. 

2016). De igual manera, el tamaño de partícula varía con la 

concentración de Tween® 80, observándose valores más bajos de Zav a 

concentraciones elevadas de tensioactivo. Es importante destacar que, 

incluso con cantidades bajas de tensioactivo, todas las formulaciones 

obtenidas mostraron un diámetro de partícula inferior a 170 nm, 

adecuado para administración ocular sin inducir irritación corneal. 

Respecto a la homogeneidad de la muestra, concentraciones elevadas de 

Tween® 80 favorecen valores de PI más bajos y, tal como se observó 

para el caso del  Zav,  cantidades  altas  de  Lico-A  tienden a  aumentar 

el PI. Por  lo  tanto, se seleccionaron  concentraciones  medias-bajas  de 
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Lico-A para reducir el PI, siendo también el Zpot altamente negativo a 

estas concentraciones. Finalmente, respecto al parámetro de EE, el 

diagrama de Pareto mostró que cantidades bajas de Tween® 80 favorecen 

la EE. Por otra parte, valores bajos de Lico-A tienden a aumentar este 

parámetro, probablemente debido a que en general es más fácil 

encapsular pequeñas cantidades de fármaco en estos sistemas. 

 

Después de analizar las tendencias obtenidas, se desarrolló y 

caracterizó la formulación optimizada que contenía 1 mg/mL de Lico-A, 

8 mg/mL de PLGA y 0,4 % de Tween® 80. Las características 

morfométricas de las NPs optimizadas fueron adecuadas para 

administración ocular ya que presentaron un valor de Zav de               

163,81 nm ± 2,29, con una óptima homogeneidad de la muestra, como 

pone de relieve el valor de PI inferior a 0,1 (0,075 ± 0,010), 

correspondiente a sistemas monodispersos. Estas partículas presentaron 

carga superficial negativa (valores de Zpot de –24 mV ± 1,4) y una EE 

superior al 50 % (56,26 % ± 0,16) (Liu, Jones et al. 2012, Han, Li et al. 

2023). 

 

Una vez elaborada la formulación optimizada, se realizó el 

estudio de estabilidad a corto plazo. Las NPs optimizadas de Lico-A 

PLGA se almacenaron a tres temperaturas diferentes (4, 25 y 38 °C). Las 

formulaciones se mantuvieron estables a 4 y 25 °C incluso después de 3 

meses de almacenamiento. Sin embargo, a 38 °C, las formulaciones 

fueron inestables, obteniendo variaciones de la luz retrodispersada 

superiores  al  10 %  (Folle,  Díaz-Garrido et al. 2021).  Por  otra  parte,  

la diferencia de los perfiles de retrodispersión de luz de las formulaciones 

almacenadas a  4 y 25 °C estuvieron por debajo del 10 %, indicando una
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adecuada estabilidad a corto plazo a ambas temperaturas. Sin embargo, 

se observó una ligera diferencia después de dos meses de 

almacenamiento a 25 °C, lo que puede indicar un proceso de 

inestabilidad inicial, mientras que a 4 °C los perfiles eran casi idénticos 

a los iniciales. Por lo tanto, 4 °C es la temperatura más adecuada para 

almacenar Lico-A PLGA NPs. 

 

A continuación, se elaboraron dos CPPs mediante síntesis de 

péptidos en fase sólida para funcionalizar las nanopartículas 

optimizadas. Se incorporó un resto de Cys en el extremo N-terminal de 

los péptidos Tet-1 y B6 para realizar un enlace covalente con el 

copolímero PLGA-PEG-maleimido sintetizado previamente. La 

caracterización de péptidos se realizó por ESI-MS. El polímero PLGA 

se activó con NHS y se acopló covalentemente al compuesto maleimido-

PEG-NH2 mediante la formación de un grupo amida en fase líquida. 

Posteriormente se realizó la conjugación de PLGA-PEG-maleimido con 

los CPPs Tet-1 y B6 en solución, siendo confirmada por 1H-NMR. 

 

Del análisis fisicoquímico, se observó que las NPs 

funcionalizadas con CPPs (Lico-A PLGA-PEG-Tet-1 NPs y Lico-A 

PLGA-PEG-B6 NPs) presentan propiedades fisicoquímicas óptimas 

para su administración ocular. Cabe destacar que la conjugación del 

polímero con CPPs permite obtener Lico-A NPs con un Zav más 

pequeño, probablemente debido a las interacciones del polímero con la 

carga positiva del péptido que compacta el núcleo de las NPs. Además, 

esta   conjugación   aumenta    ligeramente   el   PI,   aunque   todas  las 

formulaciones se mantienen en el rango de los sistemas unimodales       

(PI  inferior  a  0,2).  Sin embargo,  se   puede  observar  que  el  tamaño 
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promedio y el PI de Lico-A PLGA-PEG-Tet-1 NPs son ligeramente más 

elevados que los de las Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs, probablemente 

porque B6 tiene una relación de aminoácidos positivos más alta (4 AA 

positivos de 9 AA totales) que Tet-1 (2 AA positivos de 12 AA totales). 

Por lo tanto, la carga positiva más alta de B6 puede favorecer la 

interacción de PLGA, contribuyendo así a obtener unas NPs más 

pequeñas y homogéneas que las funcionalizadas con Tet-1. Además, el 

Zpot de las NPs funcionalizadas mostró una modificación de la carga 

superficial de negativa a altamente positiva. Esto ha sido descrito 

previamente por otros autores utilizando CPPs (Silva, Marconato et al. 

2021). Además, esta carga positiva asegurará una mejor interacción con 

el tejido epitelial de la córnea que posee carga negativa (Sahoo, Dilnawaz 

et al. 2008, Koo, Moon et al. 2012, Martens, Remaut et al. 2015, 

Vedadghavami, Zhang et al. 2020). Los valores de EE de Lico-A PLGA 

NPs y Lico-A PLGA-PEG-Tet-1 NPs fueron superiores al 50 %, 

mientras que para las Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs fueron 

significativamente más bajos. Esto puede deberse a los Zav más pequeños 

de las Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs que podrían causar valores más bajos 

de EE (Song, Zhao et al. 2008). 

 

La morfología de las nanopartículas de Lico-A PLGA, Lico-A 

PLGA-PEG-Tet-1 y Lico-A PLGA-PEG-B6 se observó mediante TEM 

después de la tinción negativa. En todos los casos, las NPs cargadas con 

fármaco mostraron una forma esférica y una superficie lisa, 

características de este tipo de sistemas de administración de fármacos, 

sin ningún fenómeno de agregación (López-Machado, Díaz et al. 2021). 

Como era de esperar, el tamaño de las NPs medido por TEM, fue similar 

al tamaño obtenido por PCS (Liu, Chen et al. 2019). 
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El comportamiento biofarmacéutico de las NPs desarrolladas, se 

analizó mediante diálisis directa, evaluando el perfil de liberación in 

vitro del fármaco de las NPs de Lico-A PLGA,  Lico-A PLGA-PEG-Tet-

1 y Lico-A PLGA-PEG-B6. En todas las formulaciones de NPs de        

Lico-A, se puede observar una liberación rápida inicial correspondiente 

a un «efecto de estallido» del activo adherido en la superficie de las NPs, 

seguida de una liberación sostenida del fármaco presente en el interior 

de la partícula, característico de este tipo de sistemas (Galindo-Camacho, 

Blanco-Llamero et al. 2022).   

 

Además, los perfiles de liberación de todas las formulaciones 

fueron muy similares, pudiendo liberar Lico-A dentro de las primeras   

24 h después de su aplicación. También, esta liberación de 

nanoportadores biodegradables suele estar gobernada por un proceso de 

difusión, ya que es mucho más rápido que la degradación de la matriz 

(Folle, Díaz-Garrido et al. 2021). La cinética de liberación se ajustó a 

una ecuación de hipérbola (Espinoza, Vera-García et al. 2020). Aunque 

todas las formulaciones fueron muy similares, las NPs de Lico-A PLGA-

PEG-Tet-1 mostraron la mayor constante de disociación de equilibrio 

Kd, lo que significa que la difusión de Lico-A es más lenta que la de las 

otras formulaciones, indicando así que la formulación que contiene al 

polímero conjugado con el péptido Tet-1, es capaz de retrasar la 

liberación del fármaco. Asimismo, en todos los casos, la cantidad 

máxima  de  fármaco  liberado  (Bmax) estuvo  en torno al 100 %, lo que 

indica que toda la Lico-A encapsulada se libera en 24 h (Sánchez-López, 

Egea et al. 2016). 
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En los estudios de selección del crioprotector adecuado para la 

liofilización de las NPs, los ensayos realizados en NPs control (NPs sin 

fármaco), revelaron que el maltitol a 3 % (p/v) es el más idóneo, 

conservando la osmolalidad de las nanopartículas (303 mOsm/kg) dentro 

del rango adecuado, el cual debe ser similar al líquido lagrimal, alrededor 

de 302 – 318 mOsm/kg para evitar la irritación ocular (Ramos Yacasi, 

Calpena Campmany et al. 2017). Se evaluó, asimismo, el aspecto de los 

liofilizados y el tiempo y apariencia de las muestras una vez 

reconstituidas, ya que las nanopartículas sometidas a este proceso, deben 

conservar las propiedades del producto original, baja humedad residual, 

buena apariencia del liofilizado y rápida reconstitución (Trenkenschuh 

and Friess 2021). Una vez seleccionado el crioprotector y su porcentaje 

adecuado, se continuó con la liofilización de las NPs con fármaco y 

funcionalizadas con CPPs (Lico-A PLGA NPs, Lico-A  PLGA-PEG-

Tet-1 NPs y Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs). Los valores de osmolalidad 

se mantuvieron dentro de los límites deseados para formulaciones 

destinadas a aplicación ocular y se encontraron ligeras diferencias en la 

apariencia de los productos después de la liofilización, posiblemente 

debido a la diferencia estructural de un CPP a otro (Tet-1 y B6).    

 

Una herramienta importante para predecir la estabilidad física de 

los productos liofilizados durante el almacenamiento es el análisis por 

Calorimetría Diferencial de Barrido (DSC) (Ataide, Geraldes et al. 

2021). Los liofilizados obtenidos deben almacenarse a una temperatura 

por debajo de las transiciones térmicas de la formulación seca para evitar 

cualquier colapso, encogimiento o cualquier otra desestabilización, 

como la cristalización para que sea farmacéuticamente aceptable 

(Abdelwahed,  Degobert  et al.  2006).   Los   perfiles   térmicos   de  las 
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formulaciones liofilizadas con maltitol al 3 % (p/v) se analizaron 

mediante DSC para verificar las transiciones térmicas. El termograma de 

PLGA NPs liofilizadas mostró un pico endotérmico amplio que comenzó 

aproximadamente a 94,2 °C con un máximo a 111,2 °C, pudiéndose 

atribuir a eventos de evaporación. La humedad residual volatilizada de 

los productos liofilizados generalmente aparece en los termogramas 

como picos endotérmicos anchos cerca del punto de ebullición del agua 

(Jones and Seyler 1994). Además, el análisis térmico de todos los 

productos liofilizados con el crioprotector seleccionado, como se 

esperaba según la literatura, mostró una transición vítrea por encima de 

la temperatura ambiente (Shirke, Takhistov et al. 2005). La temperatura 

de transición vítrea (Tg) se determinó como el punto máximo de 

inflexión de las discontinuidades en las curvas de flujo de calor. Los 

valores más altos de Tg de las formulaciones en comparación con el valor 

del crioprotector, podrían deberse al polímero, ya que la presencia de 

este excipiente con alta Tg es una forma de elevar la Tg del maltitol 

(alcohol de azúcar). En el caso de las formulaciones de PLGA NPs y 

Lico-A-PLGA-Tet-1 NPs, se observaron picos endotérmicos a 130,5 °C 

y 149,4 °C respectivamente, lo que podría sugerir una cristalización 

parcial en el proceso de liofilización (Kadoya, Fujii et al. 2010). 
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4.2. SEGURIDAD Y EFICACIA TERAPÉUTICA DE LAS NPs 

DE LICO-A 

 

El riesgo potencial de irritación ocular causado por las 

formulaciones desarrolladas se evaluó mediante pruebas de tolerancia 

ocular utilizando métodos in vitro e in vivo. Se realizó una prueba HET-

CAM® in vitro y se calculó el Índice de Irritación Ocular (OII), 

evidenciando que ni las NPs de Lico-A PLGA ni las nanopartículas del 

polímero conjugado con los CPPs (Lico-A PLGA-PEG Tet-1 y Lico-A 

PLGA-PEG-B6) eran irritantes. Los resultados obtenidos con todas las 

formulaciones pusieron de relieve una óptima tolerancia ocular ya que 

presentaron valores de OII en torno a 0 (no irritantes) sin observarse 

fenómenos de irritación corneal. Sin embargo, dado que los resultados in 

vitro no pueden reproducir fielmente todas las condiciones in vivo, se 

llevó a cabo el test de Draize evaluando la tolerancia ocular del fármaco 

libre, las nanopartículas de Lico-A y las nanopartículas funcionalizadas 

con CPPs (Lico-A PLGA-PEG-Tet-1 y Lico-A PLGA-PEG-B6) para 

confirmar la clasificación de la prueba HET-CAM® (Mohsen 2022). Los 

resultados de la prueba in vivo mostraron una excelente tolerancia ocular 

para todos los productos evaluados. No se detectaron signos de irritación 

ocular en ninguna de las formulaciones, clasificándose como sustancias 

no irritantes. Por tanto, estos resultados concuerdan con los obtenidos 

por la prueba HET-CAM®, confirmando su idoneidad para la evaluación 

de la tolerancia ocular de productos farmacéuticos (López-Machado, 

Díaz-Garrido et al. 2021).    

 

El efecto citotóxico del fármaco libre, las NPs poliméricas de 

PLGA  sin  fármaco  (PLGA NPs),   las   NPs   cargadas   con  el  fármaco    
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(Lico-A PLGA NPs) y las NPs cargadas con el fármaco y 

funcionalizadas con los péptidos (Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs y Lico-A 

PLGA-PEG-Tet-1 NPs), se ensayó en células Caco-2. La Lico-A hasta 

6,76 μg/mL (20 μM) no es tóxica, ya que no reduce la viabilidad celular 

(viabilidad celular ∼ 100 % del control); sin embargo, el aumento de la 

concentración de Lico-A a 8,45 μg/mL (25 μM) reduce 

considerablemente la viabilidad celular (47,2 % ± 1,8 del control) y la 

concentración más elevada ensayada reduce la viabilidad celular a            

∼ 0 %. Esto podría deberse al hecho de que la Lico-A, como agente 

anfifílico, puede interactuar con las membranas celulares. En cuanto al 

efecto citotóxico de Lico-A contra las células Caco-2, encontramos una 

IC50 de 8,4 μg/mL ± 0,9. Este valor es ligeramente inferior al encontrado 

en otras líneas celulares, como las células SiHa y HeLa (IC50 = 42,2 μM 

± 3,5 y 48,5 μM ± 4,2, respectivamente) (Tsai, Lee et al. 2015) pero 

idéntico a las células HN22 (IC50 = ~20 μM) (Cho, Chae et al. 2014). 

Las NPs sin fármaco (PLGA NPs), ensayadas hasta una concentración 

de 100 μg/mL, no redujeron la viabilidad celular, lo que indica el efecto 

no citotóxico de estas NPs. Los resultados de este estudio también 

pusieron de manifiesto que la encapsulación de Lico-A en NPs 

poliméricas reduce su toxicidad, lo cual es evidente por los valores más 

altos de IC50 y también por la mayor concentración que es necesaria para 

reducir significativamente la viabilidad celular en comparación con el 

control. 

 

Cuando los CPPs se administran solos, la viabilidad celular es 

menor que el control; sin embargo, cuando se vinculan a NPs, la 

toxicidad es menor, aumentando la biocompatibilidad de las 

nanopartículas. Este fue el caso de las células PC12 expuestas al péptido
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B6  que   mostraron   una   disminución   del   35 %   de   viabilidad  en  

comparación con las células no expuestas (viabilidad celular ∼ 65 % del 

control), observándose la misma disminución cuando se expusieron a 

SA-Se-NPs (nanopartículas de selenio modificadas con ácido siálico). 

Sin embargo, y tal como demuestran los experimentos llevados a cabo 

por Yin et al. (2015) (Yin, Yang et al. 2015), cuando las células se 

trataron con SA-Se-NPs conjugadas con péptido B6 (B6-SA-Se-NPs), la 

viabilidad celular solo se redujo en un 10 % con respecto al control. Esto 

significa que la funcionalización de las NPs con B6 resultó en una menor 

toxicidad, lo que concuerda con los resultados de nuestro trabajo. En un 

estudio que utilizó curcumina como molécula liberadora y B6 como 

CPP, Fan et al. (2018) (Fan, Zheng et al. 2018) evaluaron la viabilidad 

de las células HT22 (línea de células neuronales de hipocampo de ratón) 

expuestas a diferentes concentraciones de curcumina (Cur), NPs de 

PLGA-PEG cargadas de Cur, NPs de PLGA-PEG-B6 con carga de Cur 

y NPs de PLGA-PEG-B6. En este caso, los autores no observaron 

diferencias estadísticas entre todas las muestras, pero las células 

expuestas a NPs de PLGA-PEG-B6 con Cur mostraron en promedio una 

mayor viabilidad. Este estudio también indica que las nanopartículas 

funcionalizadas ya no eran citotóxicas. En otro estudio (Zhang, Zhou et 

al. 2014), las células PC12 (línea celular derivada a partir de un 

feocromocitoma de la médula suprarrenal de rata) tratadas con 

nanopartículas de selenio estabilizadas con epigalocatequina-3-galato 

(EGCG) recubiertas con péptido Tet-1 (Tet-1-EGCG-Se) mostraron una 

mayor viabilidad que las células expuestas a EGCG-Se (nanopartículas 

de selenio estabilizadas con EGCG), lo que también demuestra que la 

unión  de  CPP  a  NPs  no  aumenta  la toxicidad celular. Por otro lado, 
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también se demostró que la conjugación   de   nanopartículas  de  PLGA  

cargadas    de    curcumina  recubiertas  con  Tet-1  da  como  resultado 

nanopartículas biocompatibles, sin informar de una mayor toxicidad 

contra las células de glioma GI-1 (Mathew, Fukuda et al. 2012). 

 

En nuestro estudio demostramos que la encapsulación de Lico-A 

reduce la toxicidad inherente del activo, atribuida a la liberación 

controlada del fármaco obtenida al utilizar nanopartículas. Además, la 

funcionalización de las NPs con ambos CPPs mejora la 

biocompatibilidad (reduciendo aún más la toxicidad celular), como lo 

demuestra el aumento de la IC50. El objetivo de este trabajo fue la entrega 

de un fármaco antiinflamatorio manteniendo la viabilidad celular. Es así 

como se demostró que la formulación de Lico-A en NPs poliméricas 

reduce la toxicidad de Lico-A y mejora su eficacia antiinflamatoria. 

Además, la conjugación de las NPs con el CPP Tet-1, aumentó la 

biocompatibilidad. 

 

La eficacia antiinflamatoria de las NPs de Lico-A 

funcionalizadas con los péptidos Tet-1 o B6 se evaluó in vivo, en conejos 

albinos New Zealand, en un modelo de inflamación ocular inducido por 

ácido araquidónico. Durante los primeros minutos, todas las 

formulaciones de NPs de Lico-A y Lico-A libre mostraron diferencias 

estadísticamente significativas frente al grupo control (p < 0,001). Esto 

puede deberse a la potente capacidad antiinflamatoria de Lico-A 

reportada previamente por otros investigadores y demostrada aquí para 

aplicaciones oculares (Phan, Kim et al. 2021, Phan, Kim et al. 2021, Li, 

Xie et al. 2022). Entre todas las preparaciones, la formulación de NPs  

de   Lico-A PLGA-PEG-B6    presentó    una    actividad    antiinflamatoria 
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significativamente mayor en comparación con las otras formulaciones y 

el fármaco libre (Lico-A). Esto se correlaciona con la liberación inicial 

más rápida de Lico-A obtenida in vitro, así como con el hecho de que el 

péptido B6 tiene una carga positiva más elevada que el Tet-1, lo que 

aumenta las interacciones con las capas oculares negativas y permite que 

Lico-A mejore la penetración y los efectos terapéuticos (Vedadghavami, 

Zhang et al. 2020). Adicionalmente, las NPs de Lico-A PLGA-PEG-B6 

también poseen un tamaño promedio más pequeño, lo cual puede 

facilitar su internalización celular y sus efectos farmacológicos (Salatin, 

Maleki Dizaj et al. 2015). El fármaco libre mostró, asimismo, una 

actividad inicial superior en comparación con las NPs de Lico-A PLGA 

y Lico-A PLGA-PEG-Tet-1, pero después de 90 min no se obtuvieron 

diferencias significativas entre las formulaciones. Todas las 

formulaciones evaluadas fueron capaces de reducir la inflamación en 

comparación con el control de suero salino de manera significativa, 

incluso después de 210 minutos posteriores a la inducción de la 

inflamación. 

 

Por lo tanto, estos resultados demostraron que Lico-A podría 

utilizarse para el tratamiento de la inflamación ocular y que las NPs 

funcionalizadas con CPPs disminuyeron la inflamación de una manera 

más prolongada que el fármaco libre. Las NPs de Lico-A PLGA-PEG-

B6 constituyen la mejor estrategia para administrar Lico-A en los tejidos 

oculares, pudiendo reducir la inflamación de manera significativamente 

efectiva. 

 

Por otra parte, se evaluó también la eficacia terapéutica in vitro, 

en cultivos celulares, analizando la actividad antiinflamatoria en células 
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RAW 264.7 (una línea celular de macrófagos) estimuladas con 

lipopolisacáridos (LPS), ya que estas células cuando se exponen a LPS 

bacterianos tienen la capacidad de liberar óxido nítrico (NO) como 

resultado de la señalización inflamatoria activada por LPS que culmina 

con la mejora de la actividad de óxido nítrico sintetasa. Por tanto, la 

actividad antiinflamatoria del fármaco libre y las NPs obtenidas se 

evaluó por su capacidad para reducir la cantidad de NO liberado por los 

macrófagos estimulados por LPS. La actividad de la Lico-A como agente 

antiinflamatorio ha sido descrita por algunos autores (Funakoshi-Tago, 

Nakamura et al. 2010, Galindo, Sánchez et al. 2022, Cai, Xu et al. 2023),  

y de hecho se conoce que reduce la liberación de NO de forma 

dependiente de la dosis de macrófagos estimulados por LPS. Las células 

RAW 264.7 expuestas durante 4 h a 5 μg/mL de Lico-A solo liberaron 

∼ 16 % de NO en comparación con el control (una reducción de NO de 

∼ 84 % del control), lo que confirma su acción en las vías de señalización 

de TLR4 (receptor tipo Toll 4) (Tun, Yasukawa et al. 2018) y actividad 

antiinflamatoria. A esta concentración, la Lico-A no fue citotóxica para 

las células Raw 264.7, ya que el ensayo de viabilidad celular indicó un 

valor de aproximadamente el 100 %. Las NPs sin fármaco (PLGA NPs) 

reducen la liberación de NO, probablemente debido a su interferencia 

lipídica y su posible unión competitiva a TLR4 que reduce la actividad 

de LPS; sin embargo, esta interferencia necesita mayor evaluación.  

Lico-A PLGA NPs muestra una mayor actividad antiinflamatoria, en 

comparación con el fármaco libre, probablemente debido a una mejor 

cesión de Lico-A a la superficie de las células. La adición de péptidos 

penetrantes de células a las NPs de Lico-A PLGA mantuvo la actividad 

antiinflamatoria. Ninguna de las formulaciones fue tóxica para las 

células RAW 264.7, ya que la viabilidad celular  se  mantuvo  al  100 %.
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4.3. INCORPORACIÓN DE LAS NPs DE LICO-A EN GELES DE 

FORMACIÓN IN SITU 

 

En el estudio de geles de formación in situ (ISFG), se usó el 

polímero PF127 que tiene la característica de permitir que la formulación 

permanezca líquida en condiciones de almacenamiento, pero al entrar en 

contacto con la temperatura de la mucosa ocular de 35 ºC 

aproximadamente (Tan, Ng et al. 2010) se convierte en gel, mejorando 

la precisión en la aplicación de la formulación y el tiempo de contacto 

de la misma en la zona precorneal, reduciendo la tasa de eliminación y 

aumentando la biodisponibilidad del fármaco (Cardoso, Ferreira-Nunes 

et al. 2022). La evaluación de los resultados de las temperaturas de 

gelificación (Tsol-gel) de las formulaciones ensayadas, permitió 

seleccionar el ISFG-2 (20 % de PF127, 0,5 % de MC y 0,2 % de CTAB), 

con resultados de Tsol-gel de 32,0 ºC ± 1,2 y 32,0 ºC ± 0,6 de los geles de 

PLGA NPs y Lico-A PLGA NPs respectivamente, debido a que el gel 

termosensible in situ óptimo debe tener una Tsol-gel por encima de la 

temperatura ambiente para garantizar que la preparación permanezca 

líquida y brinde una dosificación precisa (Krtalić, Radošević et al. 2018), 

siendo el rango aceptable de Tsol-gel de 30 a 35 °C, a fin de evitar la 

eliminación rápida de la formulación (Permana, Utami et al. 2021).  

 

El análisis del comportamiento reológico inicial de las 

formulaciones ISFG-1 (sin MC), ISFG-2 (fórmula  óptima,  en  adelante 

ISFG) e ISFG-3 (1 % MC), destacó la relación directamente 

proporcional   del   incremento   de   la   concentración  de   MC  con  la 

viscosidad  del  gel,  lo  que  concuerda  con  el resultado obtenido en el 
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ensayo de temperatura de gelificación. En sistemas acuosos, los geles 

termosensibles de PF127 se forman por puentes de hidrógeno, debido a 

la atracción entre el átomo de oxígeno del éter de poloxámero y los 

protones del agua. Por lo tanto, al agregar la cantidad de MC (compuesto 

con grupos hidroxilo), se espera que aumente el número de enlaces de 

hidrógeno, lo que lleva a una mayor viscosidad (Mansour, Mansour et 

al. 2008). En el estudio reológico final, los ISFG de PLGA NPs, Lico-A 

PLGA NPs, Lico-A PLGA-PEG-Tet-1 NPs y Lico-A PLGA-PEG-B6 

NPs, se ensayaron a una velocidad de corte controlada a dos temperaturas 

20 °C (temperatura de almacenamiento) y 35 °C (temperatura de la 

superficie ocular). Se observó que la viscosidad aumenta con la 

elevación de la temperatura. Esto podría explicarse porque una 

temperatura más alta causa la deshidratación de las unidades tribloque 

de poli(óxido de etileno)-poli(óxido de propileno)-poli(óxido de etileno) 

(PEO-PPO-PEO) de PF127 por la ruptura de los enlaces de hidrógeno 

entre las unidades de PEO y el agua. Como resultado, esta deshidratación 

conduce a un aumento de la interacción intermolecular entre los bloques 

de PEO y las moléculas del copolímero que se agregan en micelas, lo 

que permite la formación de un gel más compacto y viscoso (El-Kamel 

2002, Kolsure and Rajkapoor 2012). Los resultados revelaron una 

estabilidad adecuada y un comportamiento de gel viscoelástico, además, 

en todas las formulaciones ensayadas no existe un punto de cruce entre 

los módulos (G’ y G”), comportándose como geles débiles (Krtalić, 

Radošević et al. 2018, Blanco-Llamero, Galindo-Camacho et al. 2022, 

de Castro, Coco et al. 2023). A 35 °C se observó un aumento en la 

distancia entre los módulos G’ y G” para cada formulación, lo cual es 

resultado  de  un   mayor  esfuerzo  de  corte   debido  al  aumento  de  la 
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viscosidad a esta temperatura. Desde el punto de vista de la aplicación 

ocular del ISFG, este es un fenómeno beneficioso ya que aumentaría el 

contacto de la formulación con la mucosa precorneal. Después de la 

administración, se espera que la formulación forme un gel (G’> G”), y 

de esta manera, resista las fuerzas de cizallamiento esperadas en el ojo 

durante y entre parpadeos  (Cardoso, Ferreira-Nunes et al. 2022). Los 

resultados mostraron además, que las formulaciones que contienen los 

CPPs pueden aumentar la viscosidad a medida que aumenta la 

temperatura, pero la Tsol-gel no se presenta hasta por encima de los 32 °C. 

 

Finalmente, los resultados del análisis de textura de ISFG de 

PLGA NPs, Lico-A PLGA NPs, Lico-A PLGA-PEG-Tet-1 NPs y     

Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs son importantes, debido a que de estos 

parámetros depende la aceptabilidad del producto por parte del paciente 

al momento de su aplicación y su percepción organoléptica. El análisis 

de los parámetros de textura, dureza, firmeza, mucoadhesividad y 

esparcibilidad están directamente influenciados por la viscosidad de las 

formulaciones. A 20 °C todas las formulaciones se encontraban en forma 

semilíquida y mostraron valores bajos de dureza y firmeza, estos valores 

facilitan la correcta extracción del producto del envase (dos Santos, 

Rosseto et al. 2020). El aumento de la temperatura de análisis de 20 a   

35 °C fue seguido por un aumento de la dureza y firmeza de los ISFG 

ensayados. Estos hallazgos se deben a las modificaciones en la estructura 

interna del poloxámero, exhibiendo una red polimérica más fuerte 

(Kolsure and Rajkapoor 2012).  Por ejemplo, en el caso de los ISFG de 

Lico-A PLGA NPs, Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs y Lico-A PLGA-PEG-

Tet-1 NPs a 35 °C, la  dureza  fue  mucho  mayor en comparación con el
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análisis a 20 °C para las mismas formulaciones, presentando valores de 

29,3 N, 28,8 N y  28,6 N  respectivamente.  Se  ha  estudiado  la influencia 

de la dureza en el tiempo de retención de la formulación en la superficie 

ocular, ya que la dureza adecuada impide la dilución de la preparación 

por aclaramiento mucociliar (Ferreira, Da Silva et al. 2017). Los estudios 

de mucoadhesividad realizados cerca de la temperatura ocular, 

mostraron que el ISFG de Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs tiene el valor más 

alto de este parámetro respecto al resto de ISFG ensayados, registrándose 

una fuerza negativa de –84,9 N. Como era de esperar, el valor más bajo 

correspondió a los ensayos a 20 °C. A medida que aumentaba la 

temperatura de prueba, se observó un aumento concomitante en la 

mucoadhesión y esto se explica por el impacto de la viscosidad en este 

parámetro durante el análisis. Nuestros estudios   revelaron   que  el   

ISFG   de   Lico-A   PLGA-PEG-Tet-1    NPs   mostró la 

mucoadhesión/adhesividad más baja entre la formulación y la sonda de 

prueba, lo que puede atribuirse a la diferencia estructural química entre 

los compuestos. En cuanto a la fuerza de adhesión, esta aumentó con el 

incremento de la temperatura, debido a la organización del FP127 por la       

Tsol-gel. Como resultado, los valores más altos de adhesividad a 35 °C de 

los ISFG son adecuados, ya que significa que pueden adherirse a la 

superficie corneal durante un tiempo suficientemente largo,   

incrementando el tiempo de residencia del fármaco en el sitio de 

aplicación (Pandey, Cabot et al. 2017). Estos resultados concuerdan con 

informes de experimentos previos, realizados por otros autores (Soliman, 

Ullah et al. 2019), que indican buenas propiedades mucoadhesivas de 

una combinación de PF127 y MC en la formulación. En esta misma línea,  
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un valor adecuado de esparcibilidad, facilita la extensión de los ISFG a 

una gran superficie de mucosa ocular. A 20 °C se obtuvieron valores 

elevados de esparcibilidad (se requiere menos fuerza). Así, el ISFG de 

Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs a 35 °C parece tener mejores resultados de 

esparcibilidad, en comparación con las otras formulaciones a la misma 

temperatura de evaluación. Todas estas propiedades pueden ser útiles 

para predecir el comportamiento de la fórmula en diferentes condiciones 

ambientales y biológicas. 
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In this work, Lico-A was formulated in PLGA NPs 

functionalized with CPPs for the treatment of inflammatory ocular 

conditions. Based on all the results obtained from the different assays 

carried out with the optimized colloidal systems, and the formulations of 

the Lico-A-loaded PLGA NPs functionalized with CPPs incorporated 

into the in-situ forming gel, it can be concluded that: 

 

1. The optimization, by a factorial design, of Lico-A-loaded 

polymeric NPs, prepared by the solvent displacement method, 

revealed that the best formulations with physicochemical 

properties suitable for ocular administration contains: 1 mg/mL 

of Lico-A, 8 mg/mL of PLGA and 0.4 % of Tween® 80. These 

NPs showed a spherical shape with a smooth surface, an average 

size below 170 nm, a very small particle size distribution, with 

PI values less than 0.1 corresponding to monodisperse systems, 

a highly negative Zpot and with EE greater than 50 %. 

 

2. The short-term stability study revealed that the optimized      

Lico-A polymeric NPs maintain their initial properties at 4 and 

25 ºC. However, after 2 months of storage at 25 ºC, a slight 

difference was observed in the backscattering profile compared 

to the initial formulation. Therefore, 4 ºC was the most suitable 

temperature to store Lico-A PLGA NPs. 

 

3. Linear peptides (Tet-1 and B6) were successfully synthesized 

following the solid-phase methodology. Analytical 

characterization  by  high-performance  liquid  chromatography 
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and mass spectrometry confirmed that the peptides correspond to 

the desired peptide sequences.  

 

4. Functionalization of the surface of Lico-A PLGA NPs with CPPs 

caused a decrease in Zav, being 128.65 nm ± 7.53 for Lico-A 

PLGA-PEG-Tet-1 NPs and 114.24 nm ± 2.42 for Lico-A PLGA-

PEG-B6 NPs. Moreover, the conjugation with Tet-1 and B6 

peptides increased the IP slightly to 0.149 ± 0.016 and 0.122 ± 

0.012, respectively. In addition, ZPot of the peptide targeted NPs 

showed a surface charge   modification   from   negative   to 

highly positive. The highest EE value (53.26 % ± 0.62) was 

obtained for the drug-loaded PLGA-PEG-Tet-1 NPs. 

 

5. The release profile of Lico-A PLGA NPs and peptide-

functionalized NPs showed an initial fast release corresponding 

to the burst effect of the drug present on the NPs surface, 

followed by a sustained release of Lico-A retained within the 

NPs. 

 

6. Osmolality values of freeze-dried functionalized NPs were 

similar to those obtained before their freeze-drying, being 

maltitol at 3 % (w/v) the most efficient cryoprotectant evaluated. 

In addition, the appearance of the freeze-dried cakes with 3 % 

maltitol (w/v) and their reconstituted nanosuspensions revealed a 

fast reconstitution time and full redispersion of NPs with no 

apparent aggregates.  



5. CONCLUSIONES 

 

135 

 

 

7. The evaluation of the physical state of Lico-A in the polymeric 

matrix and the possible interactions between drug and polymer 

of the NPs after freeze-drying using thermal methods 

(differential scanning calorimetry) suggest that there is no 

evidence of any chemical interaction or strong bond formation 

between PLGA and Lico-A. 

 

8. According to the ocular tolerance studies of Lico-A PLGA NPS, 

Lico-A PLGA-PEG-Tet-1 NPs and Lico-A PLGA-PEG-B6 NPs, 

evaluated by in vitro (HET-CAM®) and in vivo (Draize test) 

assays, the absence of ocular irritation was evidenced, which 

reveals optimal ocular tolerance of these systems. Likewise, the 

in vitro biological experiments in cell cultures, showed a non-

cytotoxic effect of these developed systems. 

 

9. Studies of anti-inflammatory efficacy in vivo exposed a decrease 

in ocular inflammation and the in vitro biological experiments in 

RAW 264.7 cell lines showed a relevant anti-inflammatory 

activity of free drug, drug-loaded PLGA NPS and drug-loaded 

peptides functionalized NPs. 

 

10. Gelation temperature assays of poloxamer-based in-situ forming 

gels containing Lico-A PLGA NPs showed that the optimal gel 

composition, containing 20 % of PF127, 0.5 % of MC and 0.2 % 

of CTAB, is suitable to transform into a semi-solid state under 

ocular temperature conditions (35 °C).
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11. The pH, viscosity, texture parameters and gelation temperature 

of the optimal in-situ forming gels containing Lico-A PLGA NPs 

functionalized with B6 and Tet-1 peptides meet the requirements 

for ophthalmic formulations due to their adequate viscoelasticity, 

mechanical and mucoadhesive properties suitable to facilitate 

their uniform distribution on the conjunctiva surface.  

 

12. All the results obtained suggest that the Lico-A PLGA NPs 

functionalized with B6 and Tet-1 peptides, and the 

thermosensitive gels developed could be suitable in the treatment 

of ocular inflammatory processes constituting a new approach in 

ocular pharmacotherapy. 
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