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I. Introducción 

Según la Asociación Española Contra el Cáncer (AECC), “cáncer” es 

el nombre general para un grupo de más de 100 enfermedades con una 

característica común a todas ellas: la proliferación excesiva y sin control 

(displasia) de células que pueden llegar a infiltrarse o invadir otros tejidos 

originando metástasis. Además, estas células suelen presentar variaciones 

en su forma, tamaño y función por lo que dejan de actuar como deben y 

adquieren nuevas propiedades. Esto es lo que se conoce como tumor 

maligno (http://www.aecc.es). 

Dentro de los cánceres que afectan a estructuras epiteliales, el de 

próstata representa, aproximadamente, el 12% de los casos de nuevo 

diagnóstico en Europa. Es uno de los tumores más prevalentes en España 

y uno de los más frecuentemente diagnosticados en el mundo 

desarrollado. Las estadísticas actuales lo catalogan como la segunda causa 

de muerte por cáncer en la población americana masculina después del 

cáncer de pulmón y establecen que 1 de cada 6 individuos enfermará de 

cáncer de próstata a lo largo de su vida, si bien la mortalidad se reduce a 1 

de cada 36. Según datos de la Asociación Española de Urología (AEU), un 

millón y medio de españoles, con edades comprendidas entre 50 y 75 

años, tienen riesgo de padecer un cáncer de próstata. Hace 15 años, solo 

el 20% de los carcinomas de próstata se diagnosticaban cuando el tumor 

estaba localizado en la glándula (potencialmente curable). El 80% restante 

tenían invasión regional o metástasis. Gracias a campañas informativas, 

que aumentan el número de varones que acuden al especialista para 

revisiones rutinarias, por estar en edad de riesgo o por tener 

modificaciones en el ritmo o en el flujo urinario, esas cifras se han 

invertido. En la actualidad, el 74% de los carcinomas de próstata se 

diagnostican cuando no tienen metástasis y pueden tratarse con intención 

curativa, con cirugía, con radioterapia o con la combinación de ambas. 

Según un estudio epidemiológico realizado en 2010 por la Sociedad 

Española de Urología en 25 hospitales públicos españoles se 

diagnosticaron 4.087 nuevos casos, cubriendo el 21,8% de la población 

masculina española. La tasa de incidencia estimada estandarizada fue de 



 

2 
 

82,27 por 100.000 varones y la edad media de detección fue de 69 años 

(Cózar y col., 2013). 

La próstata es un órgano que se encuentra en la pelvis, rodeando la 

primera parte de la uretra, situado detrás del pubis, delante del recto e 

inmediatamente por debajo de la vejiga.  

Entre los síntomas más comunes asociados al cáncer de próstata se 
encuentran: 

 Flujo de orina débil o interrumpido. 

 Ganas repentinas de orinar. 

 Aumento de la frecuencia de la necesidad de orinar (en especial, 

por la noche). 

 Dificultad para iniciar el flujo de orina. 

 Dificultad para vaciar la vejiga por completo. 

 Dolor o ardor al orinar. 

 Presencia de sangre en la orina o el semen. 

 Dolor en la espalda, las caderas o la pelvis que no desaparece. 

 Falta de aire, sensación de mucho cansancio, latidos rápidos del 

corazón, mareo o piel pálida a causa de anemia. 

La detección precoz y los avances realizados en las técnicas de 

diagnostico y tratamiento del cáncer han conseguido aumentar en Europa 

en los últimos años la tasa de supervivencia de los enfermos de un 73.4% 

a un 83.4% (De Angelis y col., 2014). 

La clasificación del cáncer de próstata según la American Joint 

Comitte on Cancer se basa en el conocido acrónimo TNM, basada en los 

siguientes parámetros: tamaño del tumor, localización, porcentaje de la 

glándula prostática que está ocupado por el tumor y si afecta a los lóbulos 

(T), estatus nodal (N) y presencia o ausencia de metástasis (M) (Mottet y 

col., 2015). 

https://es.wikipedia.org/wiki/Uretra
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=45022&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=270735&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=46246&version=Patient&language=Spanish
http://www.cancer.gov/Common/PopUps/popDefinition.aspx?id=45360&version=Patient&language=Spanish
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Tabla 1.- Clasificación TNM para el cáncer de próstata desarrollada por American Joint Comitte 

on Cancer. 

 

 

Sin embargo, para establecer una clasificación adecuada también 

debe tenerse en cuenta un indicador numérico (escala de Gleason), 

relacionado con la agresividad que puede tener el tumor, siendo 

(Ministerio de Sanidad y Consumo, 2008): 

 Gleason 2-4: tumores de bajo grado. 

 Gleason 5-7: tumores de grado intermedio. 
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 Gleason 8-10: tumores indiferenciados. 

El tratamiento del cáncer de próstata se lleva a cabo considerando 

su clasificación y las expectativas de vida del paciente. Los tratamientos se 

pueden dividir en 5 grandes grupos (tabla 2): 

 

Tabla 2.- Agrupación de los distintos tratamientos que existen actualmente para el cáncer de 

próstata (Brenes y col., 2015). 
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Dentro del apartado del tratamiento farmacológico, cabe 

diferenciar los fármacos más utilizados en función de su mecanismo de 

acción (tabla 3): 

 

Tabla 3.- Fármacos utilizados actualmente en el tratamiento del cáncer de próstata y 

mecanismo de acción. (FFT: indicación fuera de ficha técnica) (Brenes y col., 2015). 

 

 

1. AINEs 

Varios autores justifican el uso de los anti-inflamatorios no 

esteroideos (AINEs) en las terapias antitumorales debido a su actividad 

proapoptótica e inhibidora de la angiogénesis, lo que evita el crecimiento 

y favorece la desaparición del tumor (Taketo, 1998). 

Los AINEs son un grupo de fármacos de elevado consumo entre la 

población. Actualmente hay más de 50 AINEs diferentes en el mercado 

mundial. Estos fármacos producen alivio sintomático del dolor y de la 

inflamación en las artropatías crónicas, como ocurre en la artrosis y en la 



 

6 
 

artritis reumatoide, así como en enfermedades inflamatorias agudas: 

fracturas, esguinces, lesiones deportivas y otras lesiones de tejidos 

blandos. También son útiles para el tratamiento del dolor postoperatorio, 

dental y menstrual, y de las cefaleas y la migraña. Actualmente, se dispone 

de muchas formulaciones diferentes: comprimidos, jarabes, geles de 

aplicación tópica, inyectables, etc (Rang y Dale, 2012). 

Todos los AINEs actúan inhibiendo la ciclooxigenasa (COX) evitando 

así la transformación del ácido araquidónico en mediadores del proceso 

inflamatorio: prostaglandinas y tromboxanos (figura 1). La COX es la 

enzima responsable del metabolismo del ácido araquidónico y su 

conversión a prostaglandina H2, precursor de los prostanoides (PGD2, 

PGE2, PGF2, PGI2, TXA2). A principios de los años 90 se determinó que la 

COX correspondía en realidad al menos a dos isoformas COX-1 y COX-2 

(Castells y col., 2003). 

 

Figura 1.- Representación esquemática del metabolismo del ácido araquidónico 

(Global Resource for Advancing Cancer Education). 
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A pesar de que su estructura proteica presenta más de un 90% de 

similitudes, su función es bien distinta: COX-1 se expresa de forma 

constitutiva en multitud de tejidos (plaquetas, estómago, riñón, colon…) y 

parece estar encargada de funciones homeostáticas y fisiológicas (ej.: en 

la mucosa gástrica tiene una función citoprotectora y de mantenimiento 

de las secreciones fisiológicas) mientras que la COX-2 solo se detecta de 

forma constitutiva en el riñón, aparato reproductor y cerebro y sin 

embargo, se expresa de forma muy significativa (entre 10 y 80 veces más) 

en tejidos inflamados tras la inducción ejercida por la secreción de 

mediadores inflamatorios como IL-6, IL-10, TNF-alfa… (Hawkey, 2001).  Por 

este motivo se denominó a la COX-2, forma inducible, y a la COX-1, forma 

constitutiva.  La COX-2 se encuentra fundamentalmente en la región 

perinuclear y en la membrana nuclear de las células responsables del 

proceso inflamatorio (macrófagos, monocitos, leucocitos) y participa en la 

transformación cancerosa, en este caso a través de mecanismos de 

resistencia a la muerte programada al inducir apoptosis como 

consecuencia de la alteración en la producción de prostaglandinas y de la 

disminución de factores angiogénicos (García y col., 2000). Además hay 

estudios que prueban como la COX-2 modula la proliferación celular y la 

apoptosis en los tumores sólidos de tipo: cáncer colorectal, de mama, de 

pulmón y de próstata, y, más recientemente se ha conseguido demostrar 

su importancia en la aparición de neoplasias hematológicas. La 

constatación de la participación de la COX-2 en los fenómenos de 

crecimiento neoplásico, junto con el desarrollo de potentes inhibidores 

selectivos de esta isoforma, ha generado grandes expectativas acerca de 

la utilidad de estos fármacos en la prevención y tratamiento de los 

tumores malignos (Soboleski y col., 2010;  Soslow y col., 2000). 

 Los AINEs se consideran fármacos seguros, pero existe una serie de 

efectos adversos que limitan su potencial terapéutico (Bidaut-Russell y 

col., 2001; Brater y col., 2001; Mukherjee y col., 2001; Colville y Gilroy, 

2001): 

 Trastornos digestivos: El más importante de estos efectos adversos 

es su toxicidad gastrointestinal (GI); el 35% de los pacientes que los 

consumen presentan dispepsia y/o ardor esofágico, entre el 15 y el 
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30% desarrollan úlceras gastroduodenales y el 60% de éstas 

provocan hemorragias GI. Estos efectos se asocian a la irritación 

local por contacto del fármaco con la mucosa y a la inhibición de la 

síntesis de las prostaglandinas por bloqueo de la enzima 

ciclooxigenasa (COX-1). Si bien el perfil toxicológico de los 

inhibidores de COX-2 con respecto al tracto GI ha mejorado 

ostensiblemente frente a los AINEs no específicos, algunas 

prostaglandinas sintetizadas vía COX-2 tienen un papel regulador y 

de regeneración de tejidos dañados como revelan observaciones 

clínicas que demuestran que aunque estos fármacos no inducen la 

formación de úlceras GI, retardan la curación de las ya existentes. 

 Reacciones cutáneas: pueden presentarse como erupciones leves, 

urticaria y reacciones de fotosensibilidad o como trastornos más 

graves y potencialmente mortales como el síndrome de Stevens-

Johnson o necrolísis epidérmica tóxica. 

 Efectos adversos renales: las dosis terapéuticas de los AINEs en 

sujetos sanos suponen una escasa amenaza para la función renal, si 

bien, en sujetos susceptibles, pueden provocar una insuficiencia 

renal aguda reversible tras la interrupción del tratamiento. Esto es 

debido a la inhibición de los prostanoides implicados en el 

mantenimiento de la hemodinámica renal. Los neonatos y los 

ancianos presentan un riesgo particularmente alto, al igual que los 

sujetos afectados por cardiopatías, hepatopatías o nefropatías, o 

bien con una reducción del volumen sanguíneo circulante. 

 Efectos adversos cardiovasculares: se ha reconocido la capacidad 

que tienen los AINEs de elevar la presión arterial y, por lo tanto, de 

predisponer a pacientes hipertensos a padecer complicaciones 

cardiovasculares como accidentes cerebrovasculares e infartos de 

miocardio.  

 Otros efectos adversos: aproximadamente un 5% de los pacientes 

tratados con AINEs pueden presentan asma sensible al ácido 

acetilsalicílico. Otros efectos adversos mucho menos frecuentes 

incluyen efectos sobre el SNC, alteraciones de la médula ósea y 



 

9 
 

trastornos hepáticos, siendo estos últimos más frecuentes si el 

paciente padece insuficiencia renal previa al tratamiento con AINEs. 

Todos los AINEs (salvo los inhibidores selectivos de la COX-2) 

impiden la agregación plaquetaria y, por tanto, son 

prohemorrágicos.  

Los hechos anteriormente mencionados condujeron al diseño de 

formas que evitasen el contacto del fármaco con la mucosa GI 

(microcápsulas, formas recubiertas…), así como al desarrollo de moléculas 

con una mayor especificidad hacia la isoenzima COX-2, responsable de la 

síntesis de prostaglandinas (PGH2 y derivadas) directamente asociadas al 

proceso inflamatorio. Esta segunda alternativa dio lugar a la aparición de 

los inhibidores selectivos de COX-2. Las aplicaciones terapéuticas para las 

que están aprobados estos fármacos son las clásicas de AINEs no 

selectivos y tras unos años de utilización clínica la hipótesis inicial de la 

COX-2 se muestra algo más complicada de lo que se pensó en un principio. 

Así, tanto COX-1 como COX-2 están implicadas en procesos fisiológicos y 

patológicos. (Chandrasekharan y col., 2002) 

La prostaglandina E2 (PGE2) presenta actividad proinflamatoria y 

proangiogénica. Después de comprobar que la concentración de PGE2 en 

tejidos tumorales de cáncer de colon era elevada, la posibilidad de utilizar 

los AINEs para reducir el crecimiento y la proliferación de ese tipo de 

tumores y otros como el de mama o el de próstata, cobró bastante 

interés. Por otra parte, estudios epidemiológicos retrospectivos han 

demostrado que los pacientes en tratamiento crónico con AINEs muestran 

menor riesgo de padecer algunos tipos de cáncer (pulmón, gástrico, 

esofágico, colon, hígado…). En concreto, el riesgo de muerte por cáncer se 

reduce hasta un 50% en usuarios crónicos de aspirina y otros AINEs. Ello 

sugiere que la inhibición de la COX puede constituir una terapia preventiva 

contra algunos tipos de cáncer. Es más, el hallazgo de elevados niveles de 

COX-2 y de prostanoides en las lesiones premalignas que evolucionan a los 

cánceres epiteliales mencionados, ha motivado la puesta en marcha de 

varios estudios preclínicos y clínicos para evaluar el potencial terapéutico 

de inhibidores de COX-2 como prevención y tratamiento coadyuvante a 

largo plazo de distintos tipos de cáncer. Modelos experimentales en 
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animales (genéticos y de inhibición enzimática) demuestran un claro papel 

de la COX-2 en la evolución de lesiones pretumorales. Se ha demostrado 

que existe un efecto proapoptótico, inmunoregulador e inhibidor de 

angiogénesis para los fármacos inhibidores de COX-2, los cuales poseen 

una gran capacidad invasiva sobre las células tumorales (Giercksky, 2001; 

Koki y col., 2002; Dannenberg, 2001; Subongkot y col., 2003; Hawk y col., 

2002).  

La asociación entre la expresión de la COX y el cáncer de próstata ha 

sido estudiada por Yoshimura (Yoshimura y col, 2000) quien han puesto de 

manifiesto la baja expresión de COX-1 y la sobreexpresión de COX-2 en 

células tumorales. Por el contrario, la expresión de COX-2 en tejido 

prostático normal, con hiperplasia benigna de próstata o lesiones 

intraepiteliales prostáticas fue baja y similar a la de COX-1. La expresión de 

COX-2 en tejido tumoral prostático incluyendo los vasos sanguíneos y el 

estroma de las muestras analizadas, se asocia al grado de diferenciación 

celular. Todo esto sugiere que la inhibición en el desarrollo de la COX-2 

podría conducir no solo a la inhibición de la proliferación y metástasis del 

cáncer de próstata, sino a la reducción o desaparición del propio cáncer. 

 

2. Nimesulida 

La Nimesulida (NS) es un fármaco desarrollado en 1971, antes de 

descubrir la COX-2 y la función de las prostaglandinas en los procesos 

inflamatorios, cuya estructura química responde al grupo de las 

sulfonanilidas (Figura 2) (Rainsford y col., 2006). Llegó a comercializarse en 

50 países pero el primer país en autorizar la venta de NS fue Italia, donde 

llegó a convertirse en el fármaco más prescrito en el tratamiento del dolor 

agudo, de la artritis reumatoide y la dismenorrea primaria. En la práctica 

clínica, la dosis habitual en adultos son 100 mg de fármaco administrado 

dos veces al día por vía oral. La dosis habitual en niños de 6 a 12 años es 

de 50 mg dos veces al día. 
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Figura 2.- Estructura química de NS 

 

 2.1. Propiedades farmacológicas 

Principalmente la NS y sus principales metabolitos actúan de forma 

selectiva sobre la COX-2, aunque también se ha comprobado que 

presentan otras vías farmacológicas para paliar el dolor, la inflamación y la 

fiebre. 

Swingle (Swingle y col., 1976) y Tanaka (Tanaka y col., 1992) 

realizaron estudios de eficacia donde la NS demostró tener una actividad 

semejante o incluso más potente que la de otros antiinflamatorios.  

Gupta (Gupta y col., 1999) evaluó la actividad antiinflamatoria en 

ratas de una formulación de NS administrada por vía intramuscular en 

dosis crecientes, lo cual produjo efectos farmacológicos a las 2 horas 

(coincidiendo con el pico que presentaban los niveles de fármaco en 

sangre). Dichos efectos fueron dependientes de la dosis que se había 

administrado. 

Nakatsugi (Nakatsugi y col., 1996) evaluó el efecto de la NS sobre la 

producción de prostaglandinas en la cavidad pleural de ratas con actividad 

similar a indometacina y 10 veces superior a ibuprofeno. Tofanetti 

(Tofanetti y col., 1989) obtuvo resultados que corroboraban los ya 

existentes destacando una disminución en la acumulación de leucocitos 

con dosis más elevadas que las requeridas para el efecto antiinflamatorio. 
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Steiner (Steiner y col., 2001) mostró la capacidad de NS para 

atravesar la barrera hematoencefálica. 

Un estudio realizado en ratas y en humanos con artritis reumatoide 

por Bianchi (Bianchi y col., 2002) reveló que la NS era más eficaz que 

rofecoxib sugiriendo que otros mecanismos de acción sobre la óxido 

nítrico sintetasa (NOS) y la modulación sobre los receptores NMDA 

(receptores ionotrópicos de glutamato), también tienen cierta importancia 

en el proceso. 

La NS también inhibe o previene in vitro, en función de las 

concentraciones plasmáticas de fármaco, diversas actividades de los 

neutrófilos humanos, que van desde la migración y la explosión oxidativa a 

la degranulación y la producción de mediadores proinflamatorios 

(Rainsford y col., 2005). 

Bourgeois (Bourgeois y col., 1994) realizó un estudio en el que se 

administró NS a un grupo de 392 pacientes con osteoartritis durante un 

mes. Las dosis más eficaces fueron las de 100 y 200 mg pero las mejor 

toleradas por los pacientes fueron las de 50 y 100 mg. Teniendo en cuenta 

dichos resultados y el balance beneficio/riesgo de la NS, se recomendó su 

administración dos veces al día en dosis de 100 mg. 

Un estudio clínico en el que se administró NS por vía oral (400 mg) o 

rectal (200 mg), demostró, actividad similar a diclofenaco en el control del 

dolor oncológico (Corli y col, 1993). 

Estudios in vitro (Özalp y col., 2012) demuestran que la NS tiene un 

efecto inhibidor de la proliferación celular tiempo y concentración 

dependiente como el cisplatino, aunque a concentraciones mas elevadas 

(80 µM vs 200-300 µM) y que el efecto proapoptótico de la NS estaría 

relacionado con la activación de la caspasa-3. Estos hallazgos podrían 

encontrar su justificación en la capacidad de la NS de inhibir de forma 

específica la prostaglandina PGE2. Por el contrario, Liang (Liang y col., 

2009) demostró que la capacidad inhibitoria de la NS sobre la expresión 

superficial del ligando programado de muerte celular-1 (PD-L1) en células 

de cáncer de mama MDA-MB-468 es independiente de la vía COX-2/PGE2. 

Esto sugiere que la NS presenta distintos mecanismos para inhibir el 

https://es.wikipedia.org/wiki/Receptor_de_glutamato
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crecimiento de células cancerosas e inducir su apoptosis, lo que la 

convierte en un fármaco adecuado para el tratamiento de tumores 

localizados, impedir su crecimiento, la aparición de metástasis y promover 

respuestas inmunológicas contra los mismos. 

También mediante estudios in vitro se ha demostrado que la NS 

puede actuar de forma sinérgica con la doxorubicina y el cisplatino, o con 

la terapia fotodinámica en el tratamiento de distintos tipos de cáncer 

(células A549, C26…) algunos de los cuales sobreexpresaban COX-2. 

Estudios in vivo de carcinogenesis inducida por distintos factores químicos 

en modelos animales que utilizan roedores también han mostrado la 

capacidad inhibitoria de la NS sobre el desarrollo del tumor, generalmente 

asociada a la sobreexpresión de la COX-2 en los mismos. Con respecto a 

los mecanismos de acción, además de la inhibición de la secreción de PGE2 

mediada por COX-2, se han citado los efectos proapoptóticos sobre los 

genes Par-4, Bax, receptor superficial celular VEGF, o la expresión de c-Jun 

(Rainsford, 2005). 

Con respecto al cáncer de próstata, Pan (Pan y col., 2003) demostró 

que NS y celecoxib reducen de forma dramática la expresión de genes 

inducibles por andrógenos como el PSA, hK2 y FKBP51 en células LNCaP y 

LAPC-4. Estos resultados sugieren que ambos fármacos muestran un 

potencial terapéutico por sobreexpresión de c-Jun para la prevención y/o 

el tratamiento del cáncer de próstata. Por otra parte, estos autores ponen 

de manifiesto que las concentraciones necesarias de NS en la terapia 

antitumoral deben ser mucho más altas (25 mM) que las necesarias para 

inhibir la actividad de la COX2 (aproximadamente  1 mM o inferiores). Por 

lo tanto, si utilizamos las formulaciones de NS destinadas a la 

administración sistémica disponibles en el mercado para el tratamiento 

del cáncer, este tipo de terapias iría asociado de forma inevitable a la 

aparición de efectos tóxicos inaceptables. 

 

 2.2. Propiedades físicas y químicas 

 La NS, N-(4-Nitro-2-fenoxifenil)metanesulfonamida, es un polvo 

cristalino fotosensible de color amarillo (Kovaíkova, 2003). Presenta un 
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punto de fusión entre 147 y 149°C y un peso molecular de 308,31 Da. 

Tiene un pKa de 6,4-6,8 y es soluble en acetona, cloroformo y acetato de 

etilo. La solubilidad de la NS puede verse modificada con el pH y/o la 

temperatura (tabla 4) (Bernareggi y col., 2005).  

 

Tabla 4.- Datos de solubilidad de la NS en función del solvente y la temperatura (Bernareggi y 

col., 2005). 

 

 

 

Es soluble en disolventes moderadamente polares y su solubilidad 

disminuye con disolventes de mayor polaridad como el metanol (tabla 5).  

 

Tabla 5.- Datos de solubilidad de la NS en función del solvente (Bernareggi y col., 2005). 
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La NS es un fármaco lipófilo, con un coeficiente de reparto octanol-

agua de 1,788. Es un fármaco BCS clase II (baja solubilidad y alta 

permeabilidad). Facino y col., (1993) mostraron que tanto la NS como dos 

de sus principales metabolitos poseen poder antioxidante. 

 La NS se considera un compuesto no higroscópico cuando se expone 

a humedades relativas entre 60-70% (a una temperatura de equilibrio que 

va desde 25°C a 40°C), durante siete días (Amarjit y col., 2001). 

 

 2.3. Farmacocinética 

La NS se absorbe rápidamente en el tracto gastrointestinal. El 

coeficiente de permeabilidad del fármaco a través de la mucosa colónica 

es de 48,04 x 10-6 cm/sec. En base a esto se clasifica a la NS como un 

fármaco altamente permeable. Es previsible que dicho coeficiente de 

permeabilidad se modifique en función del pH del medio dado que su 

coeficiente de partición lo hace de forma que disminuye cuando este 

aumenta (tabla 6). A pH 6 y 7 el porcentaje de NS no ionizada es del 72 y el 

20% respectivamente. 

Tras la administración del fármaco en forma de comprimidos, 

suspensiones o granulados a individuos sanos, se comprobó que no 

existían diferencias estadísticamente significativas entre Cmax, tmax y los 

valores de AUC debido a las propiedades fisicoquímicas del fármaco que 

confieren a la NS una elevada biodisponibilidad similar a una 

administración IV. El 40% de la absorción total de la NS en el tracto 

gastrointestinal se produce en el estómago y en la mitad proximal del 

intestino delgado. 
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Tabla 6.- Variación del coeficiente de permeabilidad de la NS en función del medio (Bernareggi 

y col., 2005). 

 

 

Dicho porcentaje puede parecer elevado teniendo en cuenta el 

breve periodo de tiempo que permanece allí el fármaco en comparación 

con el que pasa en la parte distal del intestino, donde se absorbe 

aproximadamente un 50%. El 10% restante se absorbe en el colon 

ascendente. 

Tras la administración oral de 100 mg de NS a sujetos sanos los 

valores promedio de Cmax (3-4 mg/l) se alcanzan en las 2 primeras horas 

pero los efectos farmacológicos pueden observarse antes que el tmax. Ni 

el tmax ni el AUC (20-35 mg h/l) sufren modificaciones significativas por la 

ingesta simultánea de alimentos. Tampoco existen diferencias entre estas 

cifras cuando se administran 100 mg de fármaco 2 veces al día durante 7 

días consecutivos. El aumento proporcional de Cmax y AUC como 

consecuencia de un aumento de dosis, nos sugiere que la cinética de la NS 

sea lineal hasta una dosis máxima de 100 mg, siendo no lineal para dosis 

más elevadas, probablemente debido al alto porcentaje de unión a 

proteínas plasmáticas del fármaco. La administración oral de dosis 

múltiples de 100 mg (2 veces al día durante 7 días) no modifica las 

propiedades farmacocinéticas de la NS, en las que tampoco influye 

significativamente el sexo del paciente. La única excepción es Cmax y 

tmax, que pueden ser ligeramente menores en las mujeres, lo que sugiere 

una absorción más rápida de la NS en el sector femenino de la población 

estudiada. 

En este sentido, NS muestra un alto porcentaje de unión a proteínas 

plásmaticas, llegando a alcanzar un 97,5%, fundamentalmente a la 
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albúmina sérica, de forma que menos del 3% de la concentración 

plasmática está en forma libre y disponible para distribuirse a los tejidos 

extravasculares. Estudios realizados en ratas macho después de una única 

administración intravenosa de NS demuestran una distribución corporal 

completa alcanzando concentraciones más altas en el tejido graso, hígado, 

riñones, pulmones, glándulas suprarrenales, intestino y corazón entre la 

primera y la cuarta hora después de su administración. Como la mayor 

parte de los AINEs, la NS muestra un bajo volumen de distribución (V/F 

entre 0,18 y 0,39 l/kg), que representa entre un 10 y un 20% del volumen 

corporal total y que sugiere una distribución preferente en el 

compartimento que representa el líquido extracelular. El modelo 

farmacocinético que mejor representa la distribución del fármaco en el 

organismo debido a su rápida distribución es el monocompartimental.  

La NS se metaboliza en su mayoría en el hígado mediante múltiples 

vías, incluyendo el citocromo P-450 (isoenzima 2C9), lo que genera un 

gran número de posibles interacciones con fármacos que utilicen la misma 

vía metabólica. Se han llegado a encontrar hasta 16 metabolitos 

procedentes principalmente de tres vías distintas: la escisión de la 

molécula en el enlace éter, la reducción del grupo NO2 a NH2 y la 

hidroxilación del anillo fenoxi. Se han realizado pruebas farmacológicas 

que demuestran que los metabolitos M1 a M5 poseen actividad 

antiiinflamatoria y analgésica, siendo M1 el que mayor actividad presenta 

en comparación con M2, M3 o M4; mientras que M5 resultó ser 

prácticamente inactivo.  

La figura 3 muestra un esquema con las principales rutas 

metabólicas del fármaco en humanos: 
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                           Figura 3.- Principales metabolitos de la nimesulida. 

 

Después de una dosis de 100 mg de NS por vía oral, la vida media de 

eliminación es próxima a las 4 h (intervalo 1,80-4,73 horas). La eliminación 

de NS se produce principalmente por vía renal después de su 

transformación metabólica. Los metabolitos mayoritarios son el 4-nitro-2-

(4’ hidroxifenoxi)-metano-sulfon-anilida, que es el único metabolito 

detectado en plasma, y el 4-N acetilamino-2-(4’ hidroxifenoxi)-metano-

sulfon-anilida. La excreción de la molécula sin biotransformar en orina y 

heces es despreciable (entre un 6 y un 9%). El aclaramiento total del 

fármaco en el organismo, atribuido casi en su totalidad al aclaramiento 

metabólico, para una dosis de 100 mg varía desde los 31,02 hasta los 

106,16 ml/h/Kg. Los metabolitos de la NS excretados en heces y orina 

reflejan, al menos en parte, la dosis administrada que se absorbe por el 

tracto gastrointestinal y pasa después de la biotransformación hepática a 

la circulación sistémica antes de ser excretado. 
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Estudios realizados en pacientes con insuficiencia hepática grado B 

o C según la escala de Pugh demostraron que la velocidad de eliminación 

de la NS y sus principales metabolitos se reducía significativamente 

mientras que Cmax y AUC se incrementaron con respecto al grupo de 

individuos sanos que se incluyeron en este estudio, por lo que se deduce 

que es necesario realizar un ajuste posológico en este tipo de pacientes. 

Por el contrario, estudios de dosis múltiples y de una única dosis de NS, 

demuestran que los pacientes con insuficiencia renal con un aclaramiento 

de creatinina > 1,6 l/h no requieren ningún ajuste de dosis puesto que el 

fármaco se elimina casi completamente por biotransformación metabólica 

(Bernareggi y col., 2005). 

La edad no resultó ser un factor que causase modificaciones 

clínicamente relevantes en el perfil farmacocinético de la NS. Únicamente, 

tras la administración oral del fármaco a niños de entre 4 y 15 años, los 

valores de Cmax y AUC, después de normalizarse en función del peso 

corporal, fueron considerablemente más bajos que en adultos, lo que 

puede deberse a un mayor aclaramiento sistémico y volumen de 

distribución (debido a una unión a proteínas plasmáticas menor que en 

adultos). En personas de hasta 80 años no se requiere ningún ajuste 

posológico. 

 

2.4. Toxicidad 

 El mayor número de reacciones adversas descritas con NS se refiere 

al ámbito cutáneo y gastrointestinal. Con respecto a algunos AINEs los 

problemas gastrointestinales son considerablemente menores, aunque la 

hepatotoxicidad aumenta. Las reacciones adversas de tipo renal, 

cardiovascular y cutáneas de tipo grave ocurren con menor frecuencia 

(tabla 7) (Bjarnason y col., 2005). 
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Tabla 7.- Principales efectos adversos producidos por NS. 

 

En 2002 se sometió a la NS a un procedimiento artículo 31 tras la 

suspensión de la autorización de comercialización en Finlandia, y 

posteriormente en España, al detectarse los primeros casos de 

hepatotoxicidad que requirieron transplante hepático (Subongkot y col., 

2003). En enero de 2012 la Agencia Europea del Medicamento (EMA) 

publicó un documento (European Medicines Agency, 2012) que establece 

la eficacia clínica del fármaco para uso sistémico en tratamientos a corto 

plazo, aunque no se establecen ventajas respecto al uso de otros AINEs. El 

Comité de Medicamentos de Uso Humano (CMH) constató que los 

estudios de eficacia de la NS para el alivio del dolor agudo, demostraron 

que, en esos casos, era comparable a otros analgésicos AINEs tales como 

el diclofenaco, el ibuprofeno y el naproxeno. La EMA concluye en su 

informe que la NS muestra un cociente beneficio-riesgo positivo en el 

tratamiento a corto plazo (menos de 15 días) de patologías agudas como 

el dolor agudo y la dismenorrea. Sin embargo, la información disponible 

sobre el uso prolongado del fármaco indica que dicho cociente no es 
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favorable para el tratamiento crónico sintomático de la osteoartritis 

(Brater y col., 2001).  

En el año 2015 se publicó un estudio sobre la adecuación del uso de 

la NS en pacientes con dolor inflamatorio en nueve países (Bulgaria, 

República Checa, Grecia, Hungría, Italia, Polonia, Portugal, Rumanía y 

Eslovaquia). En la mayoría de los casos, las prescripciones de la NS no 

excedieron la dosis diaria recomendada de 200 mg (administrado como 

100 mg dos veces al día). El número medio de días de tratamiento fue 

siempre menor que 15. En promedio, el 72% de las prescripciones de NS 

eran para el tratamiento sintomático de las enfermedades 

osteoarticulares. La presencia de efectos gastrointestinales (incluyendo 

úlceras) y la insuficiencia hepática fueron las principales razones para que 

los médicos que participaron en este estudio no prescribieran NS, con lo 

que se pudo comprobar cómo las recomendaciones dadas por la EMA en 

2012 se siguen en un elevado porcentaje de los casos estudiados (Franchi 

y col., 2015). 

Estudios (Ward y col., 1988) en pacientes con artritis reumatoide 

que incluían dosis de hasta 800 mg diarios de NS mostraron eficacia en 

cuanto al alivio del dolor pero una elevación considerable de los niveles 

plasmáticos de las enzimas hepáticas. En el año 2002, Balabanova  

(Balabanova y col., 2002) realizó un nuevo ensayo clínico de una duración 

de 12 semanas con dosis menores de fármaco (200-400 mg) en el que se 

demostró una alta eficiencia del mismo con una buena tolerancia puesto 

que solo 8 pacientes describieron efectos secundarios que remitieron al 

terminar el tratamiento. 

En el año 2003, Barskova (Barskova y col., 2003) demostró 

alteraciones de la tasa de sedimentación eritrocítica (ESR) pero los valores 

de ácido úrico, glucosa o enzimas hepáticas se mantuvieron inalterados.  

 

2.5. Datos farmacéuticos 

La NS se ha formulado en diversas formas farmacéuticas. En todas 

ellas se ha prestado una especial atención a incrementar la absorción y 
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minimizar al mismo tiempo el contacto del fármaco con la mucosa gástrica 

para reducir la irritación gastrointestinal mediante su inclusión en 

ciclodextrinas (CD), formulando formas de administración transcutánea o 

parenterales para administración IV o IM (Rainsford, 2005). El mayor 

problema que presenta este fármaco es su baja solubilidad. Por ello, se 

han desarrollado y patentado (Bietti y col., 1991) diversos métodos para 

obtener formulaciones de complejos NS-CD entre las que cabe destacar 

las propuestas por Nalluri (Nalluri y col., 2003) quien utilizó ciclodextrinas 

del tipo α-, β- y γ- para mejorar considerablemente las propiedades de 

disolución y la biodisponibilidad. En la actualidad se encuentra 

comercializada una formulación de NS con CD en países iberoamericanos 

(Nimecox®). 

Las formas disponibles con NS libre a nivel comercial son: 

comprimidos convencionales, recubiertos, solubles o efervescentes, 

cápsulas, gránulos o polvo para suspensión oral en dosis de 50 y 100 mg y 

suspensiones orales al 1, 2 y 5%. En países como Ecuador existen también 

supositorios con 50 y 100 mg de NS (Rainsford, 2005). También en países 

iberoamericanos existe una formulación que incorpora NS micronizada en 

forma de gel al 2-3%. En la actualidad se comercializan medicamentos que 

contienen NS en más de 50 países de todo el mundo, principalmente en 

Europa y Sudamérica. Con respecto a Europa, existe autorización para su 

comercialización bajo prescripción en 17 estados miembros y está 

comercializado en 15 de ellos (Bulgaria, República Checa, Chipre, Francia, 

Grecia, Hungría, Italia, Latvia, Lituania, Malta, Polonia, Portugal, Rumania, 

Eslovaquia y Eslovenia). 

 

2.6. Formulaciones alternativas 

También se han investigado formulaciones líquidas inyectables de 

NS para uso IM que contienen disolventes como dimetilacetamida (DMA), 

benzoato de bencilo, alcohol bencílico y oleato de etilo o formas para uso 

oral que utilizan sales de NS más solubles (lisinato de NS) o excipientes 

solubilizantes como compuestos efervescentes y tensioactivos (tween 80, 

cremophor EL,…), hidrotropizantes (ascorbato, benzoato o salicilato 

http://www.google.co.ug/search?tbo=p&tbm=pts&hl=en&q=ininventor:%22Giuseppe+Bietti%22
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sódico, piperazina, nicotinamida…), codisolventes (etanol, glicerina…) y 

correctores de pH (bicarbonato, sacarinato, benzoatos…) (Rainsford, 

2005).  

De Tommaso patentó una formulación de un aducto de NS con N-

metilglucamina que incrementaba notablemente la solubilidad de la 

misma en agua consiguiendo una rápida disolución y asegurando que los 

pacientes recibieran dosis iguales de fármaco en cada toma. Dicho aducto 

proporcionó una mayor estabilidad y un incremento en la 

biodisponibilidad de la NS, lo que facilitó la elaboración de formulaciones 

para administración parenteral (De Tommaso, 1999). 

La micronización es otra alternativa para incrementar la absorción y 

minimizar la irritación de la mucosa. Monti y Mossi (Monti y Mossi, 1999) 

han patentado una serie de sales de NS con sodio, potasio, calcio, 

magnesio o zinc obtenidas mediante precipitación a baja temperatura o 

mediante secado por congelación o por atomización. 

En cuanto a las formas de liberación modificada de NS para vía oral 

se ha conseguido controlar la liberación de la NS, aumentar su absorción y 

disminuir la irritación GI. Entre ellas cabe destacar micropartículas de 

ácido poliláctico y pellets de polisorbato. Son varios autores los que 

defienden que tanto los sistemas matriciales como los osmóticos 

ayudarían a reducir los inconvenientes relacionados con la lenta disolución 

de la NS ejerciendo al mismo tiempo un control programado sobre su 

velocidad de liberación.  

La incorporación de NS en liposomas liofilizados elaborados con 

colesterol y lecitina hidrogenada y su inclusión en cápsulas de gelatina 

recubiertas con Eudragit permitió también ralentizar la liberación del 

fármaco tras su administración por vía oral. Con respecto a la 

administración percutánea de NS se han estudiado dos alternativas de 

formulación: el empleo de solubilizantes y promotores de la absorción y el 

uso de geles.  

La NS o su sal sódica se puede utilizar en el tratamiento tópico de 

lesiones mucosas para lo que se diseñó una formulación mucoadhesiva 
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con una capa protectora para evitar filtraciones en la cavidad bucal 

(Rainsford, 2005). 

La NS también se ha incorporado en niosomas para mejorar su 

contacto e interacción con la superficie cutánea. En concreto, el empleo 

de tween 80 o Span 20 y colesterol en un gel de Carbopol 934 con 

polipropilen-glicol y glicerina cuadruplicó el efecto alcanzado con un gel de 

NS libre o la formulación en gel disponible en el mercado (Shahiwala y col, 

2002). 

 

3. Nanopartículas (NP) 

 La nanotecnología es la ciencia que estudia el diseño, síntesis, 

manipulación y/o aplicaciones de materiales, aparatos y sistemas 

funcionales de tamaño nanométrico, ya sean naturales o elaborados. Su 

peculiaridad reside en que presentan propiedades físicas, químicas y 

biológicas que difieren de forma importante de las propiedades que 

presentan a escala micro- o macroscópica. Estas características derivan 

principalemente de la gran superficie específica que ofrecen estos 

materiales al reducir considerablemente su tamaño. La nanotecnología 

puede utilizarse para introducir mejoras en campos muy diversos como la 

agricultura, la informática o la biomedicina (Roco, 2003). Dentro de este 

último, el uso de la nanotecnología en farmacia se aplica a la prevención, 

diagnóstico y/o tratamiento de enfermedades, así como a la mejora de la 

salud y funcionamiento del organismo humano. Sus aplicaciones incluirían 

el desarrollo de sistemas de liberación de fármacos o su vectorización, la 

regeneración de tejidos, la fabricación de implantes, la terapia génica, el 

diagnóstico mediante imágenes obtenidas a nivel molecular o la 

fabricación de biosensores (Jain, 2007). La clasificación de los 

nanosistemas más utilizados en nanotecnología farmacéutica se realiza 

según sus componentes y características estructurales, siendo los más 

utilizados los conjugados y micelas poliméricas, liposomas, dendrímeros, 

NP sólidas lipídicas o NP poliméricas (figura 4). 
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Figura 4.- Representación esquemática de varios tipos de nanosistemas empleados en 

nanotecnología farmacéutica (Yhee y col., 2016). 

 

 Las NP son sistemas coloidales muy versátiles de un tamaño inferior 

a 1000 nm, que se pueden obtener utilizando distintos procedimientos y 

materiales. Los métodos de obtención pueden ser clasificados en los de 

polimerización de monómeros y los que emplean polímeros preformados. 

Entre los primeros cabe mencionar la polimerización de una emulsión 

(Bourgeois y col., 1994) o la polimerización interfacial a partir de 

monómeros (Gao y col., 2004). Entre los que emplean polímeros 

preformados (Reis y col., 2006; Lal y col., 2011) están la gelificación iónica, 

nanoprecipitación, emulsión y evaporación del solvente, emulsión 

espontánea y evaporación del solvente (es una versión modificada del 

método anterior), salting-out, uso de fluídos supercríticos (Barichello y 

col., 1999; Yoo y col., 1999; Song y col., 2008; Meziani y col., 2004; Fan y 

col., 2012). 

Las NP ofrecen la posibilidad de incorporar en su interior o 

adsorbidos en su superficie, fármacos hidrofílicos e hidrofóbicos, 

incrementando así su estabilidad y solubilidad, y alterando también su 

permeabilidad. Atendiendo a su estructura, las NP se clasifican en 

nanocápsulas o nanoesferas (figura 5).  
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Figura 5.- Representación esquemática de nanocápsulas y nanoesferas. 

 

Las nanocápsulas son sistemas de tipo reservorio constituídos por 

un núcleo rodeado de una membrana. En este caso el principio activo 

suele encontrarse en el interior, aunque también puede estar adsorbido 

en la superficie de la partícula; en cambio, las nanoesferas son sistemas 

matriciales constituídos por el entrecruzamiento de los componentes de la 

matriz, donde el fármaco puede encontrarse disperso o, como en el caso 

de las nanocápsulas, adsorbido en la superficie (Rocha y col., 2009). 

Desde el punto de vista de su elaboración  (Kumari y col., 2010), se 

han utilizado una amplia gama de materiales, como por ejemplo: lípidos, 

polímeros, monómeros, metales o materiales cerámicos. Entre los más 

utilizados se encuentra el ácido poli-láctico-glicólico (PLGA) por tratarse de 

un polímero muy bien caracterizado, biodegradable, biocompatible y ya 

incorporado en productos farmacéuticos comercializados. Idealmente, 

estos compuestos deben ser no tóxicos, biocompatibles, libres de 

impurezas y fácilmente procesables. Es importante señalar que el 

polímero seleccionado para elaborar las NP puede modificar de manera 

importante las propiedades y estructura de las mismas, y condicionar sus 

posibles aplicaciones e incluso su vía de administración.  

Las NP presentan ventajas frente a otras formulaciones, algunas de 

las cuales resultan muy destacables en terapéutica y diagnóstico. Kumari. 

(Kumari y col., 2010) destacó la reducción de efectos adversos y el control 

de la liberación de fármacos, proteínas u hormonas en el tratamiento  
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farmacológico o en la prevención de enfermedades entre las que destaca 

el cáncer. En este sentido, es importante tener en cuenta que, su 

comportamiento in vitro e in vivo depende de factores como la vía de 

administración y el sustrato biológico con el que interactúa, la 

concentración de NP en la formulación, la carga superficial y su densidad, 

el peso molecular o el tipo de polímero, su biodegradabilidad, el tamaño 

de partícula, o la presencia de moléculas de funcionalización superficial. 

Por ello, para conseguir el objetivo terapéutico deseado, el perfil de 

liberación o un comportamiento farmacocinético óptimo habrá que 

realizar una adecuada selección de los componentes de la formulación y 

del método de obtención. Por tanto, resulta crítico disponer de técnicas 

de caracterización que permitan determinar las propiedades de las NP a 

fin de predecir su comportamiento.  

Así, Chandrate (Chandrate y Dash, 2015) evaluó la citotoxidad de NP 

sólidas lipídicas y de NP de PLGA sin fármaco sobre 2 líneas celulares de 

cáncer de próstata (DU-145 y DU-145 TXR). Las NP de PLGA no mostraron 

citotoxicidad significativa sobre ninguna de las líneas celulares estudiadas, 

mientras que las NP sólidas lipídicas blancas mostraron una citotoxicidad 

sustancial. Estos resultados contrastan con los obtenidos con otras líneas 

celulares de cáncer de mama o páncreas en las que su efecto citotóxico 

fue mínimo. 

Li  (Li y Huang, 2008) demostró la influencia que pueden tener estos 

parámetros sobre la farmacocinética y biodistribución de los fármacos 

encapsulados si se pretende conseguir una vectorización celular activa y/o 

pasiva tras la administración in vivo de la formulación.  

Los resultados de Alexis (Alexis y col., 2008) muestran que las NP 

mejoran el índice terapéutico y reducen la toxicidad de fármacos 

antineoplásicos, incrementan su solubilidad y estabilidad, e incluso 

permiten conseguir un efecto selectivo sobre determinadas células 

mediante su vectorización.  

Otra de las ventajas que presentan las NP es su capacidad para 

mejorar la internalización celular de fármacos poco solubles y poco 
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permeables, incrementando así su biodisponibilidad y eficacia terapéutica 

(Perera y col., 2009; Rieux y col., 2006).  

La interacción de las NP con las membranas celulares da lugar 

generalmente a su endocitosis (mediada por receptores, pinocitosis o 

fagocitosis) aunque también se han descrito procesos de exocitosis (Vasir 

y Labhasetwar, 2007). Las NP han demostrado su capacidad para evitar el 

efecto de transportadores de secreción en la membrana, como la p-

glicoproteína, que expresan un número importante de células cancerosas 

(Dong y col., 2009).  

Las formulaciones de NP también presentan algún inconveniente 

asociado a las características anteriormente mencionadas: son inestables 

cuando se mantienen como suspensiones acuosas por la contaminación 

microbiana y la agregación, por lo que es habitual su liofilización en 

presencia de los crioprotectores adecuados (Abdelwahed y col., 2006). 

Zimmermann (Zimmermann y col., 2000) recurrió a la liofilización de NP 

sólidas lipídicas destinadas a ser administradas por vía IV para conservar 

su tamaño y estabilidad durante su almacenamiento. Para optimizar el 

proceso de liofilización, se estudió como afectaban parámetros como la 

velocidad de congelación, la concentración del crioprotector, o la 

temperatura empleada durante el proceso a las características finales de 

la formulación reconstituida.  

El proceso de opsonización que sufren las NP (Owens y Peppas, 

2006) en el organismo es otro de los grandes problemas que plantean este 

tipo de formulaciones a la hora ser administradas por vía IV. Los fagocitos 

eliminan de la circulación sanguínea a las NP marcadas previamente por 

las opsoninas. Este proceso ocurre en muchas ocasiones antes incluso de 

que las NP hayan llegado al lugar de acción. Para evitarlo, se puede 

recurrir a la administración intratumoral de las formulaciones, como 

describe Al-Ghananeem (Al-Ghananeem y col., 2009) o al recubrimiento 

por adsorción de polímeros como el polietilenglicol (PEG) (Mishra y col., 

2016; Jokerst y col., 2011; Champion y col., 2008), que consigue 

enmascarar las NP frente al sistema retículo endotelial. 
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3.1. NP y cáncer 

El mayor problema que plantean los tratamientos antitumorales a 

día de hoy es la falta de selectividad celular en cuanto a su actividad 

farmacológica. La nanotecnología ha demostrado ser capaz de limitar el 

efecto de los fármacos antineoplásicos a las células tumorales, reduciendo 

los daños causados en las células sanas y mejorando así el perfil 

farmacológico de dichos principios activos. 

La mayoría de los tumores sólidos poseen características 

fisiopatológicas únicas que no se observan en tejidos u órganos normales. 

La angiogénesis suele ser la causa de una arquitectura vascular 

defectuosa, del deterioro en el drenaje linfático, y del aumento en la 

producción de mediadores que modifican la permeabilidad endotelial. Las 

NP pueden aprovecharse de estas características propias de los tumores 

sólidos para actuar como vehículo farmacológico y conseguir así una 

acción selectiva sobre las células tumorales. El artículo de Cho (Cho y col., 

2008) resume y clasifica, los tipos y características de las NP descritas 

hasta la fecha, revisando las diferentes estrategias que se pueden seguir 

para que estos transportadores sean más eficaces y seguros en terapias 

antitumorales y,  por último,  plantea alternativas para superar las 

limitaciones que tiene la nanotecnología. 

Fonseca (Fonseca y col., 2002) elaboró NP de PLGA con paclitaxel 

para aumentar su citotoxicidad in vitro en células humanas de cáncer de 

pulmón, observando efectos más acusados con tiempos de incubación 

prolongados. Otro principio activo muy empleado en las terapias 

antitumorales es el docetaxel. Este fármaco fue encapsulado en NP 

sintetizadas por el método de nanoprecipitación utilizando un copolímero 

de metoxi-polietilenglicol (MePEG) y PCL (Zheng y col., 2009) cuya cubierta 

exterior hidrofílica facilita su distribución y aumenta su permanencia en el 

torrente sanguíneo, mientras que su núcleo interior proporciona una 

mayor estabilidad al fármaco. Los estudios in vitro en células de 

melanoma B16 mostraron una liberación continua y sostenida de 

docetaxel y una citotoxicidad dependiente del tiempo y la dosis 

administrada. Los estudios in vivo demostraron un mayor efecto 

antitumoral y una reducción  considerable de los efectos adversos con NP 
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frente al fármaco libre. El docetaxel también fue encapsulado por Jaina 

(Jaina y col., 2014) en NP de liberación sostenida de quitosano con un 

tamaño que oscilaba entre los 170 y los 227 nm. Las NP de quitosano se 

adsorben a la superficie celular incrementando la cantidad de fármaco en 

el exterior, generando así un gradiente de concentración que favorece el 

paso de docetaxel al interior de las células tumorales. El proceso de 

endocitosis se incremeta en las células tumorales, lo que produce un 

aumento de la internalización de las NP. Ambos procesos favorecen la 

entrada de fármaco al interior celular y por tanto tienen un efecto 

sinérgico sobre el efecto citotóxico de dicho principio activo, lo que explica 

la diferencia que existe entre su citotoxicidad cuando se administra en su 

forma libre y encapsulado en las NP.  

Brigger (Brigger y col., 2012) describió varios ejemplos de 

formulaciones de NP destinadas a ser administradas por vía IV o 

intratumoral para el tratamiento del melanoma, el cáncer de vejiga o 

mama. Las NP también se aplican en la detección y el diagnóstico de 

tumores actuando como biomarcadores. Dos ejemplos de formulaciones 

de NP comercializadas con un fin diagnóstico son Lumirem® (partículas de 

óxido de hierro revestidas de silicio con un diámetro de 300 nm) y 

Endorem® (nanopartículas de magnetita de 150 nm de diámetro, 

recubiertas con dextrano). Se utilizan como contraste y son, 

respectivamente, utilizados para generar imágenes del tracto 

gastrointestinal y para la detección de enfermedades del hígado y del 

bazo. 

En los últimos años, algunas formulaciones basadas en sistemas 

nanoparticulares han dado lugar a medicamentos registrados para 

aplicaciones oncológicas y otras muchas se encuentran en distintas fases 

de ensayos clínicos con resultados prometedores  (Wang y col., 2013). 

Pillai en 2014 (Pillai, 2014) resumió algunas de las formulaciones 

con NP, liposomas o micelas aprobadas por la FDA para el tratamiento del 

cáncer. Una de ellas es una formulación de doxorrubicina encapsulada en 

liposomas unilamelares recubiertos con PEG, lo que permite que el 

fármaco permanezca más tiempo en el torrente sanguíneo (Barenholz, 

2012). Dichos liposomas tienen un tamaño aproximado de 80-90 nm. Esta 
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formulación está aprobada por la FDA para el tratamiento del cáncer de 

ovario metastásico y el sarcoma de Kaposi y se encuentra comercializada 

bajo los siguientes nombres: Doxil® (Johnson & Johnson, EE.UU, 1995), 

Caelyx® (Janssen-Cilag, Europa), Evacet® (Liposome Company INC.) y  

Lipodox® (Sun Pharma). Myocet® (Enzon Pharmaceuticals) (European 

Medicines Agency) fue aprobado por la FDA en Europa y Canadá en el año 

2000. Es otra formulación de doxorrubicina en liposomas aunque, a 

diferencia de las anteriores, no tiene PEG. Se utiliza como tratamiento de 

primera línea del cáncer de mama metastásico en combinación con 

ciclofosfamida. Gracias a estas formulaciones que limitan la actividad 

farmacológica a las células tumorales, se consigue reducir 

considerablemente uno de los principales y más graves efectos adversos 

de la doxorrubicina: su cardiotoxicidad.  

La daunorrubicina es un antibiótico de la familia de las antraciclinas 

con actividad antineoplásica que también fue encapsulado en liposomas y 

aprobado por la FDA en abril de 1996 para el tratamiento del sarcoma de 

Kaposi asociado al VIH bajo el nombre comercial de DaunoXome® (Gilead 

Sciences) (Forssen, 1997). Los estudios realizados con radiomarcadores 

demostraron una captación selectiva de las células tumorales gracias a 

este tipo de formulación. 

Hasta la fecha, la única formulación de taxanos en NP aprobada por 

la FDA, está comercializada como Abraxane® (Abraxis Bioscience / 

Celgene) (Yardley, 2013) y es una variante del paclitaxel convencional, en 

la cual el fármaco está unido a la albúmina en forma de NP. La albúmina 

participa en la transcitosis caveolar endotelial de componentes 

plasmáticos, y estudios in vitro han demostrado que su presencia favorece 

el transporte del paclitaxel a través de las células endoteliales. Este 

transporte está mediado por el receptor de albúmina gp-60 y resulta en 

una acumulación de paclitaxel en el área tumoral.  Las células tratadas con 

paclitaxel sufren disfunción del ensamblamiento de los microtúbulos, 

segregación cromosómica y división celular. Abraxane® fue aprobado por 

la FDA para el tratamiento del cáncer de mama metastásico (2005), como 

tratamiento de primera línea para el cáncer avanzado de pulmón no 

microcítico (2012) en combinación con carboplatino en pacientes a los que 

https://es.wikipedia.org/wiki/Paclitaxel
https://es.wikipedia.org/wiki/Alb%C3%BAmina
https://es.wikipedia.org/wiki/Nanopart%C3%ADcula
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no se les recomienda recurrir a la cirugía curativa o quimioterapia, y en 

combinación con gemcitabina como primera línea de tratamiento en 

pacientes con adenocarcinoma pancreático en estado metastásico (2013). 

Marqibo® es una formulación de liposomas que contiene sulfato de 

vincristina en una cubierta de colesterol y esfingomielina aprobada en 

2012 para el tratamiento de la leucemia linfoblástica aguda Ph- 

recidivante o refractaria a otros tratamientos (Silverman, 2013.) 

 

3.1.1. NP y cáncer de próstata 

Hay un interés sustancial en el desarrollo de opciones terapéuticas 

basadas en el uso de nanodispositivos para el tratamiento del cáncer de 

próstata así como para la detección precoz de las lesiones precancerosas y 

malignas (Sanna, 2012). 

Su uso pretende superar la falta de especificidad de los agentes 

quimioterapéuticos convencionales. Entre ellas, se han encontrado dos 

tendencias claramente diferenciadas: 

1.- la utilización de NP magnéticas para el tratamiento del tumor 

prostático mediante hipertermia, para lo cual se utilizan NP de ferrita que, 

tras ser inyectadas a nivel prostático intersticial, se someten a campos 

magnéticos alternos, lo que provoca su calentamiento y la muerte de las 

células adyacentes sin llegar a ser tratamientos con una elevada toxicidad 

y que solo modifican ligeramente y de manera puntual la calidad de vida 

del paciente (Johannsen y col., 2005; Johannsen y col., 2007; Johannsen y 

col., 2010; Du y col., 2009; Krishnan y col., 2010); y 

2.- el diseño de formulaciones basadas en NP que contienen 

fármacos antitumorales o combinaciones de ellos. Gryparis (Gryparis y 

col., 2007) demostró recientemente que la administración intravenosa de 

NP de PLGA y PEG cargadas con cisplatino en ratones consiguió prolongar 

su permanencia en la circulación sistémica. La actividad antitumoral in 

vitro de las NP con cisplatino en células LNCaP fue comparable a la del 

fármaco libre. Por otra parte, las NP blancas demostraron tener una 
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citotoxicidad baja, que se incrementó de manera proporcional a la 

relación de PLGA / PEG utilizada para prepararlas. 

El docetaxel es otro de los fármacos utilizados en el tratamiento del 

cáncer de próstata. Su encapsulación en (Sanna y col., 2011) NP de 

copolímeros de ácido poliláctico (PLA) y policaprolactona (PCL) o de PLGA 

y PCL mediante  nanoprecipitación mostró que las NP de PLGA-PCL tenían 

un efecto citotóxico sobre células PC-3 superior al obtenido con fármaco 

libre.  

Cellax® (Li y col., 2012) es el nombre comercial por el que se conoce 

al compuesto que contiene carboximetilcelulosa acetilada (CMC-Ac) unida 

covalentemente a PEG y a un fármaco hidrófobo, como podría ser el 

docetaxel. Hoang (Hoang y col., 2014) realizó estudios in vivo utilizando 

xenotransplantes generados a partir de la inoculación de células PC3 en 

ratones a los que se les administró una única dosis por vía subcutánea de 

Cellax® cargado con docetaxel. Se comprobó que los ratones con dicho 

tratamiento mostraron una reducción del tumor prácticamente del 100%, 

mientras que los ratones tratados con fármaco libre mostraron una 

reducción inicial que se detuvo a los 20 días y permitió que el tumor 

incrementase de nuevo su tamaño. Los efectos adversos provocados por 

el docetaxel se redujeron considerablemente en los ratones tratados con 

la formulación de NP. En un estudio comparativo realizado por Ernsting 

(Ernsting y col., 2012) entre esta formulación y Abraxane®, Cellax®-DTX 

incrementó la exposición sistémica del fármaco y consiguió una captación 

selectiva por el tumor, el hígado y el bazo, a diferencia del fármaco 

aprobado por la FDA. Además, la concentración de docetaxel liberado 

después de 10 días fue muy superior al IC50, mientras que la concentración 

de paclitaxel liberado por Abraxane® a las 24 horas, fue prácticamente 

indetectable. Bteich (Bteich y col., 2016) evaluó la eficacia de una 

formulación de NP con cabazitaxel y Cellax® sobre células LNCaP 

resistentes al tratamiento con docetaxel y sobre células PC3. Los ratones a 

los que se les había inducido un tumor con células LNCaP, tuvieron una 

respuesta parcial al tratamiento con cabazitaxel, con una supervivencia 

media de 61 días mientras que para los tratados con placebo, la 

supervivencia fue de 34 días. Los ratones tratados con las NP mostraron 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hoang%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24853460
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ernsting%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22967490
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una mayor tolerabilidad y una mejora significativa con respecto a los 

anteriores consiguiendo un porcentaje de cura del 70%. Los resultados 

fueron similares en los estudios con células PC3, consiguiendo una 

reducción total del tumor en los ratones tratados con NP mientras que, en 

los tratados con fármaco libre, el volumen del tumor se incrementó a 

partir del día 82. 

Como ya se ha mencionado, Chandrate (Chandrate y Dash, 2015) 

encapsuló paclitaxel y ciclopamina en NP sólidas lípidicas y en NP de PLGA 

evaluando sus efectos antitumorales y citotóxicos en 2 líneas celulares de 

cáncer de próstata (DU-145 y DU-145 TXR). El porcentaje de lisis célular 

obtenido con ambas formulaciones fue superior al conseguido con la 

administración de la combinación de los fármacos en solución, lo que 

demuestra la importancia del efecto farmacológico en NP. 

Además del efecto que se puede conseguir mediante la 

vectorización pasiva, se están diseñando nanotransportadores que 

contienen ligandos específicos para receptores que son constitutivos de la 

membrana celular de células tumorales o que son sobreexpresados en 

éstas, permitiendo de este modo una distribución selectiva, que 

disminuya los posibles efectos secundarios del principio activo sobre las 

células sanas.  

En la actualidad no hay ninguna formulación de NP aprobada por 

autoridades regulatorias para su uso clínico en tumores malignos 

urológicos. Sin embargo, sí existen formulaciones de NP modificadas en 

distintas fases de investigación para dirigir el fármaco específicamente 

hasta las células tumorales en los cánceres urológicos (Haley y Frenkel, 

2008). Por ejemplo, Dhara (Dhara y col., 2008) desarrolló una formulación 

de NP de PLGA y PEG con cisplatino con aptámeros de antígeno prostático 

de membrana (PSMA) en su superficie. Un estudio comparativo realizado 

con PC3 (PSMA-) y LNCaP (PSMA+) mediante microscopía de fluorescencia  

demostró que las NP entraban por endocitosis de manera específica en las 

células PSMA+. Estos resultados coincidían con los que obtuvieron 

Farokhzad y cols. (Farokhzad y col., 2004; Farokhzad y col., 2006; Gu y col., 

2008; Gu y col., 2009) con NP de PLGA–b–PEG–COOH conjugadas con el 

aptámero A10 RNA cargadas con cisplatino. Estudios in vivo empleando 
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estas NP con docetaxel, administradas por inyección intratumoral a 

ratones con tumores LNCaP implantados a nivel dorsal, mostraron que las 

partículas conjugadas con el aptámero, redujeron considerablemente el 

tamaño del tumor aumentando la eficacia terapéutica 3 veces respecto a 

la obtenida con el fármaco libre. Hasta la fecha esta es la única 

formulación con NP poliméricas que ha superado con éxito los estudios 

preclínicos de la fase I para el tratamiento de tumores urológicos. 

Actualmente esta formulación se encuentra en la fase II y se está 

evaluando su eficacia y seguridad (Hrkach y col., 2012; Autio y col., 2016). 

Se ha constatado que la sobreexpresion del PSMA favorece la 

captación de folato para conseguir una división celular rápida, lo que 

algunos autores han aprovechado para el diseño de sistemas 

nanoparticulares como el formado por 3([N-(N',N'-dimetilaminoetano)-

carbamoil] colesterol en los que se incorporó el complejo DSPE-PEG-folato 

y DNA plasmídico (nanoplex). Los estudios in vitro en células LNCaP 

sugieren que estas partículas podrían ser buenos vectores específicos para 

la terapia génica (Hattori y col., 2004). Otro de los ligandos que más se 

emplean en el diseño de estas nuevas NP es la transferrina ya que su 

receptor correspondiente se encuentra sobreexpresado en muchos tipos 

de cáncer. Sanjeeb (Sanjeeb y col., 2004) demostró que las NP con 

paclitaxel tenían una actividad antitumoral sobre células PC3 mayor que 

las mismas NP que no incorporaban dicho ligando en su superficie.  

Deeken (Deeken y col., 2013) desarrolló estudios de fase I (dosis 

máxima tolerada, respuesta clínica, toxicidad y farmacocinética) con una 

formulación para administración IV de docetaxel incorporado en 

liposomas. 

También se han realizado estudios de fase II con la formulación 

Abraxane® (Shepard y col., 2009), anteriormente mencionada, con la 

finalidad de emplearlo en el tratamiento de tumores de origen urológico. 

Este estudio se realizó en pacientes sometidos a prostatectomía radical, si 

bien sus resultados son similares a los alcanzados con paclitaxel libre. 
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3.2. NP y NS 

Considerando las propiedades farmacológicas de la NS, sus 

propiedades físicoquímicas y las ventajas que ofrecen los sistemas 

nanoparticulares, algunos autores han desarrollado y evaluado su 

incorporación en estos sistemas. 

Pushpendra (Pushpendra y col., 2009) obtuvo una liberación 

sostenida de la NS en NP sólidas lipídicas en comparación con el fármaco 

libre. Raffin (Raffin y col., 2012) obtuvo efectos farmacológicos 

modificados empleando NP sólidas lipídicas elaboradas con manteca de 

karité. También con NP sólidas lipídicas, Bondi (Bondi y col., 2008) han 

mostrado un incremento en el potencial terapéutico oncológico del 

fármaco gracias al perfil de liberación obtenido. 

Dashora (Dashora y col., 2007) estudió el efecto que tenían las 

condiciones de preparación (proporción de polímero: fármaco, velocidad y 

tiempo de agitación, etc.) de micropartículas de etilcelulosa sobre su 

morfología y sobre la liberación de la NS. Del mismo modo, Sengel-Turk 

(Sengel-Turk y col., 2014), Ravikumara (Ravikumaray col., 2009) y Krishna 

(Krishna y Amareshwar, 2013) estudiaron también la importancia del 

porcentaje de tensioactivo empleado y la proporción fármaco:polímero 

sobre la eficiencia de la encapsulación, el tamaño de partícula, el índice de 

polidispersidad y la carga superficial de las NP cargadas con NS. 

Freitas (Freitas y Marchetti, 2005) desarrolló una formulación de NS 

encapsulada en micropartículas (MP) biodegradables de PLA para 

administración parenteral. En su estudio se caracterizan las MP con 

respecto a capacidad de encapsulación, tamaño de partícula, eficiencia, 

morfología, perfil de liberación y propiedades cinéticas. Los resultados 

indican que podría ser una formulación adecuada si se busca administrar 

la NS por vía IM. 

Khan y cols (Khan y col., 2010; Khan y col., 2010; Khan y col., 2011; 

Khan y col., 2010) han desarrollado y optimizado formulaciones de NS en 

MP de hidroxipropilmetilcelulosa o etilcelulosa con la finalidad de 

controlar su liberación.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ravikumara%20NR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19386664
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Gülsün (Gülsün y col., 2013) elaboró y caracterizó formulaciones de 

nanocristales de NS con pluronic F127 observando un incremento de la 

solubilidad del fármaco. También se describe el hecho de que la NS sea un 

fármaco altamente permeable.  

Debuigne y col., (2000) desarrollaron y caracterizaron dos 

formulaciones de NP de NS a partir de 2 sistemas de microemulsiones 

distintos: uno compuesto por E170 / miristato de isopropilo / agua / n-

butanol y otro, por E170 / miristato de isopropilo / agua / isopropanol. En 

ambos casos el tamaño fue independiente de la concentración de 

fármaco, de la relación del factor R: [agua] / [E170] y del uso de n-butanol 

o isopropanol. Las NP se formaron de manera instantánea y se 

mantuvieron estables durante varios meses. 

Por tanto, no existen trabajos que evalúen la aplicación de las 

formulaciones nanoparticulares de NS en cáncer de próstata. 
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II. Objetivos 

Como se ha descrito anteriormente, una buena parte de los trabajos 

que evalúan la eficacia antitumoral de las NP in vitro lo hacen empleando 

cultivos celulares en los que las partículas están en contacto directo con 

las células. Sin embargo, para que esta situación se produzca in vivo es 

necesario que éstas alcancen la diana celular tras atravesar barreras 

biológicas diversas dependiendo de la vía de administración. Así, es 

frecuente encontrar artículos en los que los autores optan por una 

administración intratumoral en tumores implantados en el dorso de 

animales inmunodeprimidos, una situación que con frecuencia es 

diferente de la que se produciría en la práctica clínica, en la que los 

tratamientos se administran por vía sistémica para el tratamiento de 

tumores distantes de la zona de administración, lo que conlleva una 

distribución poco selectiva.  

La localización selectiva del medicamento en el tejido canceroso y 

más concretamente en aquellas zonas de éste que presenten la lesión 

tisular supondría una gran ventaja al disminuir la exposición al fármaco de 

aquellas áreas sanas del organismo. Esto se puede lograr mediante la 

administración intraarterial de la formulación o mediante una inyección 

intratumoral. En este sentido, existe la posibilidad de realizar una 

administración intratumoral en condiciones similares a las que se 

emplearían en el ámbito clínico para tratar tumores de órganos accesibles 

desde la superficie cutánea, como la próstata o la mama. En el primer 

caso, esta aproximación es una de las opciones en el tratamiento del 

cáncer de próstata mediante braquiterapia. Por tanto, la tecnología y 

procedimientos asociados al tratamiento del cáncer de próstata mediante 

braquiterapia resultarían totalmente aplicables y adaptables a la 

administración de formulaciones de liberación controlada de NS 

destinadas a estar en contacto con el tejido tumoral. 

Asimismo, resulta también deseable que estas formulaciones 

controlen la liberación del principio activo dando lugar a un 

comportamiento farmacocinético reproducible que proporcione niveles 

de fármaco constantes en la biofase.  
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El diseño de formulaciones capaces de controlar la liberación y 

vectorizar fármacos ha sido el objeto de numerosos estudios. La mayor 

parte de ellos combinan varias estrategias para conseguirlo como la 

utilización de materiales poliméricos que reaccionan ante cambios del pH 

o de fuerza iónica, polímeros biodegradables por los sistemas enzimáticos 

del organismo, moléculas que actúan en un sistema ligando-receptor o 

antígeno-anticuerpo, etc. Con respecto a la forma farmacéutica, se han 

utilizado tanto sistemas monolíticos (cápsulas, comprimidos o implantes) 

como sistemas multiparticulares (pellets, micro y nanopartículas). Sin 

embargo, conseguir una interacción selectiva del sistema con las lesiones 

del tejido prostático mediante una administración con técnicas de 

braquiterapia parece más factible si se incorpora el fármaco en sistemas 

transportadores multiparticulares del tipo NP y MP al tratarse de sistemas 

farmacéuticos muy versátiles en cuanto a aplicaciones y vías de 

administración. Una de las ventajas de estos sistemas es la posibilidad de 

administrarlos por vía parenteral. Además, si lo que se pretende es una 

internalización del sistema que transporta el fármaco por parte de la 

célula tumoral para incrementar aún más la concentración de fármaco a 

nivel citoplasmático es más conveniente seleccionar transportadores de 

tamaño más pequeño, como las NP e incluso añadir ligandos específicos 

dirigidos a receptores de superficie. 

Por tanto, la finalidad de este trabajo es evaluar el potencial 

terapéutico de la NS para el tratamiento coadyuvante y prevención del 

cáncer de próstata como modelo de cáncer epitelial, mediante su 

incorporación en sistemas transportadores poliméricos del tipo NP, 

elaboradas a partir de polímeros farmacéuticos biocompatibles y 

biodegradables, capaces de actuar como depósito del principio activo y de 

dirigirlo de forma selectiva a nivel de las lesiones inflamatorias, 

premalignas o malignas de la próstata. 

La localización específica de las NP en las regiones de la próstata 

que presenten dichas alteraciones mediante modificación de la superficie 

de las mismas y su administración por vía parenteral perineal, 

proporcionaría elevadas concentraciones intracelulares de fármaco en el 

tejido prostático lesionado. 
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Con ello, podría además conseguirse una prevención de los efectos 

adversos hepáticos y gastrointestinales asociados al fármaco.  

Para conseguir el objetivo propuesto se plantean las siguientes 

etapas experimentales:  

 Desarrollo de un método analítico para determinar NS. 

 Desarrollo y caracterización de las formulaciones de NP con NS. 

 Evaluación del efecto de las NP sobre la permeabilidad del fármaco 

mediante la utilización de un modelo de membrana. 

 Evaluación de la citotoxicidad de la NS in vitro mediante cultivos 

celulares (células PC3 y DU-145). 

 Evaluación de la captación de las NP in vitro en cultivos celulares 

(células PC3 y DU-145). 

 Evaluación farmacocinética de la NS tras inyección intravenosa e 

intraprostática en ratas albinas. 
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III. Materiales y métodos. 

 

1. Materiales. 

La NS y el alcohol polivinílico (PVA, Pm 30000-70000) se obtuvieron 

de Sigma-Aldrich. El ácido poli-láctico-glicólico (PLGA RG-504, Resomer, 

Pm 45000) se obtuvo de Boehringer Ingelheim. Los crioprotectores 

empleados (sacarosa, glucosa anhidra y trehalosa dihidratada) durante el 

proceso de liofilización, el ácido fosfotúngstico que se utilizó en la tinción 

negativa para las muestras que se observaron al microscopio electrónico 

de transmisión, y tanto el quitosano de alto como el de bajo peso 

molecular se obtuvieron de Fluka Chemie. El hialuronato sódico se 

adquirió en Fagron y la lecitina de soja que se utilizó para formar las 

membranas de los estudios de permeabilidad, en MP Biomedicals. Los 

disolventes empleados fueron agua ultrapura obtenida de un equipo 

milliQ, diclorometano, dodecano, ácido clorhídrico, etanol 96% y PEG 300 

de Panreac y ácido acético, dimetilsulfóxido, metanol y acetonitrilo calidad 

HPLC de Scharlau. De este mismo laboratorio se obtuvieron el bromuro 

potásico utilizado en la elaboración de las pastillas para el análisis por 

espectrofotometría de infrarrojos y el hidrogenofosfato de sodio, 

dihidrogenofosfato de potasio y el cloruro sódico (Panreac) empleados 

para preparar el tampón PBS pH 7,4 (según Farmacopea Española). El 

yoduro de potasio se adquirió en Guinama mientras que el ácido bórico y 

el yodo molecular o diyodo necesarios para la valoración del PVA residual 

de las NP se obtuvo en Quimipur. 

De todos los materiales empleados merecen una breve descripción 

aquellos que dan lugar a la estructura y características de las NP.  

 

1.1  Acido poli-láctico-glicólico (RG-504) 

El ácido poli-láctico-glicólico (PLGA) se obtiene por co-

polimerización del ácido poliláctico (PLA) y ácido poliglicólico (PGA). La 

proporción de ambos monómeros modifica la cristalinidad del producto. 

Como norma general cuanto mayor es la proporción de poli (ácido 

glicólico) (PGA), mayor es la velocidad de degradación, con una excepción: 
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la proporción 50:50 es la que presenta una mayor velocidad de 

degradación (http://www. sigmaaldrich.com).  

          

      Figura 6.- Estructura del PLGA. 

 

El PLGA es un polímero amorfo sintético biodegradable. Se utiliza en 

tecnología farmacéutica (Danhier y col., 2012) por su seguridad y baja 

toxicidad con la finalidad de encapsular fármacos y modular su liberación. 

Se degrada en el organismo por reacciones de hidrólisis que dan lugar a 

compuestos no tóxicos que se eliminan por vías de excreción fisiológicas.  

Su peso molecular oscila entre los 38000 y los 54000 Da y su 

densidad es de 0,45-0,60 dl/g. Además de la composición y el peso 

molecular, la temperatura necesaria para alcanzar el estado vítreo (rígido 

y frágil) de estos biopolímeros, conocida como temperatura de transición 

vítrea (Tg), es una propiedad muy importante que se ha de tener en 

cuenta en la preparación de las partículas y es esencial para la evaluación 

de la estabilidad morfológica, propiedades de difusión y velocidad de 

biodegradación. La Tg tiene relación directa con el peso molecular del 

biopolímero. La presencia de humedad o solventes orgánicos residuales 

en estos sistemas puede alterar la Tg en varios grados centígrados y llegar 

a un valor cercano a la temperatura corporal, lo cual podría afectar la 

velocidad de degradación de las NP y por consiguiente al perfil de 

liberación del fármaco encapsulado en ellas. Lo más habitual será 

encontrar una temperatura de transición vítrea en el análisis calorimétrico 

del PLGA de entre 46 y 50 °C.     
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1.2 Quitosano 

El quitosano (CS) es un copolímero formado por unidades de 2-

acetamido-2-desoxi-β-Dglucosa y 2-amino-2-desoxi-β-D-glucosa unidas 

por enlaces β-(1→4). Se obtiene de la quitina, uno de los biopolímeros 

más abundantes de la naturaleza junto con la celulosa, que forma parte de 

la estructura de soporte de numerosos organismos vivos, tales como 

artrópodos (crustáceos e insectos), moluscos y hongos. La obtención del 

CS a partir de quitina se realiza por desacetilación de la misma. El peso 

molecular del CS se expresa como una media de los pesos de las moléculas 

presentes en la muestra. Las dos formas más comunes de expresar el peso 

molecular son: Mw, que es peso molecular promedio en peso 

(normalmente más empleado) y Mn, que es peso molecular promedio en 

número. 

 

 

Figura 7.- Estructura del quitosano. 

 

El CS se ha utilizado ampliamente en la investigación y desarrollo de 

sistemas potencialmente innovadores para la liberación de fármacos 

(Krishna y col., 2010) e ingeniería de tejidos y comercialmente en la 

fabricación de parches cicatrizantes. Más del 50% del número total de 

solicitudes de patentes registradas en 2006 que reivindican el uso de este 

biopolímero como una parte sustancial de la invención, están relacionadas 

con la liberación de fármacos, ingeniería de tejidos y cicatrización de 

heridas. 

Desde el punto de vista fisicoquímico, el CS es un biopolímero 

hidrosoluble que puede formar películas, hidrogeles, micro y NP en 

condiciones y medio ácido suave.  
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El CS se ha utilizado en la investigación farmacéutica centrada en el 

desarrollo de vehículos nanoparticulares innovadores. En este sentido, son 

de destacar en estos sistemas tanto la capacidad para proteger 

macromoléculas bioactivas frente a la degradación, como la habilidad para 

transportarlas a través de las barreras de las mucosas. 

Además del empleo del CS en la obtención de NP como material 

matricial, una alternativa es su incorporación en superficie, bien de forma 

aislada o junto a otros oligo y polisacáridos como ciclodextrinas, alginato, 

ácido hialurónico o glucomanano. La base racional para la incorporación 

de dichos componentes en las NP es la de mejorar la interacción con 

barreras mucosas y por tanto, incrementar la biodisponibilidad de 

macromoléculas terapéuticas al administrarlas por vía transmucosa 

(Goycoolea y col., 2009). Este tipo de recubrimiento puede realizarse por 

simple interacción electrostática entre polímeros con carga negativa como 

el PLGA, y el CS, que está cargado positivamente (Guo y Gemeinhart, 

2008).  

 

1.3 Ácido hialurónico 

El ácido hialurónico (HA) es un aminopolisacárido que existe en la 

matriz extracelular de los tejidos conectivos de animales vertebrados. El 

HA tradicionalmente se extrae del humor vítreo de bovinos, de la cresta 

de gallos o de cordones umbilicales. El mismo polisacárido se produce 

actualmente a gran escala a partir de las bacterias Streptococcus 

zooepidermicus y Streptococcus equi, por lo que su precio ha disminuido 

notablemente. 

 

 

         Figura 8.- Estructura ácido hialurónico. 
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La estructura química del HA se define como un heteropolisacárido 

lineal copolimérico tipo AB constituido por unidades de ácido D-

glucurónico unidas por enlaces β(1—>4) y por residuos 2-acetamido-2-

deoxi-β-Dglucosa enlazadas de acuerdo a un patrón β(1—>3). 

Desde un punto de vista biofarmacéutico, el principal interés que 

despierta este polisacárido se centra en sus propiedades bio y 

mucoadhesivas, y de forma más específica, debido a la afinidad que existe 

entre los receptores celulares CD44 y el HA (Knudson y col., 2002). 

El CS y el HA han sido asociados conjuntamente en NP híbridas co-

gelificadas con el propósito de mejorar las propiedades para el transporte 

de macromoléculas. 

La figura 9 muestra un esquema de la modificación superficial de las 

NP como consecuencia de la interacción electrostática de los polímeros 

descritos según la tecnología layer by layer deposition (Ai y col., 2003). 

Existe la posibilidad de utilizar más de dos componentes y seguir 

añadiendo capas con una única condición: alternar adecuadamente los 

compuestos con carga positiva y negativa. 

 

 

Figura 9.- Nanopartículas elaboradas mediante la tecnología layer by layer deposition. 
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2. Métodos 

 

2.1.  Validación del método analítico 

 

2.1.1. Análisis de la NS por espectrofotometría UV-visible. 

La determinación cuantitativa de la NS se llevó a cabo mediante 

espectrofotometría UV-Vis (Shimadzu UV-PC2101). Para ello se determinó 

el máximo de absorción de una solución de NS (5 µg/ml) en una mezcla de 

acetonitrilo:agua (50:50) y en una mezcla de acetonitrilo: tampón PBS pH 

7,4 (50:50). En el primer caso se observa un máximo a 230 nm, sin 

embargo, cuando se sustituye el agua por PBS se observa un cambio que 

desplaza la señal característica hasta los 402 nm. Se han obtenido curvas 

de calibrado con estas dos mezclas disolventes para la determinación de la 

encapsulación tras la preparación de las NP y para evaluar su 

comportamiento en condiciones fisiológicas simuladas de pH 7,4. 

La concentración de fármaco en cada muestra se calculó utilizando 

la ecuación de la recta obtenida a partir de una batería de patrones 

externos de concentración variable, desde 1 hasta 25 µg/ml.  

 Especificidad 

Para evaluar la especificidad del método analítico se analizaron 

muestras placebo de NP obtenidas según el protocolo de elaboración de la 

formulación. La señal obtenida se tuvo en cuenta a la hora de calcular la 

concentración de NS presente en las formulaciones con fármaco. 

 

 Exactitud 

Para determinar la exactitud del método analítico se prepararon por 

triplicado soluciones de fármaco con las 2 mezclas disolventes 

mencionadas (acetonitrilo:agua y acetonitrilo:PBS) a 3 concentraciones: 1, 

5 y 25 µg/ml. El contenido de NS en dichas muestras se expresó como 

porcentaje recuperado respecto al contenido teórico. El porcentaje de 

recuperación deberá estar entre un 98 y un 102%, lo que correspondería 

con un error relativo de ±2. 
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 Precisión intermedia 

La precisión intermedia o precisión intra-laboratorio se ha estimado a 

partir de 5 patrones, con concentraciones de 1, 2, 5, 10 y 25 µg/ml para 

evaluar la precisión del método frente a variaciones internas del 

laboratorio (analista, día, instrumento, etc.). Para ello, se han utilizado 2 

espectrofotómetros (Shimadzu UV-PC2101 y Thermo Spectronic Helios 

Gamma 110-240 V) y se ha utilizado el coeficiente de variación como 

referencia para comprobar la precisión intermedia del método analítico 

(Fernández, 2012). 

 

 Linealidad  

Para evaluar la linealidad, se prepararon un mínimo de 3 series 

utilizando las dos mezclas disolventes anteriormente mencionadas. Las 

concentraciones de NS empleadas como patrones de calibración fueron: 1, 

2, 5, 10 y 25 µg/ml.  

El análisis de los resultados se llevó a cabo mediante el programa 

informático Statgraphics Centurion aplicando el análisis de la varianza de 

un factor (ANOVA). 

 

 Determinación de los límites de detección y cuantificación 

De los distintos métodos para establecer el límite de detección se ha 

optado por calcular la cantidad promedio de analito que proporciona una 

señal igual a la señal del blanco (Yn) más tres veces la desviación estándar 

del blanco (Sn), siendo “n” el número de veces que se repite la medida: 

 

 

Con respecto al límite de cuantificación, se ha procedido a calcular 

la cantidad promedio de analito que proporciona una señal igual a la señal 

n n 
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del blanco (Yn) más diez veces, en este caso, la desviación estándar del 

blanco (Sn). 

 

                                    

 

2.1.2. Análisis de la NS por HPLC 

Como alternativa a la espectrofotometría, se utilizó la técnica de 

HPLC para valorar y cuantificar la NS en el estudio de permeabilidad-

disolución realizado con fármaco libre en disolución, debido a que las 

concentraciones de fármaco fueron inferiores al límite de cuantificación 

de la técnica espectrofotométrica. 

Este método ha sido desarrollado y validado en un trabajo realizado 

anteriormente (datos sin publicar) y por ello, en este trabajo, solo se 

comprobó la linealidad del método utilizando 3 curvas de calibrado a 

partir de 3 soluciones madre patrón con concentraciones de: 0,1; 0,25; 

0,5; 1 y 1,5 µg/ml. El equipo utilizado fue un Agilent 1090 y las condiciones 

en las que se realizó el análisis por HPLC fueron: 

 Fase estacionaria: se eligió como fase estacionaria una columna de 

fase reversa C18, con partículas de relleno de 5 µm de diámetro y 

dimensiones de 150x4,6 mm (Kromasil®). 

 Volumen de inyección: 20 µl. 

 Temperatura: 40°C. 

 Fase móvil: se ha utilizado una fase móvil compuesta por 

agua:acetonitrilo:metanol (50:30:20). 

 Flujo: 1ml/min. 

 Longitud de onda de análisis: 230 nm. 
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2.2. Elaboración de las formulaciones. 

 NP de ácido poli-láctico-glicólico (NP) 

Las NP han sido elaboradas a partir de PLGA por un método de 

evaporación del disolvente. 

Se disolvieron 100 mg de PLGA en 2 ml de diclorometano junto con 

10 mg de NS. Esta fase orgánica se dispersa en 10 ml de una disolución de 

PVA al 0,25 o al 1% mediante una sonda de ultrasonidos (Braun) a una 

potencia de 250 W durante 5 minutos. Posteriormente, se eliminó el 

disolvente orgánico residual en un rotavapor (Heidolph) a temperatura 

ambiente y se centrifugó el volumen acuoso restante a 8000 o 12000 g 

dependiendo de la concentración del tensioactivo, respectivamente, a    

20° C durante 15 minutos. Tras la retirada del sobrenadante que contiene 

el tensioactivo se resuspendieron los pellets de NP en el mismo volumen 

de agua milliQ utilizando la sonda de ultrasonidos a 250 W en modo 

intermitente cada 0,5 segundos a lo largo de 1 minuto, aproximadamente. 

Como formulaciones control se prepararon, NP placebo siguiendo el 

mismo esquema experimental pero omitiendo la adición de la NS y 

suspensiones del fármaco al no introducir el PLGA en la fase orgánica. 

 

 NP de PLGA recubiertas con quitosano (NPCS y NPCSlmw) 

Las NP recubiertas con CS de alto (NPCS) y bajo peso molecular 

(NPCSlmw) se elaboraron de forma similar pero, tras la centrifugación 

inicial para eliminar el exceso de PVA, los pellets de NP se redispersaron 

en una disolución acuosa del correspondiente CS al 0,1% en una disolución 

de ácido acético al 0,5%. Tras una incubación de 15 minutos a 37° C en un 

baño de agitación, se eliminó el exceso de CS mediante centrifugación 

durante 15 minutos a 20° C y diferentes velocidades según el peso 

molecular del CS (tabla 8). Los pellets de NP se resuspendieron finalmente 

en agua milliQ para obtener las formulaciones finales. Como control se 

prepararon, NP placebo siguiendo el mismo esquema experimental sin NS 

y suspensiones del fármaco al no introducir el PLGA. 
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 NP de PLGA recubiertas con quitosano y ácido hialurónico 

(NPCSHA) 

 Para recubrir con HA las NP de PLGA previamente recubiertas con 

CS (alto peso molecular), se utilizó una solución del polímero al 0,05% en 

una fase acuosa de pH=5. De forma similar a lo descrito para CS, el exceso 

de HA no adsorbido se eliminó mediante centrifugación (tabla 8) y 

posterior resuspensión en agua. 

 

Tabla 8.- Velocidades de centrifugación (g) para el aislamiento de las NP. 

Formulación %PVA 

  0,25 1 

NP 8000 12000 
NPCS 12000 20000 
NPCSlmw 8000 15000 
NPCSHA 10000 18000 

NPCSlmwHA 10000 18000 

 

Como controles se prepararon, al igual que en los dos casos 

anteriores, NP placebo siguiendo el mismo esquema experimental pero 

sin NS, y suspensiones del fármaco con los recubrimientos de CS y HA. 

 Durante el proceso de elaboración de las distintas formulaciones de 

NP se toman muestras para observarlas al microscopio óptico y 

comprobar que en ellas no existe fármaco no encapsulado en forma de 

cristales. 

A continuación se muestra un esquema (figura 10) que sirve como 

resumen del método de elaboración de las formulaciones definitivas de 

NP y de las condiciones en las que se prepararon. 

 



 

51 
 

 

Figura 10.- Esquema del método seguido para elaborar las NP. 

 

Las condiciones de elaboración descritas son el resultado de una 

serie de ensayos preliminares en los que se evaluó la influencia de 

modificar los siguientes factores: 

 Sustitución de PLGA por policaprolactona (PCL) 

 Variación de la cantidad de NS incorporada en la preparación: 5 y 10 

mg de fármaco. 

 Concentración del tensioactivo utilizado: se ensayaron también  

concentraciones de 0,1 y 0,5% PVA. 

 Modificación de las revoluciones a las que se realizaban los procesos 

de centrifugación según la concentración de PVA y el polisacárido 

utilizado en cada recubrimiento para conseguir sedimentar las 

partículas y al mismo tiempo evitar la agregación entre las mismas 

durante el proceso de resuspensión. 
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 Presencia de NaCl en la fase acuosa de la emulsión. Se añadieron 

500 mg en el caso de las formulaciones elaboradas con 1% de PVA y 

100 mg en las formulaciones que contenían PVA al 0,25% para 

comprobar si de esta forma podía incrementarse la eficacia de 

encapsulación del fármaco en las NP. 

 

2.3. Caracterización de NP 

2.3.1. Tamaño de partícula 

El tamaño de partícula ha sido evaluado con un equipo analizador 

Microtrac (Leeds & Northrup) que consta de dos bancos ópticos que 

abarcan conjuntamente un rango entre 3 nm y 700 µm.  

Las medidas se realizaron con volúmenes de muestra entre 100 y 

200 µl de partículas dispersos en 5 ml de agua milliQ a fin de obtener un 

rango óptimo de dispersión de la luz. 

Los valores de span o índice de polidispersión de cada una de las 

distribuciones obtenidas se han calculado a partir de la siguiente ecuación: 

 

donde D0,1, D0,5 y D0,9 son los diámetros de partícula determinados 

correspondientes al percentil 10, 50 y 90, respectivamente. 

Un valor elevado de span indica una distribución heterogénea de 

tamaños. Se considera que una población de NP es monodispersa cuando 

se obtienen valores de span próximos a 1. 

 

2.3.2. Determinación de la carga superficial (Potencial Zeta) 

La carga superficial de las NP en suspensión se determinó mediante 

el cálculo del potencial zeta. El potencial zeta es un parámetro 

fundamental que controla la interacción de las partículas en suspensión. 
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Este potencial viene determinado, principalmente, por la naturaleza de la 

superficie de las partículas y el medio de dispersión.  

Su medida en las NP se realizó en un equipo Zetasizer Nano ZS 

(Malvern Instruments), que relaciona su movilidad electroforética y el 

potencial zeta. Las muestras se midieron por triplicado y se prepararon 

mediante dilución de 100 µl de la suspensión original con agua milliQ en la 

celda de medida del equipo hasta un nivel de señal necesario para realizar 

la determinación con fiabilidad.  

 

2.3.3. Morfología (SEM y TEM) 

 Microscopio electrónico de barrido (SEM) 

El estudio morfológico de las distintas formulaciones de NP 

desarrolladas se llevó a cabo en un microscopio electrónico de barrido 

(SEM, Philips XL-20).  

Para la observación se procedió a realizar una extensión sobre un 

soporte de aluminio mediante frotis. Una vez que las muestras se secaron 

a Tª ambiente (24h) se recubrieron en un evaporador catódico (Polaron) 

con oro coloidal en unas condiciones que garantizan un recubrimiento de 

50 nm de espesor. 

 

 Microscopio electrónico de transmisión (TEM) 

El microscopio electrónico de transmisión (TEM) se empleó para 

analizar de forma más precisa la estructura que presentan las NP tras una 

tinción negativa con un metal pesado. 

Para la tinción, se depositó una gota de la formulación de NP sobre 

un rejilla de cobre recubierta con una membrana Formvar. Tras 1 minuto 

se retiró el exceso de líquido con papel de filtro y se añadió una gota de 

una solución de ácido fosfotúngstico (PTA) al 2%. El exceso de esta 

solución se retira del mismo modo tras 10 segundos en contacto con las 

NP. Por último y antes de observar las muestras con el TEM (JEOL JEM-
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2000 FX), se dejan secar durante al menos 24 horas a temperatura 

ambiente (Silva y col., 2016). 

 

2.3.4. Cálculo del PVA residual 

Para calcular la cantidad de PVA que permanecía asociada a las NP, 

se utilizó un método colorimétrico basado en la formación de un complejo 

de color entre dos grupos hidroxilo adyacentes en la estructura del PVA y 

una molécula de yodo (Sahoo y col., 2002). A 100 µl de NP se añadieron 2 

ml de NaOH 1 M. Tras incubación en estufa a 60° C durante 15 minutos se 

neutralizó la muestra con 1,5 ml de HCl 1 N. El pH final debe ajustarse a un 

valor de 5-6 y después, añadir a cada muestra 3 ml de una solución de 

ácido bórico 0,6 M, 0,5 ml de una solución de I2 / KI y agua milliQ hasta un 

volumen final de 10 ml. Finalmente, se midió la absorbancia de las 

muestras a 680 nm en el equipo Thermo Spectronic Helios Gamma, para 

lo que hubo que construir previamente la correspondiente recta de 

calibrado en un rango de concentraciones que fueron desde los 250 hasta 

los  2000µg/ml. 

 

2.3.5. Determinación del rendimiento del proceso y eficacia de 

encapsulación 

El rendimiento del proceso de elaboración de las NP se determinó a 

partir del peso de los residuos secos (PRs) obtenidos tras centrifugar 500 

µl de suspensión de NP durante 15 minutos a 20° C y a las revoluciones 

que se han especificado anteriormente para cada formulación (tabla 8), 

según la siguiente ecuación: 

FNSPLGA VQQ

PRs
Rto

/5,0*

100*
%  

donde QPLGA y QNS son las cantidades de polímero y fármaco, 

respectivamente utilizadas en la elaboración de las NP y VF representa el 

volumen final de la formulación. 
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El grado de encapsulación de fármaco en las NP (%) se determinó 

utilizando el método espectrofotométrico validado anteriormente para 

calcular las cantidades de fármaco presentes en las suspensiones de NP 

(QSUSP) y las presentes en el sobrenadante (QSTE) tras su centrifugación 

durante 15 minutos a 20 °C a las revoluciones que se han especificado 

anteriormente para cada formulación (tabla 8): 

)/(100*1% STESUSPSUSP QQQcaptado  

Para la determinación del contenido de principio activo de las NP 

cargadas con NS a 100 µl de las NP se añaden, en primer lugar, 2 ml de 

acetonitrilo para romper la estructura del sistema polimérico y a 

continuación, se diluye y agita la muestra con 1,9 ml de agua milliQ. La 

absorbancia de esta mezcla se mide mediante espectrofotometría UV-

visible y se calcula la concentración de fármaco presente utilizando la 

recta de calibrado obtenida a 230 nm utilizando como divolvente 

acetonitrilo:agua (50:50). 

Del mismo modo se determinó la cantidad de NS no encapsulada en 

las NP utilizando la misma técnica espectrofotométrica y la misma recta 

de calibrado aplicada a los sobrenadantes. A 1 ml del sobrenadante se le 

añadieron 2 ml de acetonitrilo y posteriormente, 1 ml de agua milliQ. Si la 

muestra presentaba turbidez después de agitarse en el agitador de tubos, 

como ocurrió con las NP preparadas con un 1% de PVA, se centrifuga 

durante 15 minutos a 20000 g y 20° C. 

La resuspensión de las NP puede suponer una pérdida en el 

porcentaje de fármaco encapsulado. Para valorarlo se calcula el 

porcentaje captado final a partir de las cantidades de fármaco presentes 

en las suspensiones de la NP (QSUSP) y las halladas en el sobrenadante 

obtenido en la preparación del residuo seco (QSTE RS): 

SUSPRSSTESUSP QQQcaptado /100*)(2%  

El porcentaje de fármaco recuperado se calculó con la cantidad de 

NS presente en las suspensiones de NP y la hallada en los sobrenadantes 

correspondientes a dichas suspensiones con respecto a la cantidad de 

fármaco añadida inicialmente (QT): 
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TSTESUSP Q/*)QQ(cuperaciónRe% 100  

 

2.3.6. Proceso de liofilización 

Uno de los principales problemas que presentan las NP es su 

inestabilidad física (formación de agregados entre las partículas) y química 

(degradación de los componentes que forman las partículas o pérdida de 

fármaco encapsulado). La liofilización es un proceso muy utilizado para 

incrementar la estabilidad de soluciones y suspensiones. Es frecuente 

añadir agentes crioprotectores durante el proceso de liofilización.  

El proceso de liofilización se ha llevado a cabo en un equipo Virtis 

Unitop 400 SL, USA en dos etapas:  

 desecación primaria: las muestras previamente congeladas en 

nitrógeno líquido (-196° C) se introducen en la cámara del 

liofilizador a  -40° C y una presión de 4x10-5 atm durante 24 

horas. 

 desecación secundaria: Se aumentó la temperatura de la cámara 

hasta 15° C durante 48 horas y a 30° C durante las siguientes 24 

horas. 

Se estudió el uso de distintos agentes crioprotectores como 

trehalosa, glucosa y sacarosa a concentraciones de 1 y 5%. Se valoró 

también el efecto del proceso de liofilización sobre las formulaciones 

estudiadas sin crioprotector. Los crioprotectores ensayados se añadieron 

directamente a la suspensión de NP antes de la congelación con nitrógeno 

líquido. Los liofilizados se resuspendieron en agua milliQ por agitación 

manual suave. 

Por otro lado, se estudió la congelación utilizando nitrógeno líquido 

y almacenando dichas muestras en un arcón a -80° C como procedimiento 

de estabilización alternativo. Estas NP se descongelaron a temperatura 

ambiente y, en los casos en los que fue necesario, se utilizó la sonda de 

ultrasonidos para conseguir una suspensión sin agregados. 
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Tras cada proceso, las formulaciones se compararon con sus 

formulaciones de origen desde el punto de vista de presencia de 

agregados, porcentaje de NS captado por las NP, tamaño de partícula, y 

presencia o no de efecto Tyndall. 

 

2.3.7. Grado de cristalinidad e interacciones fármaco-excipiente. 

Estudios calorimétricos (DSC). 

Los estudios de DSC se han llevado a cabo en un equipo Mettler 

DSC-30, TA 4000 calorimeter (Mettler-Toledo) utilizando Indio como 

patrón de calibración. Se utilizaron muestras de aproximadamente 5 mg, 

que en el caso de las NP correspondían a los sedimentos obtenidos tras 

centrifugación a 20000 g de 500 µl de la suspensión. Una vez secos, los 

residuos se dispusieron en cápsulas de aluminio con dos orificios en la 

cubierta. El estudio se realizó a una velocidad de calentamiento de 5 °C 

por minuto entre 20 y 300 °C manteniendo una corriente de N2 en el 

interior del dispositivo. 

 

2.3.8. Análisis mediante espectroscopía de infrarrojos por 

transformada de Fourier (FTIR) 

La espectroscopía infrarroja se utiliza para la identificación (análisis 

cualitativo) de los distintos componentes presentes en una muestra y de 

sus potenciales interacciones (Berthomieu y Hienerwadel, 2009).  

En este estudio se obtuvieron los espectros de absorción de la NS, 

PLGA, PVA, CS, HA y de las distintas formulaciones de NP elaboradas. Para 

ello se utilizó un equipo Perkin Elmer 2200 Spectrometer y las muestras se 

prepararon con una mezcla de la materia prima o formulación 

correspondiente y KBr en una proporción 1:10. Las medidas se realizaron 

en un intervalo de longitud de  onda de 400-4000 cm-1 y una resolución de 

4 cm-1. El detector se purgó cuidadosamente con helio para incrementar el 

nivel de la señal emitida con cada muestra y reducir la humedad. 
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2.4. Estudios de liberación in vitro 

Para obtener información sobre el mecanismo de liberación de la NS 

encapsulada en las formulaciones de NP, se han realizado varios estudios 

in vitro complementarios entre sí, con la finalidad de contrastarlos con 

aquellos obtenidos en los estudios de cultivos celulares in vitro y 

farmacocinéticos in vivo.  

 

2.4.1. Liberación inmediata 

En los ensayos de liberación inmediata se disponen en tubos 

eppendorf volúmenes variables de las suspensiones de NP (10, 100, 500 

µl) con tampón fosfato pH 7,4 o agua milliQ como medios de dilución para 

obtener un volumen final de 1 ml. Inmediatamente después se procede a 

la centrifugación de las muestras a 20000 g durante 15 minutos y se 

determinan las concentraciones de fármaco en el sobrenadante mediante 

espectrofotometría a 402 nm o 230 nm, respectivamente. Se establece así 

la capacidad que las NP tienen para retener la NS frente a la dilución. 

 

2.4.2. Liberación en función del tiempo 

En estos estudios se puso en contacto la formulación con un medio 

acuoso (PBS pH 7,4) y se evaluó en condiciones sink (20 µl de cada 

formulación en 1,5 ml de PBS pH 7,4) la cinética de liberación de la NS a 

37° C. Se prepararon por triplicado 5 muestras iguales para analizar la 

cantidad de fármaco cedida a distintos tiempos (2, 4, 7, 15 y 24 horas). 

Transcurrido el tiempo indicado, las muestras se centrifugan a 20000 g 

durante 15 minutos a 37° C y se valora la NS cedida por 

espectrofotometría a 402 nm. 

 

2.5. Estudios de permeabilidad 

La NS es un fármaco BCS clase II que atraviesa las barreras 

biológicas mediante difusión transcelular. Por tanto, la influencia que su 
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formulación en NP pueda tener sobre su permeabilidad se puede evaluar 

in vitro empleando membranas artificiales. En este sentido, se han llevado 

a cabo estudios con la técnica PAMPA y otros combinando la 

permeabilidad y la liberación del fármaco a partir de las NP. 

 

2.5.1. Ensayo de Permeabilidad con Membranas Artificiales en 

Paralelo (PAMPA) 

Estos estudios se han realizado con el sistema patentado por 

Millipore previamente validado con ketoprofeno (datos no mostrados). El 

compartimento donador tiene un volumen final de 150 µl que contiene 

tampón PBS pH 7,4 como medio de dilución y NS en las distintas 

formulaciones objeto de estudio. La forma libre de la NS utilizada como 

control consistió en una disolución del fármaco en DMSO de forma que la 

concentración final del disolvente en el medio fuera del 5% y la del 

fármaco 100, 200 o 400 µM. Con respecto a las formulaciones de NP se 

han evaluado volúmenes de 7,5, 15 y 25 µl. El compartimento receptor 

está constituido por 300 µl de PBS pH 7,4 en el que, para evitar la 

retrodifusión en los estudios realizados con NS en solución, se añadió 

DMSO en la misma concentración que en el compartimento donador (5%). 

La membrana se formó in situ al adicionar 5 µl de una solución de lecitina 

al 2% en dodecano sobre el soporte microporoso de fluoruro de polivinilo 

que hay en la parte inferior del compartimento donador. El protocolo 

experimental se inicia con la adición del medio receptor, la formación de 

la membrana y finalmente, la adición del producto a ensayar en el 

compartimento donador y ensamblaje del sistema, que se incuba durante 

6 horas a temperatura ambiente; como puede verse en la figura 11. 
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Figura 11.- Detalles del protocolo experimental del sistema PAMPA. 

 

 Las concentraciones de NS en el compartimento receptor se 

determinaron por espectrofotometría a 402 nm. Con los valores de 

absorbancia obtenidos y siguiendo las indicaciones del fabricante del kit 

(www.millipore.com), se calcularon los coeficientes de permeabilidad Pe 

empleando la siguiente ecuación: 

))
C

C
ln((*ClogPlog

NSE

NSR
e 1  

donde C es: 

t*A*)VV(

V*V
C

RD

RD
 

VD y VR son los volúmenes de los compartimentos donador y receptor, 

respectivamente, A el área de difusión y CNSR la concentración de fármaco 

en el compartimento receptor a tiempo t. La concentración en el 

equilibrio CNSE se refiere a la que alcanza la NS cuando se mezclan los 

compartimentos donador y receptor.  

Para determinar el balance de masas al finalizar el experimento, el 

fármaco remanente en el compartimento donador y retenido en la 

membrana fue extraído y analizado mediante las mismas técnicas 

espectrofotométricas descritas anteriormente. 
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En aquellos casos en los que el proceso de extracción producía 

muestras con algo de turbidez, estas se midieron también a 500 nm, en las  

que la absorbancia real de cada una de ellas se obtuvo mediante la 

diferencia AR = A 402nm – AT 500nm (Castanho y col., 1997; Elsayed y Cevc., 

2011). 

 

2.5.2. Ensayo de disolución/permeabilidad 

El sistema PAMPA presenta ciertas limitaciones para predecir la 

permeabilidad real de un fármaco a través de membranas, por lo que, 

para contrastar los resultados obtenidos y basándonos en el modelo 

propuesto por Kataoka y cols. (Kataoka y col., 2011) se diseñó el sistema 

que aparece esquematizado en la figura 12 con el que se pretende 

estudiar la influencia que puede tener el proceso de liberación del 

fármaco encapsulado en las NP sobre la permeabilidad del mismo a través 

de una membrana como la utilizada en el experimento PAMPA. 

Este sistema está compuesto por 2 cámaras, una donadora y otra 

receptora, y una membrana que las separa impregnada con una disolución 

de  lecitina al 2% en dodecano, respetando la misma composición y 

concentración de lípido por cm2 que en PAMPA. El experimento se realizó 

a una temperatura constante de 37° C. Se añadió un volumen de 1,35 ml 

de formulación en el compartimento donador. El volumen del 

compartimento receptor se mantuvo en constante agitación mediante el 

uso de agitadores magnéticos y, para mantener condiciones sink, se 

empleó un reservorio externo de tampón PBS pH 7,4 (volumen total 50 

ml) conectado a la cámara basal de forma que la velocidad de 

recirculación simulara el flujo sanguíneo prostático empleando una bomba 

peristáltica (Gilson). La cantidad del fármaco permeado se determinó a 

partir de alícuotas del reservorio tomadas a diferentes tiempos. Tras cada 

toma de muestra se procedió a reponer el mismo volumen extraído con 

medio de dilución nuevo (300 µl). Para realizar el balance de masas 

correspondiente a cada estudio, al tomar la última muestra, se introdujo 

la membrana dentro de 12 ml de una solución de acetonitrilo y PBS 

(50:50) para extraer y cuantificar la NS retenida en dicha membrana. 
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Este estudio se realizó con las distintas formulaciones de NP y con 

una cantidad equivalente de NS libre para comparar la diferencia de 

comportamiento. La solución de NS libre se preparó utilizando DMSO 

como disolvente pero, debido a la elevada solubilidad del fármaco en 

dicho disolvente y su baja solubilidad acuosa, al diluir el DMSO en tampón 

PBS, se obtuvo un precipitado. Por ello, además de las formulaciones de 

NP, se analizó la disolución/permeabilidad al compartimento receptor del 

sistema, del fármaco no disuelto, que formaría un depósito que iría 

liberando NS de forma progresiva, y la del fármaco en disolución obtenido 

previa centrifugación de la suspensión para eliminar el precipitado 

formado. 

 

 

Figura 12.- Detalles del sistema diseñado para estudiar la disolución/permeabilidad. 

 

Las muestras correspondientes a las formulaciones de NP se 

valoraron mediante la técnica espectrofotométrica descrita 

anteriormente, utilizando la recta de calibrado obtenida con una longitud 

de onda de 402 nm, mientras que las muestras correspondientes a los 

estudios realizados con NS libre se valoraron mediante HPLC. En este 

último caso fue necesario añadir un 0,2% de ácido clorhídrico con 

respecto al volumen total de la muestra antes de inyectar en el HPLC. Para 
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eliminar de las muestras analizadas mediante espectrofotometría la 

interferencia generada por su propia turbidez, al igual que en el estudio 

realizado con el sistema PAMPA se midió la absorbacia a 402 nm y se le 

resto la señal obtenida a 500 nm. 

 

2.6. Estudios de eficacia terapéutica in vitro 

Una vez caracterizadas las formulaciones de NP, se procedió a 

evaluar su comportamiento y eficacia in vitro en cultivos celulares. 

 

2.6.1. Cultivos celulares 

En este trabajo se han utilizado líneas celulares PC-3 y DU-145 

(carcinoma de próstata) para realizar los estudios de viabilidad celular y se 

han incubado las células en presencia de concentraciones crecientes de NS 

libre y encapsulada en NP, NP-CS, NPCSHA y las mismas NP sin fármaco, 

utilizando como controles células no tratadas. El ensayo de viabilidad 

realizado es un ensayo colorimétrico denominado MTT. Dicho 

procedimiento es un método colorimétrico que mide cuantitativamente la 

actividad metabólica de la células viables y que se basa en la capacidad 

que tienen las deshidrogenasas mitocondriales de las células 

metabólicamente activas de reducir la sal de tetrazolio (MTT), de color 

amarillo e hidrofílica, a un compuesto hidrofóbico (formazán), de color 

azul oscuro. Tras la captación del MTT, las células se rompen y se puede 

proceder a la lectura de la absorbancia de cada muestra a 570/630 nm, 

que será directamente proporcional al número de células viables. 

Las células se sembraron en placas de poliestireno de 24 pocillos/1 

ml (Beckton Dickinson) a una densidad de 15000 cel/pocillo. El medio 

empleado en los cultivos celulares fue RPMI 1640 (Invitrogen Ref. 21875) 

suplementado con suero bovino fetal (10%) (Invitrogen Ref. 10499) y una 

mezcla antibiótica de Penicilina/Estreptomicina/Anfotericina B (Invitrogen 

Ref. 15240). Para poder realizar la siembra de células correctamente fue 

necesario levantarlas del flask de mantenimiento añadiendo una mezcla 

Trypsina/EDTA durante un minuto y ajustando la concentración de forma 
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que 1 ml de medio añadido en cada pocillo representase 15000 células 

aproximadamente. Para ello, previamente es necesario cuantificar las 

células vivas. Pasadas 72 horas desde la siembra de células en sus 

correspondientes pocillos, se retiró y renovó el medio de cultivo y se 

adicionaron los diferentes volúmenes de formulaciones a ensayar (10, 20, 

40, 80, 160 µl en el caso de NP cargadas con NS y 20, 40, 80 y 160 µl para 

las NPB). En el caso de NS libre, la adición de fármaco al medio de cultivo 

en concentraciones crecientes (5-400 µM) se realizó en DMSO de forma 

que este alcanzara una concentración del 0,5% v/v. Las lecturas de 

absorbancia se realizaron tras 48 horas de tratamiento mediante el 

siguiente procedimiento: en primer lugar se retira y se renueva el medio 

de cultivo para evitar interferencias causadas por la turbidez que puedan 

generar las NP, después se añade el reactivo MTT a cada pocillo y tres 

horas después se vuelve a retirar el medio para reemplazarlo por DMSO. 

La viabilidad celular se expresa como porcentaje según la siguiente 

ecuación:  

control

muestra

Abs

100*Abs
d%Viabilida  

 

Absmuestra es la absorbancia correspondiente a las células tratadas con NS 

libre o en NP mientras que Abscontrol es la correspondiente a las células sin 

tratamiento (medio de cultivo o DMSO 0,5%).  

 

2.6.2. Captación celular in vitro (microscopía confocal y 

citometría de flujo) 

Para analizar con más detalle el tipo de interacción que existe entre 

las NP y las células de cáncer de próstata estudiadas en el apartado 

anterior, fue necesario recurrir a la microscopía confocal. El objetivo es la 

obtención de imágenes fluorescentes de alta resolución que permitan 

obtener información sobre los mecanismos de interacción de las NP 

marcadas con algún componente fluorescente. 
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 Microscopía confocal 

Para poder realizar los estudios correspondientes a la 

internalización de las NP, se utilizó la 6-cumarina (CUM), un compuesto 

lipofílico y biocompatible, que se incorporó en las NP como marcaje 

fluorescente. La CUM, un polvo cristalino de color rojizo, es el fluorescente 

más utilizado en los marcajes de internalización celular. Una de sus 

ventajas frente a otros compuestos es que, con una baja inclusión en las 

partículas (< 0,5%; p/p) es capaz de presentar una elevada fluorescencia. 

Además, la CUM, por su alta solubilidad lipídica, puede ser extraída de 

células lisadas y de muestras de tejido usando disolventes orgánicos, 

como el metanol o el acetato de etilo con una eficacia de extracción del 

95% (López, 2011) y puede ser fácilmente cuantificada por HPLC o por 

otras técnicas como la espectrofotometría por fluorescencia o la 

fluorimetría (Hroboňova y col., 2012). 

Para obtener las NP cargadas con CUM se preparó una disolución de 

dicho compuesto fluorescente en diclorometano con una concentración 

de 0,4 mg/ml. Para no modificar las características de las partículas 

desarrolladas en este trabajo, el método elegido para su elaboración fue 

el de evaporación del disolvente, en el que se sustituyeron 500 µl del 

diclorometano empleado para preparar la emulsión inicial por el mismo 

volumen de la disolución de CUM previamente preparada. 

Fue necesario elaborar una recta de calibrado para poder 

caracterizar las NP de CUM y para ello se valoraron dos métodos: 

espectrofotometría UV-Visible (461,5 nm) o espectrofotometría por 

fluorescencia (emisión: 504 nm, excitación: 460 nm) (Raikara y col., 2006). 

Para realizar la recta de calibrado mediante espectrofotometría por 

fluorescencia se prepararon varias diluciones, desde 5 ng/ml hasta 25 

ng/ml, utilizando como disolvente una mezcla de H2O: diclorometano: 

acetonitrilo (1:1:8). En el caso de espectrofotometría UV-Visible, se utilizó 

como disolvente la misma mezcla pero las concentraciones seleccionadas 

fueron 1, 2, 3, 4 y 5 µg/ml. 

Se caracterizaron las NP cargadas con CUM en cuanto a captación, 

tamaño de partícula, liberación en función del tiempo o liberación 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1386142505006906
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1386142505006906
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inmediata. Los análisis de fluorescencia han requerido obtener un medio 

disolvente en el que todos los componentes sean solubles. Para la 

determinación de la cantidad de CUM no encapsulada presente en el 

sobrenadante y la captada por las NP, se procede de la siguiente manera: 

a 500 µl de las NP o del sobrenadante se añaden, en primer lugar, 500 µl 

de diclorometano y a continuación, se diluye la muestra con 4 ml de 

acetonitrilo y se mezclan las 2 fases con la ayuda de un agitador tipo 

Vórtex. Para estudiar el porcentaje de CUM liberado en condiciones sink 

se utilizó una dilución 1:10 (NP:PBS). Pasadas 24 y 48 horas se 

centrifugaron las muestras durante 15 minutos a 20000 g hasta obtener el 

sobrenadante del que se toman 500 µl y se diluyen en 4 ml de acetonitrilo. 

Para evitar la separación de fases debida a las sales presentes en el PBS, la 

muestra preparada se centrifugó de nuevo a 20000 g durante 15 minutos. 

Al sobrenadante obtenido se añadieron 500 µl de diclorometano antes de 

medir la fluorescencia de la muestra.  

El resto de estudios realizados para la caracterización de las NP 

cargadas con NS no son necesarios en este caso puesto que para elaborar 

las NP cargadas con CUM no se realizan modificaciones en el método ni en 

las cantidades utilizadas de PVA, PLGA, CS o HA. 

 Para sembrar las células se utilizaron placas de cultivo cuya 

superficie había sido tratada de manera específica para ser usada en el 

microscopio confocal de alta resolución e inmersión. Son placas de 35 x 10 

mm con un área de crecimiento de 9,4 cm2 y un volumen de trabajo de 3 

ml. Se sembraron 50000 células por placa a las que se les añadieron 40 µl 

y 80 µl de NP. Después de 2, 4 y 48 horas, se retiró el medio de cultivo y se 

añadió el marcaje fluorescente (Hoechst) que se utiliza para ver los 

núcleos y mitocondrias por su capacidad para unirse al ADN. Este 

compuesto emite fluorescencia azul/cían con un máximo de emisión 

alrededor de 461 nm. Las células se mantuvieron en contacto con este 

colorante durante 10-15 minutos antes de observarlas al microscopio 

(Leyca TCS SP5) (Chazote, 2010). 
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 Citometría de flujo 

Es una técnica que permite obtener información sobre poblaciones 

celulares a partir de un estudio individualizado de un gran número de 

células (habitualmente entre 5000 y 10000). La suspensión de células en 

solución isotónica se hace pasar a través de un pequeño orificio de modo 

que cuando salen lo hacen una a una formando parte de una corriente 

continua o flujo cilíndrico. Sobre esta corriente de células se hace incidir 

un haz de luz láser, cuya dispersión y reflexión son analizadas en duración 

e intensidad (Maros y Díaz, 2011; http://wwwuser.cnb.csic.es). 

Estos estudios se realizaron con las mismas células después de 

teñirlas con el colorante Hoechst y de observarlas al microscopio confocal. 

Para ello, se retiró el medio y se añadió 1 ml de PBS con la intención de 

eliminar las NP que no hubieran sido captadas por las células y pudieran 

incrementar la señal obtenida en el citómetro. A continuación, se 

sustituyó el PBS por 1 ml de tripsina con lo que se consiguió levantar las 

células adheridas a la placa de cultivo. Después de 5 minutos se retiró la 

tripsina y se añadieron 2 ml de medio. Las células se centrifugaron a 1400 

rpm durante 5 minutos y se desechó el sobrenadante que se sustituyó por 

350 µl de medio de cultivo limpio. A continuación las muestras se 

midieron en el citómetro (Becton Dickinson FACSCalibur) y los resultados 

se trataron con ayuda del programa informático Cyflogic CV 1.2.1. El 

porcentaje de captación de NP se expresa como la media de la 

fluorescencia emitida por todas las partículas captadas por las células 

analizadas por el citómetro. 

 

2.7. Estudios farmacocinéticos 

El estudio se ha realizado en 17 ratas albinas macho (250-500 g) 

proporcionadas por el centro de experimentación animal. El experimento 

ha sido sometido a aprobación por el comité ético de experimentación 

animal con número de protocolo OH-UAH 2017/005/000. 
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El plasma de rata sin fármaco para el desarrollo de la técnica 

analítica se obtuvo por exanguinación aórtica de animales anestesiados 

con halotano. 

 

 Vías de administración y formulaciones 

Los ensayos farmacocinéticos se han llevado a cabo empleando 2 

vías de administración alternativas, la vía intravenosa como vía de 

referencia y la inyección intraprostática con la finalidad de determinar el 

comportamiento de la formulación en está glándula y su potencial para 

retener el fármaco de forma local. 

Se han elaborado varias formulaciones en función de las vías de 

administración seleccionadas de acuerdo con el siguiente esquema: 

 vía intravenosa: se administra la NS en disolución a una concentración 

de 2 mg/ml empleando como vehículo una mezcla de EtOH, PEG 300 y 

NaCl  0,9% en proporciones (0,2:0,54:0,26). 

 

 vía intraprostática: para la administración de las formulaciones de NS 

en el interior de la próstata es necesario considerar que el volumen de 

formulación a administrar está limitado por el volumen de la glándula. 

Por ello, y siguiendo recomendaciones del centro de experimentación 

animal, se ha procedido a obtener formulaciones más concentradas 

que permitieran administraciones de dosis similares a las de las vías de 

referencia en volúmenes inferiores a los 100 µl. Como referencia se 

preparó una disolución de NS en el mismo vehículo empleado para la 

administración intravenosa pero a una concentración de 5 mg/ml y 

sustituyendo el NaCl por PBS pH 7,4. En el caso de administrar la NS en 

NP, se seleccionó la formulación elaborada con 0,25% de PVA en base a 

los resultados obtenidos. Para administrar las formulaciones de NP, 

éstas se concentraron hasta alcanzar concentraciones de fármaco 

próximas a 2mg/ml (1,8-2,4 mg/ml). 

En todos los casos, la dosis administrada fue de 1 mg/kg, si bien, 

debido a las restricciones de volumen de inyección que plantea la 
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administración intraprostática, en algunos casos se produjeron 

desviaciones de la dosis prevista que han sido corregidas normalizando las 

concentraciones plasmáticas medidas para 1mg/kg dada la linealidad 

farmacocinética en este rango de dosis. 

 

 Administración y obtención de las muestras 

Para administrar las distintas formulaciones se procedió mediante 

inyección con una jeringa y aguja (16/5) en la vena yugular (IV) o en la 

próstata a animales anestesiados con halotano. En este último caso, fue 

necesario realizar una intervención quirúrgica en la zona abdominal 

inferior para poder acceder a la glándula. Se administró el volumen de 

dosis en dos alícuotas, una en cada lóbulo ventral, comprobando que no 

se produjeran modificaciones de la morfología externa de la próstata por 

el volumen inyectado antes de proceder a suturar la herida. 

Las muestras de sangre (200 µl) se obtuvieron a partir de la vena 

yugular en los experimentos por vía intravenosa y de la vena de la cola en 

los de administración intraprostática. Previo a la administración de cada 

formulación, se obtuvo una muestra pre-dosis y posteriormente muestras 

a 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 240, 300, 360, 420, 480, 540 y 1440 minutos 

tras la administración. En las administraciones intraprostáticas, los 

tiempos de muestreo se prolongaron hasta las 48 h para comprobar si se 

producía una liberación más lenta y/o una eliminación también 

modificada. 

 

 Desarrollo analítico 

 Condiciones cromatográficas 

El equipo HPLC empleado fue un HP 1050 Series equipado con una 

bomba cuaternaria y un inyector automático. La columna para 

cromatografía en fase reversa fue una Kromasil C18 (5µm; 150x4.6 mm) 

termostatizada a 40ºC de Scharlab (Barcelona, Spain). La fase móvil 

consistió en una mezcla agua:acetonitrilo:metanol en proporciones 
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50:30:20 que se bombeó a 1 ml/min, monitorizando la señal en un 

detector UV-Vis a 230 nm. La integración de los picos de lleva a cabo 

empleando el programa ChemStation Rev A 10.02 [1757]. 

 

 Curva de calibración y patrones 

Se prepararon disoluciones madre de NS 1 mg/ml en metanol. Los 

patrones de calibración y los controles se obtuvieron mediante dilución de 

la solución madre con fase móvil hasta alcanzar concentraciones de 0,025, 

0,05, 0,1, 0,25, 0,5, 1, 2, 5, 10 y 20 µg/ml. Éstos fueron posteriormente 

utilizados para preparar los patrones de concentración en plasma. Para 

ello, se añadieron volúmenes predeterminados de patrones de NS en fase 

móvil a muestras de 0,1 ml de plasma virgen de forma que el volumen 

añadido no superase el 10% del volumen total. Las concentraciones finales 

de NS en plasma fueron 0,025, 0,05, 0,1, 0,5, 1 y 2 µg/ml. Las curvas de 

calibración corresponden a la relación entre áreas de pico y concentración 

de NS. Para cada punto de la curva de calibración se analizaron 5 muestras 

independientes. 

 

 Procesado de las muestras de plasma 

Para el análisis cromatográfico, se tomaron muestras de plasma de 

rata (0,1 ml) en tubos eppendorf y se sometieron a un proceso de 

extracción líquido-líquido con 0,2 ml de diclorometano durante 2 minutos 

mediante agitación manual intensa. Posteriormente, la muestra se 

centrifuga a 5000 rpm durante 10 minutos. La fase orgánica inferior (0,18 

ml) se transfiere a otro tubo eppendorf para su evaporación durante la 

noche y reconstitución en 0,15 ml de fase móvil mediante agitación. 

Finalmente, 0,13 ml se transfieren a viales y se inyectan 0,1 ml en el 

equipo HPLC. 
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 Validación de la técnica analítica 

Se realizó un análisis de regresión lineal de los resultados obtenidos 

con los patrones de NS en fase móvil para determinar la pendiente, la 

ordenada y el coeficiente de determinación de las curvas de calibración. La 

linealidad se estableció estadísticamente mediante ANOVA empleando el 

estadístico F (p<0,05) y los gráficos de residuales para identificar 

desviaciones sistemáticas. La eficacia del proceso de extracción del plasma 

(% recuperación) fue establecida comparando las concentraciones teóricas 

de los patrones de NS en plasma con las calculadas utilizando la curva de 

calibración externa en el mismo rango de calibración (0,025-2 µg/ml). La 

especificidad del método se comprobó tras analizar en cada rata una 

muestra previa a la administración de la dosis para confirmar la ausencia 

de interferencias.  La exactitud se determinó a partir de cuatro muestras 

control ensayadas por quintuplicado. La reproducibilidad inter e intra-día 

se estimó a partir de los patrones de calibración de las 5 curvas analizadas 

y las muestras control analizadas en varios días o en el mismo día.  

 

 Límite de cuantificación 

El límite de cuantificación se ha definido como la concentración más 

baja ensayada en la calibración que proporcione una reproducibilidad y 

exactitud inferiores al 20%. 

 

 Analisis farmacocinético 

El análisis farmacocinético de los datos obtenidos se llevó a cabo 

empleando un modelo no compartimental. Las ecuaciones para calcular 

los diferentes parámetros farmacocinéticos son las habitualmente 

empleadas para dicho modelo de ajuste (Domenech y col, 2001). 
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IV. Resultados y discusión 

1. Validación del método analítico 

1.1. Análisis de la NS por espectrofotometría UV-visible. 

 

 Linealidad  

La figura 13 muestra la recta de calibrado obtenida a 230 nm 

utilizando como disolvente una mezcla acetonitrilo:agua (50:50). 

 

 

           Figura 13.- Recta de calibrado para NS en acetonitrilo:agua (1:1). 

 

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0,05, existe 

una relación estadísticamente significativa entre absorbancia y 

concentración con un nivel de confianza del 95%. 

El estadístico R-Cuadrado indica que el modelo ajustado explica 

99,26% de la variabilidad en Abs.  El coeficiente de correlación es igual a 

0,9963, indicando una relación entre las variables.  El error estándar del 

estimado indica que la desviación estándar de los residuos es 0,027. Este 

valor puede usarse para construir límites de predicción para nuevas 
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observaciones. El error absoluto medio (MAE) de 0,018 es el valor 

promedio de los residuos.  

 

Tabla 9.- Resultados del estudio de linealidad del método espectrofotométrico en 

agua:acetonitrilo (1:1) realizada a 230 nm. 

 

 

La figura 14 muestra la recta de calibrado obtenida a 402 nm 

utilizando como disolvente una mezcla acetonitrilo:tampón PBS pH 7,4 

(50:50). 

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0,05, existe 

una relación estadísticamente significativa entre absorbancia y 

concentración con un nivel de confianza del 95%. 

El estadístico R-Cuadrado indica que el modelo ajustado explica el 

99,84% de la variabilidad en Abs. El coeficiente de correlación es igual a 

0,9992, indicando una relación entre las variables.  El error estándar del 

estimado indica que la desviación estándar de los residuos es 0,013. El 

error absoluto medio (MAE) de 0,010 es el valor promedio de los residuos.  

Coeficientes

Mínimos Cuadrados Estadístico

Parámetro Estimado T Valor-P

Intercepto 0,0118287 1,88547 0,0668

Pendiente 0,0339144 72,4338 0,0000

Análisis de Varianza

Fuente Suma de Cuadrados GI Razón-F Valor-P

Modelo 4,04507 1 5246,66 0,0000

Residuo 0,0300682 39

Total (Corr.) 4,07514 40

R-cuadrada = 99,2622 porciento

Estándar

Error

0,00627364

0,000468213

Cuadrado Medio

4,04507

0,00077098

Regresión Simple - Abs vs. Concentración
Variable dependiente: Abs

Variable independiente: Concentración

Lineal: Y = a + b*X

Coeficiente de Correlación = 0,996304

R-cuadrado (ajustado para g.1) = 99,2432 porciento

Error estándar del est. = 0,0277665

Error absoluto medio = 0,0187149

Estadístico Durbin-Watson = 1,67961 (P=0,1143)

Autocorrelación de residuos en retraso 1 = 0,124725
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  Figura 14.- Recta de calibrado NS en tampón PBS pH 7,4:acetonitrilo (1:1).     

          

Tabla 10.- Resultados del estudio de linealidad de la espectrofotometría realizada a 402 nm.                                                  
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Coeficientes

Mínimos Cuadrados Estadístico

Parámetro Estimado T Valor-P

Intercepto 0,00542914 1,43681 0,1655

Pendiente 0,0385452 117,469 0,0000

Análisis de Varianza

Fuente Suma de Cuadrados GI Razón-F Valor-P

Modelo 2,43853 1 13799,07 0,0000

Residuo 0,00371106 21

Total (Corr.) 2,44225 22

R-cuadrada = 99,848 porciento

Estándar

Error

0,0037786

0,00328129

Cuadrado Medio

2,43853

0,000176717

Regresión Simple - Abs vs. Concentración
Variable dependiente: Abs

Variable independiente: Concentración

Lineal: Y = a + b*X

Coeficiente de Correlación = 0,99924

R-cuadrado (ajustado para g.1) = 99,8408 porciento

Error estándar del est. = 0,0132935

Error absoluto medio = 0,0104507

Estadístico Durbin-Watson = 1,75022 (P=0,2020)

Autocorrelación de residuos en retraso 1 = 0,10352
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 Especificidad 

Las tablas 11 y 12 muestran los valores de absorbancia medidos a 

230 nm obtenidos con las distintas formulaciones de NPB elaboradas 

utilizando un 0,25 y 1% de PVA en las condiciones descritas para valorar la 

captación de NS en las NP.  

 

Tabla 11.- Absorbancia NPB 1% PVA a 230 nm. 

Formulación NPB NPBCS NPBCSlmw NPBCSHA 
media 0,17 0,10 0,11 0,11 

d.e. 0,06 0,07 0,07 0,03 

 

Tabla 12.- Absorbancia NPB 0,25% PVA a 230 nm. 

Formulación NPB NPBCS NPBCSlmw NPBCSHA 
media 0,17 0,05 0,07 0,13 

d.e. 0,04 0,01 0,06 0,03 

 

Los resultados obtenidos indican que algún componente de la 

formulación interfiere con la señal proporcionada por el fármaco por lo 

que estos valores han sido incorporados en las determinaciones analíticas 

de NS realizadas para cada tipo de NP. 

Esto prueba que existen interferencias entre la señal proporcionada 

por el fármaco y la correspondiente al resto de componentes de la 

formulación. Para cada estudio realizado que fuera susceptible de 

modificar sus resultados por dicha interferencia (estudio de captación de 

NS por las NP y estudio de dilución), ésta fue calculada de forma 

experimental (resultados no mostrados en tablas) y tenida en cuenta a la 

hora de presentar los resultados finales. 

 

 Exactitud 

Los resultados referentes al estudio de exactitud se muestran en las 

tablas 13 y 14: 
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Tabla 13.- Porcentaje de recuperación de NS para la recta de calibrado con acetonitrilo:agua 

(50:50) a 230 nm. 

 

 

Tabla 14.- Porcentaje de recuperación de NS para la recta de calibrado con acetonitrilo:PBS 

(50:50) a 402 nm. 

 

 

Como puede apreciarse, en ambos casos, la recuperación media 

obtenida resultó ser superior al 98%, y por ello podemos considerar que 

este método analítico es un método exacto. 

 

 Precisión intermedia 

Para calcular la precisión intermedia se analizaron 3 rectas de calibrado en 

cada equipo utilizado (Shimadzu UV-PC2101: equipo 1 y Thermo 

Spectronic Helios Gamma 110-240 V: equipo 2) y se comprobó que los 

coeficientes de variación obtenidos fuesen en todos los casos menores al 

5%, de esta forma, podemos afirmar que la curva de calibración obtenida 

en nuestros ensayos es adecuada y válida para realizar nuestro trabajo. 

 

 

 

 

Conc. Teórica % recuperación d.e. C.V.

µg/ml media

1 99,61 9,45 9,49

5 98,75 5,00 5,07

25 99,56 0,76 0,76

Conc. Teórica % recuperación d.e. C.V.

µg/ml media

1 98,27 15,00 15,26

5 98,61 4,71 4,78

25 99,27 0,63 0,64
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Tabla 15.- Resultados del análisis de precisión intermedia obtenidos con el método analítico a 

230 nm utilizando como disolventes una mezcla de acetonitrilo:agua (50:50). 

Conc (µg/ml) Equipo 1 Equipo 2 Media d.e. c.v. 

1 
0,04 0,04 

0,04 0,002 4,76 0,04 0,04 
0,04 0,04 

2 
0,08 0,08 

0,08 0,004 4,77 0,08 0,07 
0,08 0,08 

5 
0,19 0,18 

0,18 0,006 3,50 0,18 0,18 
0,17 0,17 

10 
0,38 0,37 

0,36 0,018 4,96 0,35 0,36 
0,34 0,34 

25 
0,84 0,92 

0,86 0,035 4,09 0,88 0,86 
0,87 0,81 

 

Tabla 16.- Resultados del análisis de precisión intermedia obtenidos con el método analítico a 

402 nm utilizando como disolventes una mezcla de acetonitrilo:PBS (50:50). 

Conc 
(µg/ml) 

Equipo 1 Equipo 2 Media d.e. c.v. 

1 
0,04 0,04 

0,04 0,001 4,94 0,04 0,04 
0,04 0,04 

2 
0,09 0,08 

0,08 0,004 4,95 0,08 0,08 
0,08 0,08 

5 
0,19 0,19 

0,19 0,007 3,69 0,20 0,19 
0,20 0,19 

10 
0,41 0,38 

0,39 0,017 4,37 0,38 0,38 
0,42 0,39 

25 
0,97 0,96 

0,96 0,024 2,53 0,96 0,97 
0,99 0,91 
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 Determinación de los límites de detección y cuantificación 

 Se realizaron 3 medidas del blanco para cada recta de calibrado 

utilizada. Los resultados obtenidos fijaron el límite de detección para las 

rectas de calibrado con acetonitrilo:agua a 230 nm y acetonitrilo:tampón 

PBS a 402 nm en 0,270 µg/ml y en 0,017 µg/ml, respectivamente. Los 

límites de cuantificación correspondientes se establecieron en 0,746 y 

0,295 µg/ml, respectivamente. 

 

1.2. Análisis de la NS por HPLC 

La figura 15 muestra la recta de calibrado obtenida a 230 nm en el 

equipo Agilent 1090 utilizando como fase móvil una mezcla compuesta 

por agua:acetonitrilo:metanol (50:30:20): 

 

 

Figura 15.- Recta de calibrado NS en HPLC a 230 nm. 
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Tabla 17.- Resultados del estudio de linealidad del método HPLC. 

 

Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0,05, existe 

una relación estadísticamente significativa entre área de pico y 

concentración con un nivel de confianza del 95%. 

El estadístico R-Cuadrado indica que el modelo ajustado explica el 

99,64% de la variabilidad del área de pico. El coeficiente de correlación es 

igual a 0,9982, indicando una relación entre las variables. El error estándar 

del estimado indica que la desviación estándar de los residuos es 15,62. El 

error absoluto medio (MAE) de 10,09 es el valor promedio de los residuos.  

 

2. Caracterización de las NP 

La síntesis de las NP se llevó a cabo por el método de emulsión y 

evaporación del disolvente tal y como se ha descrito previamente (sección 

2.2. del apartado III). 

 

 

 

Coeficientes

Mínimos Cuadrados Estadístico

Parámetro Estimado T Valor-P

Intercepto -10,8347 -1,63714 0,1275

Pendiente 462,207 58,186 0,0000

Análisis de Varianza

Fuente Suma de Cuadrados GI Razón-F Valor-P

Modelo 826197, 1 3385,62 0,0000

Residuo 2928,38 12

Total (Corr.) 829126, 13

R-cuadrada = 99,6468 porciento

Estándar

Error

6,61807

7,94361

Cuadrado Medio

826197,

244,032

Regresión Simple - Área vs. Concentración
Variable dependiente: Área

Variable independiente: Concentración

Lineal: Y = a + b*X

Coeficiente de Correlación = 0,998232

R-cuadrado (ajustado para g.1) = 99,6174 porciento

Error estándar del est. = 15,6215

Error absoluto medio = 10,0894

Estadístico Durbin-Watson = 2,25775 (P=0,5761)

Autocorrelación de residuos en retraso 1 = -0,139174
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2.1. Ensayos preliminares 

Las condiciones experimentales empleadas en el desarrollo de las 

formulaciones investigadas en esta memoria han sido seleccionadas tras la 

realización de una serie de ensayos preliminares. A continuación se 

describen de forma breve los resultados más destacables obtenidos en 

cada experimento.  

Con respecto a la concentración de PVA, además de las 

concentraciones 0,25 y 1%, descritas en esta memoria, se evaluó el efecto 

de otras 2 concentraciones, 0,1 y 0,5% sobre las características de las NP 

obtenidas con y sin cubierta de CS. La primera tuvo que ser descartada por 

no ser suficiente para formar la emulsión inicial y la segunda proporcionó 

NP con tamaños intermedios entre los obtenidos con 0,25 y 1%.  Con 

respecto a la encapsulación del fármaco, se observaron valores de 

captación superiores a los obtenidos con 1% de PVA, pero muy similares a 

los que presentan las NP elaboradas con la menor concentración de PVA 

capaz de formar la emulsión inicial. Sin embargo, los rendimientos 

obtenidos eran similares a los alcanzados con 0,25% de PVA. La capacidad 

de las formulaciones elaboradas con 0,5% de PVA para retener la NS en los 

estudios de liberación inmediata fue similar a la obtenida con las 

elaboradas a otras concentraciones de PVA siendo el efecto del 

recubrimiento con CS también de la misma magnitud. 

El hecho de disminuir la cantidad de fármaco empleado para 

elaborar las formulaciones no modificó el tamaño de las NP obtenidas con 

1% de PVA. Sin embargo, la captación inicial se redujo aproximadamente 

en un 7% con respecto a la misma formulación que contenía 10 mg de NS. 

El rendimiento, la captación definitiva y la recuperación no mostraron 

cambios significativos. 

Por el contrario, las revoluciones empleadas en las distintas etapas 

de  centrifugación para sedimentar las NP resultaron tener una gran 

importancia para evitar agregados y obtener formulaciones con un 

tamaño de partícula monopoblacional tras su redispersión. Por ello, las 

revoluciones empleadas para obtener las NP elaboradas con una 
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concentración de PVA del 0,25% son diferentes a las del 1% y también 

difieren las aplicadas a NPCSlmw con respecto a las NPCS. 

Otro factor evaluado fue la presencia de NaCl en la fase externa de 

la emulsión inicial. Los resultados de Dinarvand (Dinarvand y col, 2005) 

con naltrexona, sugerían que la adición de NaCl a la fase acuosa de la 

emulsión podría incrementar la captación inicial de la NS por un efecto de 

salting-out. El NaCl no produjo ni variaciones significativas en el tamaño ni 

en la captación de la NS en NP ni en NPCS elaboradas con 1 y 0,25% de 

PVA. Sin embargo, sí que aumento el rendimiento por un mecanismo no 

conocido. La presencia de NaCl en la fase acuosa de la emulsión inicial dio 

lugar también a un perfil de liberación del fármaco muy similar al de 

aquellas a las que no les añadió ningún electrólito. Se comprueba así que 

el hecho de añadir NaCl no incrementa la captación de NS por las NP ni 

modifica su capacidad de retención. Por todo esto, y al igual que ocurriera 

al estudiar las variaciones en el tamaño de partícula y en los porcentajes 

de captación, se puede decir que las diferencias encontradas al 

caracterizar las NP no son suficientes para justificar la adición de NaCl a las 

formulaciones desarrolladas puesto que su uso no supone ninguna ventaja 

añadida. 

La sustitución del PLGA por otro polímero biodegradable pero 

semicristalino como la PCL, dio lugar a distribuciones de tamaño de 

partícula con varias poblaciones y valores de diámetro mv que superaban 

considerablemente los adecuados para las aplicaciones terapéuticas 

investigadas e esta memoria. En este caso se obtuvo un porcentaje de 

captación inicial ligeramente menor al que presentaban las NP de PLGA 

con 1% de PVA. Dicho porcentaje se redujo en más de un 16% cuando 

comparamos las formulaciones de PCL recubiertas con CS con sus 

equivalentes de PLGA. Al calcular el rendimiento del proceso de 

elaboración de las partículas de PCL observamos que siguió el mismo 

patrón: el porcentaje obtenido con las NPCS de PLGA supera en más de un 

20% al obtenido con las NP de PCL, mientras que con las NP sin 

recubrimiento no se modificaron los resultados obtenidos. Por otro lado, 

los porcentajes de recuperación del fármaco no son diferentes ya que en 

todos los casos fueron elevados. 
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2.2. Tamaño de partícula 
 

La figura 16 ilustra las distribuciones de tamaños de partícula 

obtenidas con las distintas formulaciones de NP con NS elaboradas 

utilizando 1% de PVA. Como se puede comprobar éstas presentan una 

única población de partículas que podrían considerarse monodispersas ya 

que los valores de span obtenidos son próximos a 1 (tablas 18 y 19). Éstas 

recogen también los tamaños medios, percentiles 10, 50, 90 y la 

desviación estándar asociadas a las formulaciones de NP, blancas y con 

NS. 

 

 

Figura 16.- Distribución de tamaños de las NP elaboradas con PVA al 1%. 

 

Tabla 18.- Tamaños de NP elaboradas con 1% PVA (nm) (datos medios y d.e.) 

  mv de 10% 50% 90% Span 

NP 
292 73,7 199,6 278,6 400,6 0,73 

15,9 21,1 16,9 19,2 54,9 0,28 

NPCS 
322,9 88,7 192,2 300,3 438,1 0,78 

45,4 28,5 10 36,7 83,3 0,17 

NPCSlmw 
302,1 82,5 196,2 294,8 413,6 0,73 

38,4 19,8 18,4 25,7 75,1 0,14 

NPCSHA 
291,5 90,7 186 270 426,1 0,89 

11,8 21,7 5,8 14,6 39,3 0,13 
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Tabla 19.- Tamaños de NPB  elaboradas con 1% PVA (nm) (datos medios y d.e.) 

  mv de 10% 50% 90% Span 

NPB 
291,4 123,7 123,8 249,3 445,1 1,33 

22,1 7,8 27,8 53,1 30,6 0,26 

NPBCS 
328,8 136,2 188,3 321,6 566 1,21 

16,5 27,6 3,3 65,4 92,8 0,41 

NPBCSlmw 
308,9 83,7 198,7 294,3 411,1 0,72 

22,9 15,9 16,1 10,9 28,2 0,09 

NPBCSHA 
288,7 83,8 188,9 276,8 404,4 0,78 

8,3 21,1 16,2 1,7 39,2 0,19 

 

Los resultados indican que la incorporación de NS en las NP no 

modifica el tamaño de partícula en ninguna de las formulaciones. Las 

formulaciones recubiertas con CS muestran una tendencia a que el 

tamaño de partícula se incremente como consecuencia del recubrimiento 

de forma que, la cubierta de CS de alto peso molecular podría representar 

entre 30 y 37 nm y la de bajo peso molecular en torno a 10 y 17 nm. Otros 

autores (Guo y col, 2008) han constatado también incrementos en el 

tamaño de partícula como resultado de adsorción superficial de CS en las 

NP. No obstante, estos resultados deben ser interpretados con cautela ya 

que la adición de otro recubrimiento de HA da lugar a partículas con un 

tamaño similar al de partida (NP sin recubrir). Este hecho podría tener 

alguna explicación relacionada con las interacciones electrostáticas que 

tienen lugar en la superficie de las NP entre los polímeros contraiónicos 

pero como se observa en la tabla 20 no existen diferencias 

estadísticamente significativas en las comparaciones realizadas, tanto con 

medias en volumen (mv) como con anchos de la distribución (de). 
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Tabla 20.- Prueba de múltiples rangos (p < 0,05) realizada con  los datos de mv (A) y de (B) 

correspondientes a NP 1% PVA siendo el grupo 1: NP, 2: NPCS, 3: NPCSlmw y 4: NPCSHA. 

A 
   

B 
  Contraste  Diferencia +/-Límites 

 
Contraste  Diferencia +/-Límites 

1-2 -0,03 0,04 

 
1-2 -0,02 0,03 

1-3 -0,01 0,05 

 
1-3 -0,01 0,04 

1-4 0,00 0,05 

 
1-4 -0,02 0,04 

2-3 0,02 0,05 

 
2-3 0,01 0,03 

2-4 0,03 0,05 

 
2-4 0,00 0,03 

3-4 0,01 0,06 

 
3-4 -0,01 0,04 

 

Por otra parte, se comprueba que las formulaciones elaboradas 

utilizando la menor concentración de PVA (0,25%) siguen mostrando 

distribuciones unimodales monodispersas (figura 17), si bien, muestran un 

tamaño de partícula superior (tablas 21 y 22). El aumento promedio del 

tamaño de partícula es próximo a los 120-140 nm para NP o NPCS, 

aumentando hasta los 260 nm cuando se añade HA a la cubierta 

(NPCSHA). El recubrimiento de las NP con CS de alto peso molecular 

incrementa el diámetro entre 13 y 20 nm y el de bajo peso molecular 

entre 4 y 12 nm.  

 

 

Figura 17.- Distribución de tamaños de las NP elaboradas con PVA al 0,25%. 
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Tabla 21.- Tamaños de NP elaboradas con 0,25% PVA (nm) (datos medios y d.e.) 

  mv de 10% 50% 90% Span 

NP 
433 153,1 237,7 382,3 640,1 1,05 

35,4 29 20,7 47,3 63,5 0,2 

NPCS 
454,8 199,6 246 388,4 791,2 1,41 

42 42,9 14,9 30,5 160,1 0,41 

NPCSlmw 
445 203,4 221,9 386 762,7 1,31 

83,3 55,9 35 71,1 161,8 0,12 

NPCSHA 
559,9 285,3 256,3 447,4 1050,5 1,78 

19,1 12,4 10,7 18,4 66 0,1 

 

Tabla 22.- Tamaños de NPB elaboradas con 0,25% PVA (nm) (datos medios y d.e.) 

  mv de 10% 50% 90% Span 

NPB 
417 147,1 239 360,8 720,4 1,34 

22,6 39,8 6 8 144,3 41,2 

NPBCS 
430 147,1 242,2 373,1 664,4 1,13 

6,7 20,5 7,7 9,6 45,7 0,09 

NPBCSlmw 
421,5 169,7 231,9 411,1 660,5 1,04 

17,2 36,8 14,1 19,6 77,8 0,18 

NPBCSHA 
552,3 273,7 269,2 433 1025 1,74 

48,3 44 10,9 17,8 141,6 0,25 

 

Tabla 23.- Prueba de múltiples rangos (p < 0,05) realizada con  los datos de mv (A) y de (B) 

correspondientes a NP 0,25% PVA siendo el grupo 1: NP, 2: NPCS, 3: NPCSlmw y 4: NPCSHA. 

Las celdas marcadas con (*) presentan diferencias estadísticamente significativas. 

A 
   

B 
  Contraste  Diferencia +/-Límites 

 
Contraste  Diferencia +/-Límites 

1-2 -0,02 0,07 

 
1-2 -0,05 0,06 

1-3 -0,01 0,08 

 
1-3 -0,05 0,07 

1-4* -0,13 0,08 

 
1-4* -0,13 0,07 

2-3 0,01 0,07 

 
2-3 0,00 0,07 

2-4* -0,11 0,07 

 
2-4* -0,09 0,07 

3-4* -0,11 0,08 

 
3-4* -0,08 0,08 

 

El análisis estadístico para comparar las mv y de de las NP 

elaboradas con menor concentración de PVA (tabla 23) muestra que 

únicamente existen diferencias estadísticamente significativas entre las 

NPCSHA y el resto de formulaciones. En consecuencia se puede decir que 
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el recubrimiento con HA en la formulación de NP elaboradas con una 

concentración de PVA inicial del 0,25% es el único caso en el que se 

produce un aumento significativo en el tamaño de partícula. Además, al 

realizar el mismo test estadístico con las formulaciones de las tablas 18 y 

21 se observa que es el único grupo de NP diferente al resto de 

formulaciones. Este análisis estadístico, que se presenta en la tabla 24, 

sirve para confirmar la hipótesis de que el hecho de disminuir la cantidad 

de tensioactivo empleada inicialmente para preparar las NP tiene como 

consecuencia un aumento estadísticamente significativo en el tamaño de 

las mismas. 

 

Tabla 24.- Prueba de múltiples rangos (p < 0,05) realizada con la mv correspondiente a las 

formulaciones elaboradas con 1 y 0,25 % de PVA. 

Formulación Media Grupos Homogéneos 

NPCSHA1% 0,291 X 

NPCSlmw1% 0,302 X 

NP1% 0,292 X 

NPCS1% 0,322 X 

NPCSlmw0,25% 0,445      X 

NPCS0,25% 0,454      X 

NP0,25% 0,433      X 

NPCSHA0,25% 0,559           X 

 

El recubrimiento con HA se ha llevado a cabo sólo con las NP 

recubiertas con CS de alto peso molecular. Aunque se comprobó que no 

existía una gran diferencia entre los tamaños obtenidos con las NPCS y las 

NPCSlmw, los resultados obtenidos por Almalik (Almalik y col, 2013) 

demuestran que la porosidad de las NP variaba en función del peso 

molecular del CS y que como consecuencia también se modificaba la 

adsorción del HA en la superficie de las NP. Así, las NP elaboradas con CS 

de alto peso molecular presentan una estructura menos compacta que 

cuando se emplea un polímero más fragmentado, lo que facilitaría una 

interacción y penetración del HA. Como ya se ha dicho, es importante 

destacar la reducción de entre 32 y 40 nm obtenida en el tamaño de las 

NPCSHA con respecto a NPCS cuando se utiliza 1% PVA. Estos autores 

describen que el HA puede llegar a interaccionar de manera tan intensa 
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con el CS como para que las NP recubiertas presenten un tamaño menor 

que las de origen. 

Por otra parte, el PVA residual presente en la superficie de las NP 

también podría condicionar la capacidad de penetración e interacción del 

HA en la cubierta de quitosano. 

 

2.3. Determinación de la carga superficial (Potencial Zeta) 
 

El potencial zeta de las NP está relacionado con la carga eléctrica 

superficial de las mismas y su valor influye en muchas de las propiedades 

fisicoquímicas características de estas formulaciones como pueden ser su 

estabilidad o las interacciones con electrolitos.  

En la tabla 25 se recogen los valores de potencial zeta para las NP 

estudiadas. Aquellas sin recubrimiento muestran una carga superficial 

negativa, tal y como se ha descrito en la bibliografía para el PLGA. Sin 

embargo, la incorporación de la cubierta de CS invierte el signo del 

potencial zeta hasta valores de 55 y 33 mV en el caso de las NPCS y NPBCS, 

respectivamente,  formuladas con un 1% de PVA. Cuando se redujo la 

concentración de PVA al 0,25% los valores fueron de 44 y 49, 

respectivamente, por ser CS un polímero catiónico. Cuando el 

recubrimiento se realiza con CSlmw el potencial zeta alcanza valores de 26 

y 37 mV para las NP con 1% de PVA y 26 y 39 mV en el caso de las NP con 

0,25% de PVA, respectivamente. Del mismo modo, la adición del HA sobre 

las NP recubiertas con CS, independientemente de la presencia de NS,  

invierte nuevamente la carga superficial de éstas llegando incluso a 

valores inferiores a los de las NP de partida. 

Los cambios en los valores de potencial zeta demuestran la 

adsorción superficial de los polímeros empleados en el recubrimiento de 

las NP. Sahoo (Sahoo y col, 2002) comprobó que la capa de PVA que 

recubre las NP de PLGA puede modificar la adhesión mediante interacción 

electrostática de otras moléculas a su superficie, afectando a la inversión 

del signo del potencial zeta de las NP tras su recubrimiento. Ello confirma 

el hecho de que el PVA residual supondría un impedimento a la hora de 
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recubrir las NP mediante interacciones electrostáticas generando una 

mayor variabilidad en las cubiertas conseguidas. 

 

Tabla 25.- Potencial zeta de NP (datos medios y d.e.) 
 
 

  Potencial Z (mV) 

PVA 1% PVA 0,25% PVA 

NP 
-10,73 -30,1 

0,38 0,55 

NPCS 
54,8 44,7 

0,96 0,67 

NPCSlmw 
26 26,8 

0,61 0,96 

NPCSHA 
-49,97 -32,13 

0,4 0,4 

NPB 
-14,6 -19,8 

0,17 1,28 

NPBCS 
33,3 49,33 

1,27 4,26 

NPBCSlmw 
36,97 39,8 

0,62 1,14 

NPBCSHA 
-28,2 -38,43 

0,5 0,96 

 

 

2.3. Morfología (SEM y TEM) 

 Microscopio electrónico de barrido (SEM) 

La figura 18 muestra el aspecto de la NS al SEM. Se observa una 

estructura cristalina acicular con un ancho de 15-20 µm y longitudes 

variables no inferiores a los 50 µm. Por ello, su encapsulación en NP 

sugiere la selección de un método de elaboración que implique la 

disolución del principio activo en una fase orgánica como el 

diclorometano.  
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Figura 18.- Microfotografía SEM de NS 

 

En la figura 19 se muestran los cristales de NS obtenidos tras el 

proceso de preparación de las NP en ausencia del polímero. Como se ha 

comentado se obtienen suspensiones del fármaco en las que se observa el 

efecto de la aplicación de ultrasonidos y la recristalización en el medio 

acuoso. En este caso la longitud de los cristales no supera los 20 µm. Los 

cristales de NS obtenidos en presencia de CS y HA fueron similares a los 

que se muestran en la figura 19. 

 

 

Figura 19.- Microfotografía SEM de las suspensiones de NS obtenidas aplicando el protocolo de 

obtención de las NP.  
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En relación con la morfología de las NP, todas demostraron tener 

forma esférica y compacta, sin poros visibles en su superficie. 

La figura 20A muestra una fotografía de NP con NS elaboradas con 

una solución de PVA al 1%. En ella se puede constatar que el tamaño de 

partícula coincide con los datos obtenidos mediante la técnica de 

dispersión de luz láser. No se observan partículas con diámetro superior a 

0,5 µm, ni tampoco cristales de fármaco sin encapsular que pudieran 

falsear los cálculos de grado de encapsulación de la NS. 

 

 

Figura 20.- Microfotografía SEM de NP (A), NPCS (B) y NPCSHA (C) 1% PVA con NS. 

 

Las figuras 20 (B y C) y 21 (A, B y C) también muestran imágenes de 

NPCS, NPCSHA, NPB, NPBCS y NPBCSHA, todas ellas elaboradas con una 

solución de PVA al 1%. Es importante destacar la similitud en cuanto al 

aspecto general y a la distribución de tamaños entre ellas y las que 

aparecen en la figura 20A. Por tanto, se puede decir que el método 

utilizado en la elaboración de las NP conduce a la obtención de partículas 

esféricas y de superficie aparentemente lisa. Sin embargo, es destacable 

que las NP y NPB muestran mayor número de partículas individualizadas 

(figuras 20A y 21A) frente a la tendencia de las NP con cubierta, que 

tienen a unirse entre sí durante el proceso de desecación de la muestra, lo 

que dificulta su observación individualizada. Este efecto puede estar 

favorecido por el residuo de PVA que queda asociado a la superficie de las 

NP y de los polisacáridos de recubrimiento empleados que forman una 

A B C 
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película que engloba a las NP en su interior. Como puede verse en las 

figuras 20C y 21C, la unión entre las partículas se ve incrementada al 

recubrirlas con HA (Almalik y col, 2013). 

 

 

Figura 21.- Microfotografía SEM de NPB (A), NPBCS (B) y NPBCSHA (C) 1% PVA. 

 

En las figuras 22 (A, B y C) que muestran las NP elaboradas con una 

menor concentración de tensioactivo, se puede observar cómo las 

partículas no parecen estar englobadas dentro de la película que forma el 

PVA residual junto con los polisacáridos de recubrimiento y cómo la 

presencia de dicha película se ha reducido considerablemente y en 

algunos casos, incluso se ha llegado a eliminar.  

 

 

Figura 22.- Microfotografía SEM de NPB (A), NPBCS (B) y NPBCSHA (C) 0,25% PVA. 

 

B A C 

B A C 
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Figura 23.- Microfotografía SEM de NP (A), NPCS (B) y NPCSHA (C) 0,25% PVA con NS. 

 

 Microscopio electrónico de transmisión (TEM) 

En la figura 24 se muestra una microfotografía TEM de las NP 

elaboradas con menor concentración de PVA. Como se puede observar las 

NP siguen mostrando tendencia a la agregación por la técnica de 

preparación de la muestra y los fenómenos de superficie que afectan a 

suspensiones con una elevada concentración de la fase interna y un 

pequeño tamaño. Las NP tienden a superponerse en distintos planos si 

bien se observan esferas con tamaños similares a los determinados por 

difracción láser (400-500 nm). 

 

          

Figura 24.- Microfotografía TEM de NP 0,25% PVA. (Izquierda, barra: 1000 nm; Dcha, barra: 

500 nm). 
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Figura 25.- Microfotografía TEM de NPCSHA 0,25% PVA. (Izqda, barra: 500 nm, Centro, barra: 

250 nm  y Dcha, barra:  100 nm). 

 

Es importante destacar la diferencia que puede verse entre las NP 

de la figura 24 y las de la figura 25. Estas últimas están rodeadas por una 

cubierta correspondiente a los dos polisacáridos empleados en su 

recubrimiento (CS y HA) que pueden apreciarse de forma más clara en las 

partículas que no se encuentran agregadas con otras. En este caso, 

pueden verse 2 halos teñidos rodeando la partícula siendo el exterior más 

oscuro (flecha blanca) que el que se encuentra (flecha roja) más próximo 

al núcleo (flecha azul). Las imágenes obtenidas por Hu (Hu y col, 2015) al 

exponer sus partículas de PLGA y HA a un entorno más reductor fueron 

similares a las que se muestran en la figura 25. Al romper los enlaces 

disulfuro de la molécula de cistamina que une el PLGA con el HA se 

produce un aumento en el tamaño de partícula y, como puede observarse 

en las imágenes tomadas con el TEM, esto genera la aparición de una 

cubierta claramente diferenciada del núcleo. De esta forma se obtiene una 

morfología similar a la que presentan las NP cubiertas con HA que se han 

elaborado y caracterizado en este trabajo. 

La observación de las NP con mayor concentración de PVA 

(microfotografías no mostradas) muestra tamaños aproximados de 300 

nm, lo que confirma el hecho de que al añadir mayor cantidad de 

tensioactivo para preparar la emulsión inicial con la que se obtendrán las 

NP se consiguen esferas de menor tamaño que aquellas preparadas con 

una concentración inferior de PVA.  
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Las fotos obtenidas al TEM corroboran los resultados obtenidos al 

medir el potencial zeta de las partículas y, en el caso de las NPCSHA, 

confirman la formación de una cubierta homogénea alrededor de las 

mismas. 

 

2.4. Cálculo del PVA residual 
 

Existe un porcentaje mínimo de PVA que penetra en la matriz 

polimérica de las NP durante el proceso de evaporación del disolvente 

orgánico utilizado para formar la emulsión inicial y que permanece unido 

al PLGA por muchas etapas de lavado que se realicen. 

Para poder valorar la cantidad de PVA residual presente en la 

formulación final de NP mediante espectrofotometría UV visible, es 

necesario elaborar una recta de calibrado a partir de varios patrones de 

concentración de PVA conocida desde 250 µg/ml hasta 2000µg/ml. El 

tratamiento de estos patrones es el mismo que reciben las muestras que 

se analizarán posteriormente. La figura 26 representa la recta de calibrado 

obtenida: 

 

Figura 26.- Recta de calibrado de PVA a 680 nm. 
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Se ha comprobado que la señal medida en el espectofotómetro a 

680 nm para el CS o el HA era mínima y poco significativa. 

Después de analizar las muestras se comprobó que, para las NP 

elaboradas con mayor concentración de PVA inicial, el PVA residual que 

permanece asociado a ellas era 9,50 ± 2,48% del inicial, mientras que, en 

el caso de las NP elaboradas con una concentración inicial de PVA del 

0,25% dicho porcentaje era del 21,83 ± 2,01%. A pesar de que con la 

formulación elaborada con un 1% de PVA inicial se consigue eliminar un 

90% del total añadido, aproximadamente, y que ese porcentaje no llega al 

80% para las NP elaboradas con una concentración inicial de PVA del 

0,25%, la concentración de PVA residual para estas últimas formulaciones 

no llegó a los 550 µg/ml y, por tanto, es un valor mucho menor que el 

encontrado en las formulaciones elaboradas con mayor concentración 

inicial de tensioactivo, en las que llegó hasta los 950 µg/ml. Considerando 

las diferencias en los tamaños de partícula al modificar la concentración 

de PVA y asumiendo una densidad igual a 1 g/ml, se pueden calcular la 

superficie total de 1 partícula y el número total de partículas en cada 

formulación, de forma que corrigiendo el PVA retenido con estos 

parámetros, se obtiene que la cantidad de PVA asociada por unidad de 

superficie en NP elaboradas con 1% del tensiactivo sería 1,2 veces la 

asociada al transportador preparado con 0,25%. 

Sahoo (Sahoo y col, 2002) comprobó que la cantidad de PVA 

residual en superficie está relacionada con las condiciones del método de 

preparación como su propia concentración y el tipo de disolvente orgánico 

utilizado. El PVA residual puede influir o modificar diferentes propiedades 

de las NP, tales como el tamaño de partícula, el potencial zeta, el índice de 

polidispersidad, su hidrofobicidad e incluso podría influir ligeramente 

sobre la liberación del fármaco encapsulado en las NP. Estos autores  

también destacan que las NP con mayor cantidad de PVA residual tuvieron 

una captación celular más baja a pesar de tener menor tamaño de 

partícula, lo que justificaría el desarrollo de formulaciones con una 

concentración de PVA inferior al 1%. 
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2.5. Determinación del rendimiento del proceso y eficacia de 
encapsulación. 

 
La capacidad de las NP para incorporar un fármaco en su interior es 

uno de los parámetros más importantes que deben estudiarse durante su 

caracterización, puesto que un contenido elevado en principio activo 

implicará una menor cantidad de NP necesarias para alcanzar la dosis 

mínima eficaz. 

Los resultados recogidos en la tabla 26 muestran que más de un 

80% del fármaco incorporado en la preparación está encapsulado en las 

respectivas formulaciones de NP (captación 1). Con respecto a los datos 

reflejados en la columna “captación 2” se refieren al porcentaje de NS que 

permanece encapsulado después del proceso de re-suspensión que da 

lugar al producto final. En este caso, la práctica totalidad (>98%) de la NS 

inicialmente encapsulada permanece como tal en la suspensión final de 

NP. Con respecto a las preparaciones obtenidas en ausencia de PLGA 

(suspensiones de NS: NS, NSCS, NSCSlmw, NSCSHA) los datos de captación 

se refieren a la proporción de fármaco que no se ha disuelto en la fase 

acuosa externa respecto al añadido (captación 1) y al porcentaje de NS 

que permanece no disuelta en la formulación final (captación 2). En todos 

los experimentos el porcentaje de recuperación de la NS es superior al 

91%. 

 

Tabla 26.- Porcentajes de captación y recuperación (datos medios y d.e.) correspondientes a 

las formulaciones elaboradas con un 1% de PVA. 

 

 

sd sd sd

NP 88,26 4,59 98,28 1,43 96,72 13,67

NS 95,35 2,57 97,4 1,37 98,33 14,1

NPCS 85,48 4,74 98,38 1,13 94,25 9,45

NSCS 90,48 4,18 98,89 0,18 91,31 6,32

NPCSlmw 82,79 4,06 98,04 1,07 91,83 15,29

NSCSlmw 86,54 0,32 98,51 0,52 98,01 4,77

NPCSHA 80,68 1,35 98,45 0,85 92,25 7,14

NSCSHA 90,58 0,66 98,35 0,75 95,28 3,54

Captación 1 (%) Captación 2 (%) Recuperación (%)
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Los rendimientos del proceso de preparación de cada formulación 

no fueron muy elevados (entre el 68 y el 85%). Esto está relacionado con 

las sucesivas etapas de lavado y re-suspensión de las NP, la presencia de 

PVA que facilita la disolución del fármaco en la fase acuosa y la adsorción 

de las NP a las paredes de los distintos dispositivos y materiales con los 

que entra en contacto.  

En la tabla 27 se muestra el análisis estadístico comparativo entre 

los porcentajes de captación 1 de las NP y las formulaciones sin polímero 

elaboradas con un 1% de PVA. La prueba de múltiples rangos muestra que 

el porcentaje de fármaco captado por las partículas resultó ser 

significativamente menor que la NS no disuelta en las suspensiones 

equivalentes, lo que sugiere que la solubilidad no es el único factor que 

influye en su encapsulación. Al comparar las captaciones de las distintas 

formulaciones de NP entre sí se observó que las que no tenían ningún 

recubrimiento eran distintas al resto. También se comprobó que el hecho 

de realizar el recubrimiento de las NP con CS de alto o bajo peso 

molecular no implicaba diferencias estadísticamente significativas. En 

cuanto a los porcentajes de recuperación de NS, resultaron no presentar 

diferencias en ninguna de las formulaciones estudiadas elaboradas con un 

1% de PVA inicial. 

Tabla 27.- Prueba de múltiples rangos (p < 0,05) realizada con los porcentajes de captación 1 

(A) y recuperación (B) correspondientes a las formulaciones elaboradas con un 1% de PVA. 

A    B   

Muestra Media Grupos Homogéneos  Muestra Media Grupos Homogéneos 

NPCSHA 80,68 X  NPCSlmw 91,83 X 

NPCSlmw 82,79 X X  NSCS 91,31 X 

NPCS 85,48    XX  NPCSHA 92,25 X 

NSCSlmw 86,54      XXX  NPCS 94,25 X 

NP 88,26           X  NSCSHA 95,28 X 

NSCS 90,48           XX  NP 96,72 X 

NSCSHA 90,58         XXX  NSCSlmw 98,01 X 

NS 95,35              X  NS 98,33 X 
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En la tabla 28 se muestran los porcentajes de rendimiento 

obtenidos con las formulaciones de NP y NPB elaboradas con un 1% de 

PVA y el análisis estadístico de dichos resultados. Según éste, al analizar de 

manera independiente las NP y las NPB solo se obtienen diferencias 

estadísticamente significativas en el rendimiento del proceso cuando el 

recubrimiento se realiza con HA, siendo en estos casos superior al resto. 

 

Tabla 28.- Rendimiento (datos medios y d.e.) (A) y prueba de múltiples rangos (p < 0,05) (B) 

obtenido con las formulaciones elaboradas con un 1% de PVA. 

A    B   

 Rendimiento (%)  Muestra Media Grupos Homogéneos 

   sd  NP 71,09 X 

NP 71,09 13,03  NPCS 73,52 X 

NPB 68,35 8,31  NPCSlmw 79,26 X X 

NPCS 73,52 15,26  NPCSHA 85    X 

NPBCS 70,04 8,04  Muestra Media Grupos Homogéneos 

NPCSlmw 79,26 885  NPB 68,35 X 

NPBCSlmw 79,16 16,86  NPBCS 70,04 X 

NPCSHA 85 9,75  NPBCSHA 81,46    X 

NPBCSHA 81,46 6,16  NPBCSlmw 79,16 X X 
 

La tabla 29 muestra los porcentajes de captación y recuperación 

cuando las formulaciones fueron elaboradas con 0,25% de PVA. Los 

resultados indican que más de un 92% del fármaco incorporado en la 

preparación es inicialmente encapsulado o no se disuelve en la fase 

acuosa (captación 1). Al reducir un 75% la cantidad de PVA utilizada para 

elaborar la emulsión inicial se produce un incremento en la cantidad de NS 

retenida en el interior de las NP o no disuelta debido a un descenso en la 

solubilidad del fármaco en la fase externa de dicha emulsión. Este es el 

motivo por el que los datos de captación 1 de las formulaciones que 

aparecen en la tabla 29 son superiores a los de la tabla 26. La cantidad de 

NS captada y el porcentaje de PVA utilizado en la formulación no 

modifican los datos reflejados en la columna captación 2, que siguen 

siendo superiores al 98%. El porcentaje de recuperación fue similar al 
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obtenido en las formulaciones elaboradas con 1% PVA y en todos los casos 

fue superior al 86%. 

 

Tabla 29.- Porcentajes de captación y recuperación (datos medios y d.e.) correspondientes a 

las formulaciones elaboradas con un 0,25% de PVA. 

 

 

 

En el caso de las formulaciones elaboradas con una concentración 

de PVA del 0,25%, al realizar el análisis estadístico de las formulaciones de 

NP y de las suspensiones de NS se puede ver que, en ambos casos y a 

diferencia de las formulaciones con mayor concentración de PVA, no 

existen diferencias estadísticamente significativas entre las formulaciones 

con CSlmw y las que no tienen recubrimiento, pero sí hay diferencias 

entre estas últimas y las demás. Por otro lado, si se comparan los 

porcentajes de captación de las NP con las correspondientes suspensiones 

de fármaco (tabla 30A), no existen diferencias estadísticamente 

significativas y por lo tanto puede decirse que la solubilidad de la NS es el 

factor que condiciona su encapsulación. En la tabla 30B puede verse el 

resultado del análisis estadístico aplicado a los porcentajes de 

recuperación que se muestran en la tabla 29. 

 

 

 

sd sd sd

NP 95,86 1,76 98,46 0,87 97,22 10,28

NS 96,76 2,46 98,38 1,42 92,64 10,19

NPCS 92,78 2,59 98,31 1,2 90,88 6,27

NSCS 92,95 1,62 98,93 0,69 88,87 5,29

NPCSlmw 94,36 2,17 98,2 0,53 86,37 8,5

NSCSlmw 93,92 1,44 99,24 0,41 90,89 8,69

NPCSHA 92,21 4,11 98,68 0,49 88,34 9

NSCSHA 92,23 0,84 98,98 0,18 92,26 5,45

Captación 1 (%) Captación 2 (%) Recuperación (%)
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Tabla 30.- Prueba de múltiples rangos (p < 0,05) realizada con los porcentajes de captación 1 

(A) y recuperación (B) correspondientes a las formulaciones elaboradas con un 0,25% de PVA. 

A    B   

Muestra Media Grupos Homogéneos  Muestra Media Grupos Homogéneos 

NSCSHA 92,23 X  NPCSlmw 86,37 X 

NPCSHA 92,21 XX  NPCSHA 88,34 X 

NPCS 92,78 XX  NSCS 88,37 X 

NSCS 92,95 XX  NPCS 90,88 X 

NSCSlmw 93,92 XXX  NSCSlmw 90,89 XX 

NPCSlmw 94,36    XX  NSCSHA 92,26 XX 

NP 95,86      X  NS 92,64 XX 

NS 96,76      X  NP 97,22    X 

 

En este caso, todas las formulaciones de NP con recubrimiento, 

independientemente de su composición, no mostraron diferencias entre sí 

ni con las formulaciones obtenidas sin utilizar PLGA. La única formulación 

que presentó diferencias estadísticamente significativas con el resto de NP 

fue aquella en la que no se realizó ningún recubrimiento con polisacáridos. 

El análisis estadístico del rendimiento obtenido con las 

formulaciones de 0,25% PVA demostró que solo hay diferencias 

estadísticamente significativas entre NPCSHA y NPCSlmw (tabla 31). 

 

Tabla 31.- Rendimiento (datos medios y d.e.) (A) y prueba de múltiples rangos (p < 0,05) (B) 

obtenido con las formulaciones elaboradas con un 0,25% de PVA. 

A    B   

  Rendimiento (%)  Muestra Media Grupos Homogéneos 

    sd  NPCSlmw 84,76 X 

NP 87,35 6,61  NPCS 86,14 XX 

NPB 88,48 11,25  NP 87,35 XX 

NPCS 86,14 4,74  NPCSHA 91,32    X 

NPBCS 90,23 1,91  Muestra Media Grupos Homogéneos 

NPCSlmw 84,76 4,85  NPB 88,48 X 

NPBCSlmw 92,06 3,19  NPBCS 90,23 X 

NPCSHA 91,32 3,88  NPBCSlmw 92,06 X 

NPBCSHA 98,7 1,41  NPBCSHA 98,7 X 
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2.6. Proceso de liofilización 
 

Tras la resuspensión en agua milliQ de las NP liofilizadas con 

distintos agentes crioprotectores se observó que todas ellas presentaban 

efecto Tyndall y no mostraban agregados ni características macroscópicas 

diferentes a las de la formulación original. 

Para valorar si el proceso de liofilización era eficaz y no suponía 

modificaciones en el tamaño de partícula, se calculó la relación existente 

(Sf/Si) entre mv y d.e. antes y después liofilizar las muestras (Aberturas y 

col, 2002). En la tabla 32 pueden verse los resultados que demuestran 

que, tanto para las NP como para las NPCS, el crioprotector que mejor 

mantiene las características iniciales de la muestra es la sacarosa. En el 

caso de las NP sin recubrimiento, no se produjeron cambios considerables 

en las medidas obtenidas, sin embargo, con las NPCS a las que se les 

añadió trehalosa como agente crioprotector, sí se obtuvo un aumento 

significativo en el tamaño de partícula. 

 

Tabla 32.- Relación entre mv y de antes y después del proceso de liofilización realizado con NP 

(A) y NPCS (B) elaboradas con un 1% de PVA. 

 

A Sacarosa Glucosa Trehalosa 

  Sf/Si (mv) Sf/Si (de) Sf/Si (mv) Sf/Si (de) Sf/Si (mv) Sf/Si (de) 

1% 0,91 0,83 0,97 1,14 0,96 0,77 

5% 0,87 0,82 0,93 0,66 0,99 1,13 

  
 
     

B Sacarosa Glucosa Trehalosa 

  Sf/Si (mv) Sf/Si (de) Sf/Si (mv) Sf/Si (de) Sf/Si (mv) Sf/Si (de) 

1% 0,68 0,94 1,77 0,71 1,19 1,13 

5% 0,63 0,56 1,16 1,08 1,81 3,26 

 

Para comprobar que no había pérdidas en la cantidad de fármaco 

captada por las NP se valoraron antes y después del proceso de 

liofilización. Los porcentajes que se presentan en las tablas 33 A y B han 

sido calculados considerando como referencia la concentración de NS en 

las formulaciones de NP obtenida el día de su preparación. 
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Tabla 33.- Relación entre concentración de fármaco encapsulado en las NP antes y después del 
proceso de liofilización realizado con NP (A) y NPCS (B) elaboradas con un 1% de PVA. 

 
A       

Liofilización 1% sacarosa 5% sacarosa 1% glucosa 5% glucosa 1% trehalosa 5% trehalosa 

 0,96 0,93 1,00 0,88 0,99 0,90 
       

B       

Liofilización 1% sacarosa 5% sacarosa 1% glucosa 5% glucosa 1% trehalosa 5% trehalosa 

 0,95 0,94 1,00 0,92 0,93 0,88 

 

Estos resultados muestran como, después del proceso de 

liofilización, entre un 88 y un 98% del fármaco captado en el momento de 

la preparación de las NP, permaneció encapsulado. Aunque no existe una 

gran diferencia, parece que el hecho de utilizar concentraciones más 

elevadas de crioprotectores provoca una ligera disminución en los 

porcentajes de NS encapsulada, por lo que sería más acertado utilizar 

concentraciones más bajas de cualquiera de ellos, y en particular, de la 

sacarosa, ya que fue el crioprotector que menos cambios provocó en el 

tamaño de partícula tras la liofilización de la muestra. 

Otra alternativa estudiada para el almacenamiento de las NP fue la 

de liofilizarlas sin añadir a la muestras ningún agente crioprotector. A 

diferencia de las muestras liofilizadas con glucosa, trehalosa o sacarosa, 

tras resuspenderlas con agua milliQ y medir su tamaño, se obtuvieron 

agregados y las medidas obtenidas no fueron unimodales. Estas muestras 

se observaron al microscopio electrónico y se comprobó como las NP se 

unían entre sí perdiendo su morfología característica dando lugar a 

estructuras de mayor tamaño. Cuando las muestras liofilizadas no tienen 

una estructura porosa puede deberse al colapso de la misma debido a las 

condiciones en las que se ha realizado el proceso de liofilización. La 

consecuencia de esto será una mayor dificultad a la hora de redispersar la 

muestra (Konan y col, 2002; Fonte y col, 2012).  

Cuando se empleó la congelación como alternativa para estabilizar 

las NP, se comprobó que la captación se modificó en menos de un 2% con 

respecto a los datos obtenidos el día de su preparación. Del mismo modo, 

se calculó el incremento que se produjo en el tamaño de partícula debido 

a la congelación de las muestras siendo este del 4% aproximadamente 
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(tabla 34). Como puede verse en la figura 27, las formulaciones de NP 

congeladas se observaron en el SEM sin apreciar cambios en su estructura 

ni en su morfología.  

 

Tabla 34.- Relación entre mv y de y relación entre la concentración de fármaco 

encapsulado antes y después del proceso de congelación en NP y NPCS 1% PVA. 

 

  Tamaño Captación 

  Sf/Si (mv) Sf/Si (de) % 

NP 1,04 0,96 0,98 

NPCS 1,05 1,25 0,99 

 

 

Figura 27.- Residuo seco de NP en suspensión sin congelar (A) y NP después de la congelación 

rápida (B), ambas sin ningún tipo de recubrimiento y elaboradas con una concentración inicial 

de PVA del 1%. 

 

Por todo ello, se decidió evitar el proceso de liofilización de las 

muestras recurriendo a la congelación rápida con nitrógeno líquido y al 

almacenamiento de las mismas a -80° C, reduciendo así el tiempo de 

elaboración de las distintas formulaciones de NP.  
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2.7. Grado de cristalinidad e interacciones fármaco-excipiente. 

Estudios calorimétricos. 

Los resultados obtenidos con la técnica DSC se encuentran 

reflejados en las figuras 28 a 32. 

 

Figura 28.- Termogramas correspondientes a las materias primas. 

 

El termograma del PLGA muestra como la Tg del polímero aparece a 

los 48° C. Con respecto a la NS, el análisis térmico de la materia prima 

pone de manifiesto la existencia de 2 eventos endotérmicos. Los estudios 

calorimétricos de Di Martino (Di Martino y col, 2007) utilizando distintas 

velocidades de calentamiento sugieren que el primer pico a 140° C (más 

pequeño) corresponde a un polimorfo metaestable de NS mientras que el 

pico mayoritario resulta de la fusión de otro polimorfo más estable a    

148° C. Guinesi (Guinesi y Gomes, 2006) realizó un estudio calorimétrico 

del CS en el que describieron los dos eventos térmicos que pueden verse 

en la figura 28. Tanto el CS de alto como el de bajo peso molecular 

presentan un pico endotérmico próximo a los 70° C que podría atribuirse a 

la pérdida de agua y un segundo evento térmico que, aunque no se 

aprecia en su totalidad, comienza a los 290° C aproximadamente, y que 

podría estar relacionado con la descomposición del  grupo amina del CS. 

La Tg del PVA se detecta por un ligero cambio en la línea base y está 
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representada por un pico endotérmico próximo a los 62° C. El segundo 

pico que aparece en el termograma del PVA a 188° C, corresponde a la 

temperatura de fusión del polímero. En el estudio publicado por Koosha 

(Koosha y col, 2015) se realizaron los análisis calorimétricos del CS y del 

PVA que confirman los resultados presentados en la figura 28. Ravari 

(Ravari y col, 2016) también realizó un recubrimiento con CS y HA para 

incrementar la afinidad de las NP hacia las células tumorales gracias a los 

receptores CD44. Al realizar el análisis calorimétrico del HA obtuvieron un 

pico exotérmico característico cercano a los 230° C. 

 

Figura 29.- Termogramas de NP con 1% PVA (NS cristales: morado, NPB: azul, Mezcla física NS 

y PLGA: negro, NP: rojo) 

 

El termograma correspondiente a la mezcla física de NS y PLGA, que 

se obtuvo utilizando las mismas proporciones que las que se emplearon 

para preparar las NP (1:10), muestra un ligero aumento de la Tg del 

polímero (figura 29). También se observa un pico entre los 140 y 150° C, 

próximo a la temperatura de fusión de la NS, si bien el ligero 

desplazamiento y el cambio en su morfología sugerirían la existencia de 

algún tipo de interacción entre el polímero y el fármaco cuando éste se 
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encuentra encapsulado en las NP o como consecuencia del proceso de 

calentamiento.  

 

 

Figura 30.- Termogramas de formulaciones recubiertas con CS elaboradas con 1% PVA 

(cristales NSCS: rojo, NPBCS: azul, NPCS: marrón). 

 

 

Figura 31.- Termogramas de formulaciones recubiertas con CSlmw elaboradas con 1% PVA 

(cristales NSCSlmw: verde oscuro, NPBCSlmw: negro, NPNSCSlmw: verde claro). 
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Figura 32.- Termogramas de formulaciones recubiertas con CS y HA con 1% PVA (NSCSHA 

cristales: azul, NPBCSHA: negro, NPNSCSHA: verde). 

 

En las formulaciones de NP estudiadas la Tg del PLGA muestra cierta 

variabilidad, si bien las oscilaciones alrededor de los 50° C parecen más 

bien debidas a algún factor durante la preparación de las NP que a la 

presencia de NS, CS o HA. Recientemente, Sengel-Turk (Sengel-Turk y col, 

2014) publicó resultados obtenidos con NP de PLGA cargadas con NS que 

fueron preparadas en condiciones experimentales muy similares a las 

descritas en este trabajo, y que han confirmado el hecho de que la NS se 

encuentra en un estado amorfo dentro del polímero. 

No existen diferencias en los termogramas de las NP que aparecen 

en las figuras 29 a 32 con respecto a los resultados obtenidos con las NP 

sin recubrimiento (figura 28), pero sí en los correspondientes a las 

formulaciones de cristales con CS, CSlmw y CSHA en los que desaparece el 

primer pico que se obtiene en el termograma cercano a los 140° C, 

correspondiente a la fusión del primer polimorfo de la NS, dando lugar a 

un único pico más próximo a los 148° C. Esto podría deberse al proceso de 

disolución y recristalización de la NS durante el proceso de preparación de 

las formulaciones. 

 El único evento térmico destacable en los termogramas de todas las 

formulaciones de NP es el que corresponde a la Tg del PLGA (50° C). La 
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ausencia del pico a 148° C, que indica la presencia del fármaco en los 

termogramas de las mezclas físicas, nos confirma que la NS se encuentra 

dispersa a nivel molecular en la estructura matricial de las NP. 

El análisis calorimétrico de las formulaciones elaboradas con una 

concentración inicial de PVA del 0,25% condujo a los mismos resultados y 

conclusiones discutidos para las formulaciones con 1% de PVA, por lo que 

no se han incluido. 

 

2.8. Análisis mediante espectroscopía de infrarrojo por 

transformada de Fourier (FTIR) 

La técnica FTIR permite identificar la existencia de interacciones 

entre los componentes de una formulación mediante el análisis de los 

picos que conforman el espectro en base a las transiciones vibracionales 

de tensión o estiramiento y de flexión que reflejan cambios en las 

distancias interatómicas o los ángulos de enlace. 

En la figura 33 se muestran los espectros obtenidos para los 
diferentes componentes de las formulaciones analizadas: 

 

 

Figura 34.- Espectros FTIR de materias primas: PLGA (azul), NS (verde), CS (rojo), PVA (negro) y 

HA (rosa). 
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Como puede apreciarse, el CS muestra en su espectro una banda 

característica a 3454 cm-1 correspondiente a las vibraciones de tensión de 

los grupos –NH y –OH, y a 1628 cm-1 se observó un gran pico de absorción 

que se atribuyó a la vibración de flexión del grupo -NH (Ramya y col, 

2012). En la figura 34 solo se muestra el espectro del CS de alto peso 

molecular puesto que los grupos que generan los picos necesarios para 

identificarlo son los mismos que en el caso del CSlmw. Al analizar el 

espectro del PLGA se encontró una banda característica entre los 2800 y 

los 3000 cm-1 correspondiente a las vibraciones de tensión producidas por 

el estiramiento del grupo -CH. Los metilenos (-CH2) tienen una absorción 

característica de 1450 a 1485 cm-1 producida por una vibración de flexión, 

mientras que los grupos metilo (-CH3) presentan la misma vibración en un 

pico a 1375-1380 cm-1. Además, entre 1650 y 1750 cm-1 aparece un gran 

pico de absorción relacionado con las vibraciones debidas al estiramiento 

del grupo carbonilo C=O (Singh y col, 2014). El PVA también mostró unas 

bandas de absorción características a 3200-3500 cm-1 y a 1731 cm-1 

correspondientes a las vibraciones producidas por los grupos OH y C=O, 

respectivamente (Mansur y col, 2008). Por último, a 3286 cm-1 la NS 

presentó unos picos correspondientes a la vibración producida por el 

estiramiento del grupo -NH y entre los 1560 y los 1640 cm-1 apareció la 

banda debida a la flexión del mismo grupo, mientras que los picos 

característicos del grupo N=O aparecieron a 1586 cm-1 (Dantu y col, 2013). 

La tensión por estiramiento de los hidrocarburos aromáticos se produce 

en torno a los 3000 cm-1. En el espectro correspondiente al HA puede 

verse un pico entorno a los 3450 cm-1 que indica la presencia de grupos –

OH en la molécula. Este pico podría aparecer solapado junto con el que 

representa la vibración producida por el estiramiento del grupo –NH, 

cercano a los 3300 cm-1 para dar lugar a un único pico en el espectro. A los 

1700 cm-1, aparece otro pico que correspondería a las vibraciones 

producidas por el grupo C=O que presenta el HA en su estructura.  

A continuación, para confirmar la presencia de los distintos 

componentes utilizados en la elaboración de las NP, se llevaron a cabo 

análisis de FTIR de las distintas formulaciones desarrolladas. 

 



 

110 
 

 

Figura 35.- Espectros FTIR de NP con PVA 1%: mezcla física NPB+NS (azul), NP (rojo) y NPB 

(negro). 

 

 

Figura 36.- Espectros FTIR de NP con CS y PVA 1%: mezcla física NPBCS+NS (morado), NPCS 

(verde), NPBCS (naranja) y NPCSlmw (rojo). 
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El espectro obtenido al analizar la muestra de NPCSlmw fue muy 

similar al obtenido con las NP recubiertas con el mismo polisacárido de 

mayor peso molecular, por lo que no se llevó a cabo el estudio con 

NPBCSlmw ni la mezcla física correspondiente de las NPBCSlmw y la NS. 

 

 

Figura 37.- Espectros FTIR de NP con CS y HA con PVA 1%: mezcla física NPBCSHA+NS 

(morado), NPBCSHA (azul) y NPCSHA (rosa). 

 

En todos los casos se pueden apreciar los picos característicos del 

PLGA a 2800-3000 cm-1 y a 1750 cm-1 que ya se han comentado 

anteriormente, siendo los de las NPB con y sin CS los más parecidos al 

espectro del PLGA puro. Las principales diferencias con éste se producen 

en el pico que puede apreciarse a 3400 cm-1 correspondiente al –OH del 

PVA (NPB) y al –NH y –OH del CS y del HA (NPBCS y NPBCSHA), cuya 

presencia en unas u otras partículas produce un incremento más 

significativo en los picos obtenidos. En los espectros de las mezclas físicas 

de NPB o NPBCS con NS libre, puede observarse como ambos aparecen 

superpuestos dando lugar a un único espectro en el que se aprecian los 
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picos característicos del fármaco junto con los más representativos de 

dichas NP. Al contrastar los espectros obtenidos con las mezclas físicas y 

los correspondientes a las NP cargadas con NS, las únicas diferencias 

destacables que se pudieron apreciar fueron la ausencia del pico a 1628 

cm-1 que representa la flexión del grupo -NH del CS, lo que sugiere algún 

tipo de interacción entre la NS y el CS, y la desaparición o reducción del 

pico a 3286 cm-1 característico de la vibración producida por el 

estiramiento del grupo –NH de la NS en los espectros correspondientes a 

las formulaciones de NP.  

El análisis de las muestras preparadas con las formulaciones de NP 

con menor concentración de tensioactivo condujo a los mismos resultados 

y conclusiones discutidos para las formulaciones con 1% de PVA, por lo 

que no se han incluido. 

 

 Estudios de liberación in vitro 

Los estudios de liberación in vitro proporcionan información sobre 

el comportamiento que la formulación estudiada puede tener una vez 

administrada in vivo. En particular, con los estudios para fármacos BCS 

clase II cabe esperar buenas correlaciones in vitro-in vivo si las velocidades 

de disolución en ambos casos coinciden razonablemente. Las 

formulaciones investigadas se orientan a la administración intraprostática 

de la NS de forma que se forme un depósito en el lugar de inyección que 

proporcione elevadas concentraciones a nivel local. Ello implica que, tras 

la administración, las condiciones en las que se libere el fármaco en la 

glándula no tendrá lugar en condiciones sink y que se puede producir una 

dilución variable de la formulación en el punto de inyección. Por ello, se 

han planteado, además de los estudios de disolución clásicos, otros de 

liberación inmediata en condiciones de dilución secuencial.   

  

.1. Liberación inmediata 

Los resultados de los estudios de liberación inmediata realizados en 

PBS pH 7,4 con suspensiones de NS o NP elaboradas con una 
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concentración de PVA del 1% (figura 38) muestran que para que se 

produzca una liberación significativa del fármaco a partir de las NP es 

necesario alcanzar una dilución superior al 50%, independientemente de 

que estas estén o no recubiertas con CS o HA. Sin embargo, al alcanzar 

una dilución del 90% o superior la liberación de la NS muestra una clara 

dependencia de los polisacáridos utilizados en la obtención de las NP. Se 

observa que la naturaleza hidrofílica del CS o del HA facilitan la 

penetración del agua en su estructura y favorecen la liberación de la NS 

hasta reducir el porcentaje retenido a valores de 60 y 50%, 

respectivamente, cuando la dilución es del 90%. Estos valores se reducen 

al 20% en ambos casos cuando se trabaja con la dilución más alta 

estudiada. Los estudios realizados por Wang (Wang y col, 2013) 

demostraron que las NP de PLGA recubiertas con CS presentaban una 

liberación mayor y más rápida que las mismas NP sin recubrir. El CS 

presente en la superficie de las NP modifica la carga superficial de los 

nanotransportadores obteniendo valores de potencial zeta positivos, lo 

que, debido a distintas interacciones electrostáticas, podría acelerar la 

liberación del fármaco (5-Fluorouracilo) que tiene carga negativa, al igual 

que podría ocurrir con la NS en este trabajo. 

Por el contrario, las NP de PLGA sin ningún tipo de recubrimiento 

muestran una gran capacidad para retener hasta un 60% de la NS 

encapsulada aunque la dilución alcance el 99%. El efecto está relacionado 

con la baja solubilidad del fármaco en medio acuoso, aunque no 

exclusivamente, ya que el mismo experimento llevado a cabo con 

suspensiones del fármaco sin PLGA demuestra que más de un 40% de este 

se puede disolver si la dilución empleada alcanza el 90%. Sin embargo, 

cuando la dilución empleada es del 99%, la NS se disuelve prácticamente 

en su totalidad, algo que no ocurre si el fármaco está asociado a las NP 

con o sin recubrimiento, las cuales son capaces de retener entre un 17 y 

un 53% más de fármaco que las suspensiones de NS equivalentes 

obtenidas sin polímero. Los resultados con las NPCSlmw utilizando como 

medio de dilución tampón PBS son muy similares a los obtenidos con las 

NP cubiertas con el mismo polisacárido de alto peso molecular o con las 

NPCSHA.  
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Figura 38.- NS sin disolver o retenida en formulaciones elaboradas sin PLGA o NP, 

respectivamente con un 1% de PVA en tampón PBS pH 7,4. 

 

El tejido prostático normal tiene un pH fisiológico cercano a 7,2-7,5, 

mientras que en el tejido tumoral se produce la acidificación del medio 

como resultado de la excreción de ácido láctico (Ippolito y col, 2016). Para 

simular estas condiciones y comprobar la influencia del pKa de la NS (6,5-

6,8) sobre la solubilidad y la liberación del fármaco encapsulado en las NP, 

se realizó el mismo estudio de dilución sustituyendo el PBS de pH 7,4 por 

agua milliQ (figura 39). La solubilidad pH dependiente que presenta la NS 

se muestra en la tabla 4, donde aparece reflejado el incremento de 

solubilidad que sufre el fármaco al cambiar el agua (5,5 mg/ml) por un 

tampón pH 6,8 (12 mg/ml) o pH 7,4 (33,6 mg/ml) como medio de 

disolución. Como puede verse en la figura 39, al sustituir el tampón PBS 

pH 7,4 por agua milliQ y trabajar con la dilución más significativa en 

cuanto a diferencias de liberación se refiere (dilución 1/100), se observó 

un incremento de los porcentajes de NS no disuelta o retenida en todas 

los formulaciones, pero de forma más significativa en las que tenían CS de 

alto peso molecular y en las que no tenían recubrimiento. En las 

formulaciones que contenían CSlmw y HA se obtuvo prácticamente el 

mismo porcentaje de retención que en el experimento realizado con 

tampón PBS, lo que indica que este tipo de recubrimientos más 
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hidrofílicos facilitan la disolución de la NS independientemente del pH que 

tenga el medio.  

 

Figura 39.- NS sin disolver o retenida en formulaciones elaboradas sin PLGA o NP, 

respectivamente con un 1% de PVA en agua milliQ. 

 

El CS es un polímero insoluble en agua a pH neutro o básico (pH ≥7) 

pero soluble en medio ácido (pH ≤6). Choudari (Choudhari y col, 2014) 

discute como el peso molecular y el grado de desacetilación del CS 

empleado en el recubrimiento de las NP puede modificar de forma 

significativa distintos aspectos funcionales de dichos nanotrasportadores 

como por ejemplo su solubilidad, viscosidad o su carga superficial. El 

empleo de agua milliQ como medio de dilución produce un incremento en 

la retención de NS por las NPCS con respecto a los resultados que se 

muestran en la figura 38. Sin embargo, el hecho de utilizar CSlmw para 

recubrir las NP no modifica el porcentaje de fármaco que permanece 

encapsulado. Este hallazgo puede deberse a la estructura más compacta 

que presentan las NPCS y a la menor solubilidad del CS de alto peso 

molecular y a la mayor viscosidad de la capa de gel formada alrededor de 

las partículas al entrar en contacto con el medio de disolución acuoso 

ligeramente ácido. Por otra parte, la alta solubilidad en agua del CSlmw, 

así como la del HA, y su baja viscosidad en solución facilitan la liberación y 

la disolución de la NS en las NPCSlmw y en las NPCSHA y en sus 
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correspondientes formulaciones elaboradas sin PLGA. Yang (Yang y Hon, 

2009) obtuvo en sus estudios una liberación más lenta del fármaco en las 

NP elaboradas con CS de alto peso molecular en relación a la liberación 

obtenida con las NPCSlmw, lo que confirma los resultados obtenidos en 

este trabajo e indica que al utilizar un CS de mayor peso molecular para 

recubrir las partículas, la matriz polimérica podría ejercer un mayor 

control sobre la liberación del principio activo encapsulado. 

Se realizó el mismo estudio con NP elaboradas con una 

concentración de PVA del 0,25% obteniendo datos muy similiares a los 

anteriores.  

        

Figura 40.- NS sin disolver o retenida en formulaciones elaboradas sin PLGA o NP, 

respectivamente con un 0,25% de PVA en tampón PBS pH 7,4. 

 

Como se muestra en la figura 40, la única diferencia encontrada en 

cuanto al porcentaje de NS retenida por las NP aparece cuando se trabaja 

con la dilución más alta estudiada (99%). En este caso, se obtiene un 

incremento del fármaco que permanece encapsulado del 20% 

aproximadamente con respecto al obtenido con las NP elaboradas con 

mayor concentración de PVA. 
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Figura 41.- NS sin disolver o retenida en formulaciones elaboradas sin PLGA o NP, 

respectivamente con un 0,25% de PVA en agua milliQ 

 

La figura 41 pone de manifiesto otra vez que las NP y las que poseen 

el recubrimiento de CS presentan la mayor capacidad de retención en 

agua. 

Por ello, y puesto que las NP elaboradas con una concentración de 

PVA del 0,25% demostraron tener una mayor capacidad de retención de la 

NS que las otras formulaciones, se seleccionaron para posteriores estudios 

in vivo.  

Con la finalidad de comparar de forma más clara la capacidad de 

retención de las formulaciones de NP elaboradas con diferente 

concentración de tensioactivo, las figuras 50 y 51 muestran reagrupados 

los resultados correspondientes a una dilución 1:100. 
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Figura 42.- NS retenida en las NP con una dilución del 99% en los estudios de liberación 

inmediata realizados con PBS pH 7,4. El corchete agrupa las formulaciones que presentan un 

perfil de liberación sin diferencias estadísticamente significativas. 

 

Los datos que se presentan en la figura 42 ponen en evidencia que 

son las NP sin recubrimiento, las que retienen NS de forma más eficaz 

mostrando además diferencias en función de la concentración de PVA 

empleado en su elaboración. La incorporación de una cubierta, ya sea de 

CS o de CSHA disminuye la capacidad de retención en tampón pH 7,4. 

 

Figura 43.- NS retenida en las NP con una dilución del 99% en los estudios de liberación 

inmediata realizados con agua milliQ. Los corchetes agrupan las formulaciones que presentan 

un perfil de liberación sin diferencias estadísticamente significativas. 
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Cuando el medio de dilución es el agua, las NP sin recubrimiento 

siguen mostrando la mayor capacidad de retención aunque en este caso 

no existen diferencias debidas a la concentración de tensioactivo (figura 

43). Sin embargo, la incorporación de una cubierta de CS de alto peso 

molecular mejora la capacidad de retención de las partículas si se compara 

con el comportamiento observado en tampón pH 7,4. Este efecto se 

puede explicar considerando que la NS es menos soluble en medio acuoso 

a pH ácido (tabla 4) que en el tampón de pH 7,4. Por otra parte, el hecho 

de que solamente el CS de alto peso molecular mantenga mayor 

capacidad de retención en el agua sugiere que factores como el pKa de la 

NS y del CS y/o su solubilidad pH dependiente podría favorecer su 

interacción y retención en el transportador.      

 

.2. Liberación en función del tiempo 

Los dos principales mecanismos de liberación asociados a los 

sistemas elaborados con PLGA son la difusión y la erosión/degradación. 

Normalmente, la velocidad de liberación es controlada inicialmente por el 

mecanismo de difusión mientras que los procesos de erosión/degradación 

controlan la etapa final del periodo de liberación. Además influyen otros 

muchos factores en la velocidad de difusión del fármaco y en la cinética de 

degradación por ejemplo, las interacciones polímero-fármaco, la 

absorción de agua o la porosidad del sistema. Fredenberg (Fredenberg y 

col, 2011) realizó una extensa revisión bibliográfica sobre los mecanismos 

de liberación de fármacos a partir de sistemas de dosificación elaborados 

con PLGA. 

La figura 44 muestra las curvas de disolución de NS a partir de NP y 

NPCS elaboradas con 1% de PVA. Los resultados muestran que una 

dilución próxima al 99% (20 µl de NP en 1,5 ml de PBS pH 7,4), produce 

una liberación instantánea del fármaco y que en condiciones sink a 37° C 

no existen restricciones a la liberación de la NS ni por parte del PLGA ni del 

CS.  
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Figura 44.- NS liberada en los estudios de cesión a partir de las NP elaboradas con una 

concentración de PVA del 1% (NP: azul, NPCS: rojo y NPCSHA: verde). 

 

Los estudios de liberación llevados a cabo con las formulaciones 

elaboradas con 0,25% de PVA y aquellas que incorporaban CSlmw dieron 

lugar a los mismos resultados por lo que no se han incluido. Tan solo las  

NP sin recubrimiento elaboradas con 0,25% de PVA parecen liberar como 

máximo un 80% del fármaco encapsulado durante la primera hora de 

duración del estudio y retener el 20% restante durante las siguientes 24 

horas. 

Aunque la concentración de NP y NS con la que se trabaja en los 

estudios de dilución al 99% es prácticamente igual a la utilizada en los 

estudios de cesión a lo largo del tiempo, el incremento en la liberación de 

fármaco que se ha obtenido en estos últimos podría deberse a la 

temperatura a la que se realiza este estudio, ya que a una temperatura de 

37° C la NS duplica su solubilidad con respecto a la que presenta a 25° C 

(tabla 4).  

Por tanto, cabe concluir que aunque la NS pudiera interaccionar con 

alguno de los componentes de las formulaciones, éstas son débiles y 

0 

20 

40 

60 

80 

100 

120 

0 5 10 15 20 25 30 

%
N

S 
lib

e
ra

d
o

 

tiempo (h) 



 

121 
 

reversibles no constituyendo en ningún caso una limitación para que el 

fármaco se libere y ejerza su efecto farmacológico. 

Los estudios de liberación deben intentar reproducir las condiciones 

que soportará la formulación desarrollada tras su administración. En el 

artículo publicado por Bunjes (Bunjes, 2010) en el año 2010 se pone de 

manifiesto la importancia que tiene, a la hora de diseñar los estudios de 

liberación del fármaco en base a las condiciones que existan en la biofase, 

el saber si la vía de administración causará la dilución de la formulación 

estudiada. Siewert (Siewert y col, 2003) recomienda realizar el estudio de 

liberación en el caso de las soluciones y dispersiones sólidas en 

condiciones non-sink. Hacerlo así contribuye a caracterizar correctamente 

el proceso de liberación del fármaco puesto que este tipo de 

formulaciones a menudo conducen a condiciones de sobresaturación del 

medio. Esta situación está representada por los estudios de liberación 

inmediata realizados con distintas diluciones. En base a los resultados 

obtenidos se puede prever que tras la inyección intraprostática de las NP 

se producirá un depósito con una elevada concentración de NS en el que, 

al menos temporalmente, existirán condiciones non-sink. La hidrólisis que 

tiene lugar en los sistemas elaborados con PLGA se produce mediante la 

escisión de enlaces éster y la posterior disminución del peso molecular y 

se inicia de manera inmediata cuando la formulación se diluye en un 

medio acuoso. No obstante, este es un proceso que tiene lugar en 

periodos de tiempo más largos que los determinados en este trabajo. Uno 

de los factores que contribuye a una rápida liberación es una alta relación 

fármaco-polímero (Huang y Brazel, 2001) que provocaría una elevada 

concentración de NS en la superficie de las NP. Las NP no tienen una gran 

capacidad para difundir en un tejido sólido, por lo que tras la 

administración de la formulación habría un elevado porcentaje de la NS 

encapsulada que permanecerá retenida. Posteriormente, el arrastre que 

el flujo sanguíneo pueda hacer del fármaco inicialmente liberado 

provocará la disolución adicional de la NS que quedaba encapsulada. La 

liberación de la NS bajo condiciones sink unida a la capacidad de las NP 

para retener el fármaco cuando se trabaja con una dilución del 99% (en 

comparación con la más rápida y completa disolución que presentan los 

cristales de NS) sugieren que el proceso de liberación se producirá 
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mediante la difusión de manera progresiva de las moléculas de NS, 

empezando por las más cercanas a la superficie en la matriz polimérica de 

las NP (Wang y col, 2012). Este fenómeno estará controlado 

principalmente por el coeficiente de reparto de la NS en el medio. Por ello, 

tras estudiar su mecanismo de liberación se comprueba que nuestra 

formulación reúne las condiciones necesarias para alcanzar elevadas 

concentraciones de fármaco en la biofase y cumplir así el objetivo 

marcado para este trabajo. 

 

 Estudios de permeabilidad 

.1. Ensayo de Permeabilidad con Membranas Artificiales en 

Paralelo (PAMPA) 

Los estudios de permeabilidad se emplean habitualmente en el 

desarrollo de nuevas moléculas para identificar fármacos candidatos con 

buenas características de permeabilidad. El sistema BCS delimita como 

fármacos Clase I y II (permeables) a aquellas moléculas que presentan una 

absorción superior al 85% o que presentan un coeficiente de 

permeabilidad in vivo superior a 10-4 cm/s. Este valor trasladado a un 

sistema in vitro como es el sistema PAMPA corresponde a coeficientes de 

permeabilidad entorno a 10-5 o 10-6 cm/s. La NS está catalogada como un 

fármaco Clase II y por tanto, con buena permeabilidad. En este sentido, los 

estudios llevados a cabo muestran que la permeabilidad de la NS es buena 

(entre 1 y 1,5 x 10-5 cm/s) e independiente de la concentración del 

fármaco hasta la concentración de 400 µM (figura 45). Meriani (Meriani y 

col, 2004) obtuvo coeficientes de permeabilidad in vitro similares para la 

NS en su forma libre a través de membranas de intestino de rata evertidas 

(1,7x10-3 cm/min, lo que equivale a 2,8x10-5 cm/s). Babu (Babu y col, 2003) 

también estudió el coeficiente de permeabilidad de la NS a través de una 

muestra de piel de rata sin pelo obteniendo un resultado de  3,22x10-2 

cm/h, lo que equivalía a 8,9 x 10-6 cm/s. Por último, Bernareggi y Reinsford 

(Bernareggi y Rainsford, 2005), utilizaron cámaras Ussing obteniendo un 

coeficiente de permeabilidad de NS libre a través de la mucosa de colon 

de conejos de 4,8 x 10-5 cm/s. En todos los casos se obtuvieron valores 
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correspondientes al coeficiente de permeabilidad muy similares a los 

obtenidos en nuestro estudio realizado con el modelo PAMPA. 

 

 

Figura 45.- Permeabilidad de NS en forma libre o encapsulada en NP, NPCS o NPCSHA 

elaboradas con una concentración de PVA del 1%. (Los símbolos y corchetes identifican grupos 

estadísticamente homogéneos). 

 

Sin embargo, cuando la NS se incorpora en NP se observa una 

disminución generalizada de la permeabilidad del fármaco con la 

excepción de la formulación NPCSlmw, ensayada a la mayor 

concentración, que no la modifica (figuras 45 a 47). 

 Para las formulaciones elaboradas con 1% de PVA los valores de los 

coeficientes para cada formulación son: NP (Pe=6,5-8,2 x 10-6 cm/s), NPCS 

(Pe=5,5-7,1 x 10-6 cm/s) y NPCSHA (Pe=4,6-6,0 x 10-6 cm/s). Esta 

disminución no muestra una clara dependencia de la concentración de NP 

en el compartimento donador ni de la presencia del recubrimiento. Sin 

embargo, comparando con las NP, el recubrimiento con CS o HA parece 

reducir, aunque no siempre de forma significativa, la permeabilidad de la 

NS a través de la membrana. 
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Sin embargo, las NP elaboradas con una concentración de PVA del 

0,25% mostraron el menor coeficiente de permeabilidad (figura 54), 

detectándose en este caso, que el recubrimiento sí que supone un 

incremento considerable sobre la permeabilidad de la NS. Como se pudo 

comprobar en los estudios de liberación inmediata y en los realizados en 

condiciones sink, las NP sin recubrimiento y una concentración de PVA del 

0,25% son las que mayor capacidad de retención muestran, lo que 

concuerda con la considerable reducción observada en los estudios de 

permeabilidad PAMPA, independientemente de la concentración de 

partículas en el compartimento donador. 

Con respecto al efecto que las NP tienen sobre la permeabilidad de 

los fármacos encapsulados Nkabinde (Nkabinde y col, 2012) mostró que 

los nanotrasportadores poliméricos poseen un papel restrictivo sobre la 

permeabilidad de fármacos como la isoniazida o la rodamina 6G utilizando 

dos modelos in vitro diferentes (PAMPA y células Caco-2). 

Por el contrario, Vaculikova (Vaculikova y col, 2016) describe un 

incremento de 10 veces en la permeabilidad de un fármaco clase III al 

transformarlo en NP. 

Alves (Alves y col, 2007) desarrolló un gel hidrófilo con 

nanocápsulas de PCL que demostró favorecer la permeabilidad de la NS en 

el estrato córneo hasta capas de la piel más profundas, presentando un 

coeficiente de permeabilidad de 9,42x10-4 cm/h (que equivale a 2,61x10-7 

cm/s), que resultó ser un orden de magnitud menor que el obtenido con 

NS libre en esta memoria. La razón de esta diferencia está probablemente 

relacionada con la restricción que la viscosidad del gel ejerce a la difusión 

y el diferente modelo de membrana. 
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Figura 46.- Permeabilidad de NS en forma libre o encapsulada en NP, NPCS o NPCSHA 
elaboradas con una concentración de PVA del 0,25%. (Los símbolos y corchetes identifican 

grupos estadísticamente homogéneos). 

 

Figura 47.- Permeabilidad de NS en forma libre o unido a NPCSlmw elaboradas con una 
concentración inicial de PVA del 1%. (Los símbolos y corchetes identifican grupos 

estadísticamente homogéneos). 
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En todos los experimentos de permeabilidad se determinaron los 
balances de masas que validaran los resultados obtenidos. La figura 48 
muestra como la NS se encuentra preferentemente en el compartimento 
donador en las NP mientras que pasa al compartimento receptor con 
mayor efectividad en la forma libre.  

 

Figura 48.- Balance de masas para NS en el experimento PAMPA realizado con el fármaco en 

forma libre o unido a NP elaboradas con una concentración de PVA del 1%. (Blanco: Comp. 

Receptor; Negro: Comp. Donador) 

 

Figura 49.- Balance de masas para NS en el experimento PAMPA realizado con el fármaco en 
forma libre o unido a NP de PLGA elaboradas con una concentración inicial de PVA del 0,25%. 

(Blanco: Comp. Receptor; Negro: Comp. Donador) 
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Cabe destacar que la recuperación de NS supera en todos los casos 

el 80% de lo añadido inicialmente. Chen (Chen y col, 2008) mejoró el 

sistema PAMPA (Corning® Gentest™ Precoated PAMPA Plate System) 

empleado tradicionalmente para evitar, entre otros, los problemas de 

adhesión de los componentes utilizados en las formulaciones debido 

fundamentalmente a la afinidad que muestren las NP por el material que 

forma las paredes de los pocillos y la membrana. Estudiaron cómo algunos 

compuestos como la amitriptilina, el ketoconazol o la fenazopiridina 

pueden permanecer unidos al plástico que forma la placa del sistema 

PAMPA o quedar atrapados dentro de la membrana artificial, y cómo con 

el nuevo sistema desarrollado por ellos mismos se consigue reducir hasta 

en un 50% la cantidad de fármaco retenida.  

 

 

Figura 50.- Balance de masas para NS en el experimento PAMPA realizado con el fármaco 

encapsulado en NP de PLGA recubiertas con CSlmw y elaboradas con una concentración inicial 

de PVA del 1%. (Blanco: Comp. Receptor; Negro: Comp. Donador) 

 

Para poder establecer una adecuada comparación entre los 

resultados obtenidos con el fármaco libre y las NP, en la siguiente tabla 

(tabla 35) se recogen las concentraciones (µg/ml) en el equilibrio para 

cada formulación, donde se observa que 7,5, 15 y 25 µl de NP elaboradas 

con una concentración de PVA del 1%, representan concentraciones de NS 

que se encuentran en el mismo rango que las alcanzadas con NS libre 100, 
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200 y 400 µM, respectivamente. Puesto que el porcentaje de NS captada 

por las NP obtenidas con menor concentración de PVA es mayor, las 

concentraciones en el equilibrio también lo son y por ello superan 

ligeramente los valores de referencia con el fármaco en solución. 

 

Tabla 35.- Concentraciones de NS en el equilibrio en el experimento PAMPA (µg/ml) (cursiva) 

realizado con NP con 0,25% de PVA, 1 % de PVA y NS libre y % de dilución alcanzado en 

compartimento donador. 

 

    7,5 µl 15 µl   25 µl 

    Dilución Conc. Eq. Dilución Conc. Eq. Dilución Conc. Eq. 

1% 
PVA 

NP 95 14,77 90 28,1 83,3 49,89 

NPCS 95 14,41 90 28,05 83,3 38,51 

NPCSlmw 95 13,76 90 27,55 83,3 39,51 

NPCSHA 95 13,38 90 23,16 83,3 39,09 

0,25% 
PVA 

NP 95 19,24 90 32,45 83,3 48,49 

NPCS 95 17,42 90 30,11 83,3 45,57 

NPCSHA 95 17,01 90 30,57 83,3 48,8 

 NS 
100 200 400 

 
---------- 11,76 ---------- 23,61 ---------- 40,28 

 

 
 

.2. Ensayo de disolución/permeabilidad 

Los resultados obtenidos con los estudios de dilución inmediata, 

cesión y permeabilidad (PAMPA) no permiten establecer un mecanismo 

claro que caracterice la liberación de la NS desde las NP. Posiblemente, el 

mecanismo de difusión tenga mucha importancia sobre dicho proceso, 

pero puede que no sea el único mecanismo implicado. Para complementar 

la información obtenida con los de dilución inmediata, cesión y 

permeabilidad (PAMPA) se han diseñado estos estudios de disolución 

permeabilidad en los que la NS y/o las NP se han incluido en un 

compartimento donador sin medio de disolución simulando la 

administración intra-prostática. Tras la inyección, éstas estarán en el 

espacio intersticial rodeadas de membranas celulares que el fármaco libre 

puede atravesar por difusión al tratarse de un fármaco clase II. Por ello, en 
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este estudio se evalúa el comportamiento de difusión de la NS a través de 

un modelo de membrana similar al PAMPA pero bajo condiciones 

dinámicas al incorporar un sistema reservorio de recirculación.  

Las muestras tomadas del medio de disolución en el compartimento 

receptor durante la realización de los estudios con el sistema de 

disolución/permeabilidad fueron analizadas para calcular el porcentaje de 

NS que pasaba la barrera situada entre las dos celdas que forman el 

sistema. La figura 51 muestra los resultados de porcentaje de fármaco que 

permea en función del tiempo para cada formulación en los que cabe 

destacar que solo cuando se emplea el fármaco disuelto se supera el 60%. 

 

 

Figura 51.- Resultados obtenidos en el estudio de disolución/permeabilidad con distintas 

formulaciones de NP. 

 

El ajuste de los datos obtenidos a algunos de los modelos cinéticos 

más comunes (orden cero, orden uno, Higuchi, Kormeyer-Peppas, Hixon 

Crowell) y la selección de los que mejor ajuste proporcionaban en cada 
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caso en base al r2 más elevado, considerando la posibilidad de un periodo 

de latencia, se recogen en la tabla 36. 

Cuando la NS se añade en forma de disolución se obtiene un mejor 

ajuste con el modelo de orden 1, algo que cabía esperar si consideramos 

que el único proceso cinético que tiene lugar es la difusión de la NS 

disuelta a través de la membrana en condiciones sink. Comparativamente, 

se observa que no existe un periodo de latencia y que es el proceso más 

rápido con una constante cinética de orden 1 k1 = 0,0044 min-1.  

Cuando se emplean mayores concentraciones de NS en el 

compartimento donador, parte de ésta precipita de forma que el perfil de 

disolución/permeabilidad se modifica. En este caso existen dos procesos 

cinéticos de disolución de la NS y permeabilidad del fármaco disuelto a 

través de la membrana. El primero se puede explicar como una cinética de 

orden 1 considerando la ecuación de Noyes-Whitney con variaciones del 

área superficial debidas a la disolución de los cristales. El segundo es el 

proceso previamente caracterizado con el fármaco disuelto, también de 

orden 1. Sin embargo, el modelo de ajuste óptimo en este caso fue 

Higuchi o Korsmeyer y Peppas. Este último proporciona un valor n=0,65 lo 

que indica que el proceso global respondería a una cinética de difusión 

próxima a la fickiana. Las desviaciones observadas de un proceso de 

difusión puro pueden deberse a la morfología acicular de los cristales de 

NS y/o a la erosión de estos durante el proceso de disolución. 

Cuando se procede al ajuste de las cinéticas obtenidas con las 

formulaciones de NP se detecta que, globalmente, el modelo que mejor 

explica los resultados obtenidos es el de Higuchi si bien, en algunos casos 

la cinética de orden 1 es equiparable a la de Higuchi. Con la finalidad de 

establecer comparaciones homogéneas entre formulaciones, se ha 

considerado el modelo de Higuchi (Higuchi, 1963) como modelo de ajuste 

para las formulaciones de NP a excepción de las NPCS 1% PVA que se han 

ajustado mejor con el modelo de Korsmeyer y Peppas.  En todos los casos, 

excepto con NS disuelta o NS en suspensión, los mejores ajustes 

consideran un periodo de latencia variable entre 30 y 65 min. 
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Tabla 36.- Modelos, ecuaciones  y valores de r2 obtenidos con los mejores ajustes de las curvas 

de permeabilidad/disolución. 

 

 

De los datos obtenidos se deduce que cuando las NP se elaboran 

con 1% de PVA la incorporación de la cubierta no modifica o incluso 

incrementa la velocidad de liberación del fármaco. Teniendo en cuenta 

que los datos cinéticos que describen la permeabilidad de la NS libre a 

través de la membrana aproximadamente duplican (7,53 %/t1/2) la 

pendiente obtenida con las NP con 1% de PVA, se puede considerar que 

las cinéticas obtenidas con éstas responderán a la liberación del fármaco 

de las NP y constituyen la etapa limitante del proceso de permeabilidad. 

Las velocidades de liberación con NP elaboradas con 0,25% de PVA 

se reducen en un 30% aproximadamente respecto a las anteriores, 

excepto las que incorporan HA en la cubierta en las que se alcanzan 

velocidades similares. En estos casos la cinética de orden 1 también 

proporciona buenos ajustes por lo que la liberación obedece a un 

mecanismo mixto o transporte anómalo, en el que influyen, en distinta 

proporción, tanto la difusión según Fick como la relajación/erosión de la 

matriz polimérica, aunque esta última sería de poca importancia. 

Con respecto a las NPCS 1% PVA el ajuste de Korsmeyer y Peppas 

(Korsmeyer y col, 1983) con un exponente n=1,5 se denomina “transporte 

de Supercaso II” y aparece cuando el tiempo de liberación es demasiado 

NS disolución orden 1 y = -0,0044 x + 2,03 0,986

Higuchi  y = 2,5902 x + 1,13 0,978

Korsmeyer-Peppas y = 0,6521 x + 0,12 0,97

NP 1% PVA Higuchi  y = 3,698 x - 20,25 0,978

Korsmeyer-Peppas y = 1,5488 x -2,30 0,987

Higuchi  y = 4,4863 x - 39,24 0,939

NPCSHA 1% PVA Higuchi  y = 3,3327 x - 25,12 0,95

NP 0,25% PVA Higuchi  y = 2,8719 x - 18,88 0,98

orden 1 y = -0,0005 x + 2,02 0,987

Higuchi  y = 2,8125 x - 22,65 0,986

orden 1 y = -0,0009 x + 2,01 0,982

Higuchi  y = 3,9252 x - 25,69 0,983

r2

NPCS 0,25% PVA

NPCSHA 0,25% PVA

NPCS 1% PVA

NS suspensión

Formulación Modelo óptimo Ecuación
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largo (Viseras, 2008). Ello sugiere un proceso de liberación complejo en el 

que además de la difusión observada en los demás sistemas de NP podría 

existir una contribución de otros mecanismos de erosión y/o 

hinchamiento asociados a la exposición de la cubierta de CS. Frisch (Frisch 

y col, 1969) propuso que la cinética de liberación en estos casos era 

resultado de la contribución simultánea de la difusión y la disolución, por 

lo que ni la cinética de primer orden, ni la ecuación de Higuchi, 

proporcionan un ajuste adecuado del perfil de disolución.  

 

 Eficacia terapéutica in vitro 

.1. Cultivos celulares 

En el presente trabajo se evaluó la citotoxicidad in vitro de las 

distintas formulaciones de NP desarrolladas sobre 2 líneas celulares de 

cáncer de próstata (PC3 y DU145) y se comparó con el de la NS libre y las 

NP sin fármaco.  

 

Figura 52.- Viabilidad celular de células DU145 (A) y células PC3 (B) a las 48 h en presencia de 

NPB con una concentración de PVA del 0,25% (n≥3) (media ± de). 

 

En la figura 52, se representan los resultados obtenidos para 

incubaciones de 48 horas realizadas con las 2 líneas celulares estudiadas 

con NP sin fármaco elaboradas con una concentración del 0,25% de PVA. 
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En la figura 53 se muestran los resultados obtenidos al realizar el mismo 

estudio con las NPB elaboradas con mayor porcentaje de PVA. 

 

 

Figura 53.- Viabilidad celular sobre células DU145 (A) y células PC3 (B) a las 48 h en presencia 

de NPB con una concentración de PVA del 1% (n≥6) (media ± de). 

 

En ambos casos se observa que las NP sin NS muestran un efecto 

citotóxico sobre las dos líneas celulares. Éste es dependiente de la 

concentración de partículas y de su composición, siendo también 

evidentes algunas diferencias entre ambas líneas celulares. En células DU 

145 presentaron un mayor efecto citotóxico las NPBCSHA, que redujeron 

el porcentaje de células vivas hasta un 50% aproximadamente, de forma 

independiente a la concentración de PVA empleado en su elaboración. En 

esta línea celular también es destacable una menor viabilidad celular 

cuando la concentración de NPBCS obtenidas con 1% PVA supera 700  

µg/ml. En células PC3 el efecto citotóxico observado es menor aunque la 

viabilidad se reduce hasta el 70% cuando las NP presentaban cubierta de 

CS y/o HA. 

En la figura 54, se representan los resultados obtenidos para 

incubaciones con NP cargadas con NS elaboradas con una concentración 

del 0,25% de PVA y en la 55 los obtenidos para las NP con mayor 

porcentaje de PVA. En todos los casos se muestran como referencia los 
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porcentajes de inhibición de la proliferación celular obtenidos con el 

fármaco en solución. Para facilitar las comparaciones, los volúmenes de 

NP adicionados se han reflejado en las figuras como las concentraciones 

de NS equivalentes. Además, con el propósito de facilitar la discusión la 

tabla 37 muestra las equivalencias numéricas entre los volúmenes de NP 

adicionados al medio de cultivo, las concentraciones totales de NS y NP 

que éstos representan, las diluciones alcanzadas en cada caso y las 

concentraciones aproximadas de fármaco libre que se alcanzarían según 

los resultados obtenidos en los estudios de liberación inmediata. 

 

Tabla 37.- Concentraciones de NS (µM) y NP (µg/ml) en el medio de cultivo, % de dilución 

alcanzado y concentraciones de NS libre obtenidas con NP 1% PVA. 

Vol. NP Conc. NS Dilución 

Conc. NS libre 

extrapoladas 

Conc. NP 

µl µM % µM µg/ml 

10 27,04 98 9,73 99 

20 54,07 96 17,30 196 

40 108,15 92 24,87 385 

80 216,30 84 49,75 741 

160 432,60 68 77,87 1379 

 

 

 

Figura 54.- Viabilidad celular sobre células DU145 (A) células PC3 (B) a las 48 h en presencia de 

NS libre o NP con una concentración inicial de PVA del 0,25% (n≥3) (media ± de). 
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Figura 55.- Viabilidad celular sobre células DU145 (A) y células PC3 (B) a las 48 h en presencia 

de NS libre o NP con una concentración inicial de PVA del 1% (n≥5) (media ± de). 

 

Las comparaciones entre formulaciones se han llevado a cabo con el 

parámetro IC50. Los valores obtenidos para NS libre han sido 139,47 µM y 

90,66 µM para los cultivos realizados con células PC3 y DU145, 

respectivamente. Al analizar los valores de IC50 obtenidos para las 

formulaciones de NP (tabla 38), puede verse que el efecto citotóxico de la 

NS sobre las células DU145 es del mismo orden de magnitud que el del 

fármaco libre cuando se incorpora en NPCSHA y ligeramente inferior en 

NPCS. Las NP que menor efecto citotóxico producen son las recubiertas 

con CSlmw o las que no tienen recubrimiento con 1% de PVA. Por el 

contrario, estas últimas pero elaboradas con 0,25% de PVA aumentan la 

citotoxicidad de NS en un 20% aproximadamente.  

Con respecto a las células PC3, la mayor parte de las formulaciones 

muestran una reducción en el potencial citotóxico de la NS llegando 

incluso a cuadruplicar el valor IC50 de la NS libre, en especial aquellas 

elaboradas con 0,25% de PVA. Solamente las NPCS con 1% PVA 

disminuyen de forma clara este valor (84,31 µM). 

Comparando los resultados obtenidos en ambas líneas celulares se 

observa que las DU145 son más sensibles al efecto de la NS.   
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Tabla 38.- Valores de IC50 (µM) obtenidos en los cultivos celulares para las distintas 

formulaciones de NPNS estudiadas. 

Células %PVA NP NPCS NPCSlmw NPCSHA 

PC3 
1 288,3 84,31 176,69 129,42 

0,25 275,63 609,22 437,86 388,3 

DU145 
1 204,71 116,54 178,76 85,02 

0,25 65,71 125,8 173,52 97,99 

 

El hecho de recubrir con CS las NP elaboradas con un 1% de PVA 

reduce en todos los casos la IC50 obtenida con respecto a las NP sin 

recubrimiento. Este hecho podría explicarse gracias a la capacidad que 

poseen las células cancerosas para capturar con mayor eficacia las NP 

cargadas positivamente mediante la interacción con las proteínas de carga 

negativa presentes en la membrana celular (Park y col, 2010; Kim y col, 

2008). A continuación, las NP quedarían incluidas en el interior de 

vesículas revestidas por una proteína llamada clatrina y entrarían en el 

citoplasma hasta fusionarse con orgánulos celulares como los lisosomas 

donde comenzarán a liberar el fármaco retenido en su interior. Huang 

(Huang y col, 2004) demostró que la cinética que gobierna este proceso 

resultó ser saturable y que el hecho de utilizar un CS con menor peso 

molecular y grado de desacetilación influía negativamente sobre el 

proceso de captación de las NP. Además, los resultados obtenidos en los 

estudios de liberación inmediata mostraron que la capa externa de CS 

facilita la liberación de la NS encapsulada. Por ello, el incremento 

conseguido en el efecto citotóxico observado con NPCS podría deberse a 

una combinación de ambos efectos.  

El tamaño de las NP tiene una gran importancia sobre el mecanismo 

de entrada en las células. De hecho, se ha sugerido que la captación 

mediada por clatrina está limitada para partículas próximas a los 200 nm, 

por lo que las que presenten un tamaño más próximo a los 500 nm, como 

las NPCS elaboradas con una concentración de PVA de 0,25%, necesitarán 

una vía alternativa para ser internalizadas (Rejman y col, 2004). Al igual 

que ocurría en la endocitosis mediada por clatrina, en la mediada por 

caveolina se forman vesículas que incorporan en su interior las NP. La 

diferencia entre ambos procesos es que esta vía es mucho más lenta 
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aunque es cierto que mejora la eficacia terapéutica de las NP al conseguir 

que lleguen directamente al núcleo o al retículo endoplasmático evitando 

orgánulos de degradación como los lisosomas (Kou y col, 2013). Estos 

argumentos indican que el efecto citotóxico de las NPCS con menor 

porcentaje de PVA residual podría aumentar considerablemente si 

prolongamos el estudio realizado obteniendo valores de IC50 menores que 

los presentados para las NP elaboradas con mayor porcentaje de PVA. 

En el caso de las NPCSHA, la presencia del HA que recubre las 

partículas persigue una interacción con los receptores celulares CD44, y 

por tanto una internalización selectiva de las NP mediada por receptores. 

En las figuras 52 y 53 se muestra como las NPBCSHA presentan un efecto 

citotóxico propio, que puede atribuirse a su internalización. Patrawala 

(Patrawala y col, 2006) estudió la presencia de los receptores CD44 en 

células de cáncer de próstata PC3, DU145 y LNCaP siendo indetectables en 

las últimas, apareciendo en el 100% de las células PC3 y en menor medida, 

en las DU145. Huang (Huang y col, 2016) comprobó que las NP de HA que 

habían desarrollado, se unían de manera específica a los receptores CD44 

de las células PC3 consiguiendo una reducción significativa de la 

inflamación del tejido tumoral y una disminución en la actividad tumoral 

de dichas células.  

La figura 56 muestra el efecto citotóxico que se obtiene al añadir de 

forma conjunta a cada pocillo 80 o 160 µl de las distintas formulaciones de 

NPB y NS libre a una concentración de 200 o 400 μM. Se confirmó la 

mayor sensibilidad de las células DU-145 al tratamiento con NS. Los 

porcentajes obtenidos con las NP sin recubrimiento son muy similares a 

los correspondientes a NS libre y muestran un efecto citotóxico superior al 

de las NP cargadas con NS. Los datos más significativos que se muestran 

en la figura 56 se encontraron al combinar las NPBCSHA con el fármaco 

libre, ya que se obtuvo una reducción del efecto citotóxico de la NS de 

entre un 20 y un 40% con respecto al encontrado en los estudios 

realizados con las NPCSHA cargadas con NS. Esto confirma el hecho de que 

la cubierta de HA favorece la entrada en las células del transportador 

polimérico con la NS en su interior. Sin embargo, cuando la NS libre entra 

en contacto con las NP ya formadas podría adsorberse en su superficie 
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limitando la difusión del fármaco libre al interior celular y también la 

internalización de las NP al modificar su superficie evitando así una 

interacción eficaz con los receptores CD44. 

 

 

Figura 56.- Porcentaje de viabilidad celular obtenido con mezclas físicas de NS y NPB 

elaboradas con un 1% de PVA en las células PC-3 y DU-145 después de 48 horas de incubación 

(n ≥ 6) (media ± de). 

Bondi (Bondi y col, 2008) encontró un comportamiento similar al 

estudiar el efecto que tenían las NP sólidas lipídicas cargadas con NS sobre 

células HT29 y SW480 en un intervalo de concentración de 0-200 μM. A 

pesar de que las incubaciones celulares se prolongaron durante 72 h y la 

liberación del fármaco encapsulado fue del 100%, sus resultados 

mostraron que la actividad de la NS encapsulada no era estadísticamente 

diferente o incluso llegaba a ser menor que la que presentaba el fármaco 

libre. Sin embargo, Mukerjee (Mukerjee y col, 2009) investigó el potencial 

terapéutico de la curcumina encapsulada en NP de PLGA sobre las mismas 

líneas celulares de cáncer de próstata empleadas en este trabajo (DU145 y 

PC3), y demostraron que las formulaciones de liberación sostenida tenían 

un valor de IC50 menor al de la curcumina libre en todas las líneas celulares 

estudiadas. Al realizar el mismo estudio con NP no cargadas, no se obtuvo 

efecto citotóxico alguno, si bien es cierto que los volúmenes empleados 

fueron considerablemente menores que los probados en los estudios de 

viabilidad celular que se presentan en este trabajo.  
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La discusión y comparación de los resultados obtenidos en cultivos 

celulares se ha desarrollado considerando las concentraciones de NS 

totales en el medio de cultivo. No obstante, los resultados de los estudios 

de liberación inmediata y los de permeabilidad/disolución han mostrado 

distinta capacidad de retención del fármaco en función de la dilución de 

cada formulación y de su composición. Por tanto, cabe especular con el 

hecho de que, tras añadir las NP al medio de cultivo, la concentración de 

NS libre no será la total y así, el efecto citotóxico obtenido correspondería 

al de los nanotransportadores sin fármaco mas el que hubiera producido 

el fármaco liberado en cada circunstancia. Ello implica que los valores de 

IC50 calculados en cada caso serían mucho menores a los estimados en la 

tabla 38. Por otra parte, y teniendo en cuenta que una parte del fármaco 

continúa encapsulado en condiciones non-sink, podemos suponer que la 

liberación de la NS tras la administración in vivo de las formulaciones de 

NP tendría lugar de forma más progresiva y prolongada en el tiempo con 

respecto al fármaco libre. 

Finalmente, es conveniente comentar que la situación en el medio 

de cultivo es mucho más compleja que una simple dilución en un medio 

acuoso del mismo pH debido a la presencia de células y suero fetal bovino, 

que muy probablemente tienen capacidad para fijar fármaco y desplazar 

los equilibrios en el sentido de una mayor cesión de NS al medio. 

 

.2. Estudios cualitativos de captación celular in vitro 

Los resultados obtenidos en los cultivos celulares han demostrado 

que las NP interactúan con las células dando lugar a un efecto citotóxico 

per se e incrementando el efecto citotóxico de la NS sobre ellas. Con 

objeto de explicar con más detalle el mecanismo que sigue dicho proceso 

se ha recurrido a la microscopía confocal. Para ello es necesario marcar las 

NP con algún compuesto fluorescente, que sirva como trazador del 

destino de las NP, como por ejemplo, la cumarina (CUM). 
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 Método analítico para la determinación de CUM 

Para poder realizar una correcta caracterización de las NP cargadas 

con CUM es necesario seleccionar un método analítico que permita 

cuantificar el compuesto fluorescente. Para ello se obtuvieron dos rectas 

de calibrado, una mediante espectrofotometría UV-Visible a 461,5 nm 

(figura 57) en el intervalo de concentración 1 a 5 µg/ml y otra mediante 

espectrofotometría por fluorescencia con λemisión: 504 nm y λexcitación: 460 

nm (figura 58) en el intervalo 5-25 ng/ml. 

 

 

Figura 57.- Recta de calibrado CUM por espectrofotometría UV-Visible en agua: 

diclorometano: acetonitrilo(1:1:8) (461,5 nm). 

 

Ambos métodos son válidos para realizar una correcta 

caracterización de las distintas formulaciones de NP cargadas con CUM, 

pero la decisión de utilizar uno u otro vendrá dada por las concentraciones 

con las que se trabaje en cada estudio, es decir, la recta obtenida en la 

calibración realizada mediante espectrofotometría UV-Visible se utilizará 

para concentraciones de CUM mayores, y la recta obtenida por 

espectrofotometría por fluorescencia, para las más bajas. 
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Figura 58.- Recta de calibrado CUM por espectrofluorimetría en agua: 

diclorometano:acetonitrilo (1:1:8) (emisión: 504 nm, excitación: 460 nm). 

 

En este caso la validación de los dos métodos analíticos utilizados se 

ha realizado analizando la linealidad para poder determinar de forma 

cuantitativa la presencia del compuesto fluorescente en las NP a pesar de 

las diluciones utilizadas. Las tablas 39 y 40 muestran los resultados 

estadísticos del estudio. Los valores obtenidos de R2 indican que con 

ambos métodos se pueden obtener resultados de absorbancia o 

fluorescencia fiables. 
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Tabla 39.- Resultados estadísticos del estudio de linealidad de la espectrofotometría realizada 

a 230 nm con CUM. 

Regresión Simple – Absorbancia vs. Concentración 
Variable dependiente: Col_3 

Variable independiente: Col_4 

Lineal: Y = a + b*X 

 

Coeficientes 

 Mínimos Cuadrados Estándar Estadístico  

Parámetro Estimado Error T Valor-P 

Intercepto -0,022625 0,00620401 -3,64684 0,0018 

Pendiente 0,030085 0,000374116 80,4163 0,0000 

 

Análisis de Varianza 

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 

Modelo 0,905107 1 0,905107 6466,78 0,0000 

Residuo 0,00251932 18 0,000139962   

Total (Corr.) 0,907627 19    

 

Coeficiente de Correlación = 0,998611 

R-cuadrada = 99,7224 porciento 

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 99,707 porciento 

Error estándar del est. = 0,0118306 

Error absoluto medio = 0,008615 

 

 

 

 

Tabla 40.- Resultados estadísticos del estudio de linealidad de la espectrofluorimetría 

(emisión: 504 nm, excitación: 460 nm). 

Regresión Simple - Fluorescencia vs. Concentración (B) 
Variable dependiente: Col_1 

Variable independiente: Col_2 

Lineal: Y = a + b*X 

 

Coeficientes 

 Mínimos Cuadrados Estándar Estadístico  

Parámetro Estimado Error T Valor-P 

Intercepto 2,25924 4,39777 0,513724 0,6128 

Pendiente 3,88417 0,264153 14,7042 0,0000 

 

Análisis de Varianza 

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 

Modelo 18104,1 1 18104,1 216,21 0,0000 

Residuo 1758,38 21 83,7323   

Total (Corr.) 19862,5 22    

 

Coeficiente de Correlación = 0,954711 

R-cuadrada = 91,1472 porciento 

R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 90,7257 porciento 

Error estándar del est. = 9,15054 

Error absoluto medio = 6,64551 

 

. 

 

 



 

143 
 

 Eficacia de encapsulación 

El grado de encapsulación de la CUM en las NP (%) se calculó 

utilizando el método espectrofotométrico (UV-Visible) para valorar las 

cantidades de fármaco presentes en las suspensiones de NP y las 

presentes en los sobrenadantes. Los métodos y ecuaciones para obtener 

los distintos valores de concentración fueron los mismos que los utilizados 

para valorar la captación de NS por las NP (Apartado III, Sección 2.3.5).  

 

Tabla 41.- Porcentajes de captación y recuperación (datos medios y d.e.) correspondientes 

a las formulaciones de CUM elaboradas con un 0,25% de PVA. 

 Captación 1 % Captación 2 % Recuperación % 
 media de media de media de 
NPCUM 87,42 2,95 90,10 0,84 102,67 12,79 
NPCSCUM 78,29 7,93 91,04 1,83 102,66 9,53 
NPCSHACUM 74,95 2,01 91,16 0,21 104,25 3,34 

 

Como puede verse en la tabla 41, el porcentaje de captación es en 

todos los casos superior al 74% y el proceso de resuspensión de las 

muestras mediante ultrasonidos solo supone la pérdida de entre un 9 y un 

10% de la CUM captada por las NP. El porcentaje de recuperación de la 

CUM fue del 100% para todas las formulaciones estudiadas. De esta forma 

se comprueba que las NP son capaces de captar el compuesto 

fluorescente que servirá para su identificación en los estudios realizados 

con el microscopio confocal. Se asume un rendimiento del proceso similar 

al obtenido con las NPNS, al no modificar los métodos de elaboración ni 

las cantidades de polímero ni polisacáridos de recubrimiento utilizadas.  

 

 Tamaño de partícula 

Las tres formulaciones estudiadas mostraron distribuciones 

similares, correspondientes a poblaciones monodispersas de tamaños de 

partícula. 
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Tabla 42.- Tamaños de NP 0,25% PVA (nm) cargadas con CUM (datos medios y d.e.). 

  NPCUM NPCSCUM NPCSHACUM 
  media de media de media de 
mv 378,5 19,7 408,5 21 457,7 51,4 
de 130,8 24,3 133,4 22,5 166,5 29,3 
10% 230,1 5,4 238,8 8,1 239,5 2 
50% 317,3 52,9 359,4 2,8 390,6 6 
90% 521,3 143,4 599,5 21,4 731 132 
Span 0,96 0,54 1,0 0,09 1,25 0,32 

 

Las distribuciones de tamaños de partícula de las distintas 

formulaciones de NP elaboradas con CUM coinciden en más de un 97% 

con las obtenidas para las NP cargadas con NS. Esto indica que los 

hallazgos asociados al empleo de estas formulaciones serán extrapolables 

y permitirán explicar las interacciones entre las células y las NP cargadas 

con NS. 

 

 Estudios de liberación en función del tiempo 

Para la realización del estudio de cesión de CUM a lo largo del 

tiempo (24 y 48 horas) en condiciones sink, fue necesario utilizar la 

espectrofotometría por fluorescencia como método analítico por tratarse 

de concentraciones considerablemente inferiores a las analizadas en el 

estudio de captación. 

 

Tabla 43.- Porcentajes de CUM liberada después de 24 y 48 horas a 37° C en condiciones 

sink con NP 0,25% PVA. 

 Media 24H D.E. 24H Media 48H D.E. 48H 
NPCUM 6,7 1,575 8,2 1,628 
NPCSCUM 9,5 3,643 9,8 1,529 
NPCSHACUM 9,8 3,393 9,1 4,457 

 

 

El porcentaje de CUM liberado después de 48 horas es, en todos los 

casos, inferior al 10% del total, lo que asegura que la señal fluorescente 

que se observa en los estudios realizados con el microscopio confocal 
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procederá de las NP. Win y Feng (Wing y Feng, 2005) elaboraron NP de 

PLGA cargadas con 6-cumarina con las que comprobaron cómo, al realizar 

el estudio de liberación con PBS pH 7,4 a 37°C con agitación durante 24 

horas, se obtuvo una cantidad máxima liberada de CUM del 3,75% con 

respecto a la cantidad captada por las partículas. Además, para descartar 

la posibilidad de que ese pequeño porcentaje de CUM liberada al medio 

sea captado por las células causando un incremento en la señal de 

fluorescencia emitida, estos mismos autores comprobaron que la CUM 

libre no puede ser internalizada directamente por las células (Caco-2). 

 

 Microscopía confocal 

Para estudiar de manera cualitativa la captación de las NP por las 

células PC3 o DU145 se observaron con el microscopio confocal los 

cultivos realizados con ambas líneas celulares y NP marcadas con CUM.  

 

     

Figura 59.- Imagenes obtenidas mediante microscopía confocal (A, C: overlay) (B, D: Hoechst). 

Cultivos utilizados como control de células PC3 (A, B) y DU145 (C, D). 

 

En la figura 59 (B, D) se observan las células PC3 y DU145 marcadas 

con el colorante Hoechst, el cual se excita a 350 nm de luz ultravioleta 

produciendo una fluorescencia azul cuando se encuentra unido al ADN. 

Esta tinción permite diferenciar los núcleos de las células. En las otras dos 

imágenes (A, C) se pueden apreciar también los citoplasmas de las dos 

líneas celulares estudiadas gracias a la superposición de las imágenes en 

blanco y negro y las obtenidas con el láser azul de emisión a 405 nm que 

se utiliza para poder observar la tinción de los núcleos con el agente 

A B C D
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intercalante del ADN. En las imágenes obtenidas con el laser verde de 

emisión a 488 nm no se observó ningún compuesto que pudiera interferir 

con las NP cargadas con CUM. 

 

 

Figura 60.- Imagenes obtenidas mediante microscopía confocal de cultivos de células PC3 con 

40 (A, B, E, F, I, J) y 80 µl (C, D, G, H, K, L) de NPCSHACUM elaboradas con 0,25% de PVA 

durante 2 h (A-D), 4 h (E-H) y 48 h (I-L). 

 

Se estudió la adición de 40 y 80 µl de NPCSHACUM elaboradas con 

una concentración de PVA del 0,25% a cultivos de células PC3 y DU145. El 

volumen de los pocillos de las placas utilizadas en el microscopio confocal 

duplicó el utilizado en las empleadas para realizar el ensayo MTT con 

cultivos celulares, por lo que las concentraciones de NP utilizadas para 

observar los cultivos en el microscopio confocal se corresponden con las 

investigadas con 20 y 40 µl en el estudio de viabilidad celular.  
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Figura 61.- Imagenes obtenidas mediante microscopía confocal en cultivos de células DU145 

con 40 (A, B, E, F, I, J) y 80 µl (C, D, G, H, K, L) de NPCSHACUM elaboradas con 0,25% de PVA 

durante 2 h (A-D), 4 h (E-H) y 48 h (I-L). 

 

Ni en el caso de las PC3 ni en el de las DU145 se observaron 

diferencias en las imágenes entre los dos volúmenes de NP estudiados. 

Por otro lado, sí se observaron diferencias en la captación de los 

nanotransportadores en cada línea celular, siendo esta mayor en el caso 

de las PC3 que en el de las DU145. A pesar de todo, y como ya se 

comprobó al calcular la IC50 de la NS libre, las DU145  presentan una 

mayor sensibilidad al compuesto que las PC3, por lo que un descenso en la 

captación de las NP no implica una reducción directa en el efecto 

citotóxico de las mismas. Estudios recientes publicados por Korang-

Yeboah (Korang-Yeboah y col, 2015) confirmó que la captación de NP de 

policaprolactona y maltodextrina por líneas celulares de cáncer de 

próstata se incrementaba de manera proporcional a la agresividad y 

tumorigénesis que presentasen dichas células, de forma que las PC3 
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fueron las que mostraron una mayor internalización, seguidas de las 

DU145 y las LNCaP. Si además se tiene en cuenta el hecho de que las PC3 

son la línea celular que más receptores CD44 expresa en su superficie 

(Patrawala y col, 2006), se puede explicar fácilmente el hecho de que sean 

éstas las que presenten mayor porcentaje de captación para las 

NPCSHACUM. 

 

 

Figura 62.- Imagenes obtenidas mediante microscopía confocal en cultivos de células PC3 con 

80 µl de NPCUM 0,25% PVA (A, B, E, F, I, J) y 80 µl de NPCSCUM 0,25% PVA (C, D, G, H, K, L) 

durante 2 h (A-D), 4 h (E-H) y 48 h (I-L). 

 

Al no obtener diferencias entre los dos volúmenes de NP estudiados 

con las NPCSHACUM, se decidió repetir el ensayo con las formulaciones de 

NPCUM y NPCS únicamente con el mayor de los volúmenes empleados, 80 

µl. Como ya se explicó en el estudio de viabilidad celular, las NPCS de 

mayor tamaño obtenidas con una menor concentración de PVA, se 

internalizan en las células mediante un proceso de endocitosis mediado 
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por la proteína caveolina, el cual resultó ser un  proceso más lento que el 

mediado con clatrina. Es por esto que, incluso después de 48 horas, 

podemos ver NPCSCUM adheridas a la superficie celular. Al comparar 

estas imágenes con las obtenidas al realizar el tratamiento con NPCUM 

puede verse como no hay una gran diferencia en cuanto a la 

internalización de ambas NP durante las dos primeras horas. Sin embargo, 

el proceso de internalización de las NP sin recubrimiento es mucho más 

rápido que el de las NPCS y por ello la IC50 obtenida en los estudios MTT es 

considerablemente menor en el caso de las primeras. 

 

 

Figura 63.- Imagenes obtenidas mediante microscopía confocal en cultivos de células DU145 

con 80 µl de NPCUM 0,25% PVA (A, B, E, F, I, J) y 80 µl de NPCSCUM 0,25% PVA (C, D, G, H, K, L) 

durante 2 h (A-D), 4 h (E-H) y 48 h (I-L). 

En el caso de las células DU145 tratadas durante 48 horas con 

NPCUM, pudo apreciarse un incremento en la intensidad de la 

fluorescencia alrededor de las partículas con respecto a lo observado en la 

muestra anterior tomada a las 4 horas. A diferencia de los agregados que 
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forman las NP cuando se unen a la superficie celular, las estructuras que 

aparecen en la imagen tienen una forma más alargada que puede estar 

relacionado con un problema de contaminación del cultivo por 

Mycoplasmas (Rottem y col, 2012). 

En las imágenes en las que se muestra la tinción azul de los núcleos 

con el agente intercalante del ADN y en las que las NP se encuentran 

pegadas a la superficie celular, se observa que los nanotransportadores 

también aparecen teñidos de color azul. Para comprobar si se trataba de 

una interferencia causada por el espectro de emisión de la CUM, se 

observaron al microscopio confocal con las mismas longitudes de onda 

empleadas en las imágenes 60 a 63, a modo de ejemplo, las NPCSHACUM. 

 

 

Figura 64.- (A y B) Imágenes obtenidas mediante microscopía confocal de NPCSHACUM y (C) 

espectros de emisión (líneas contínuas) y absorción (líneas discontínuas) de CUM (rojo) y 

colorante Hoechst (azul). 
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Como puede verse en la figura 64 (A y B), las zonas con mayor 

concentración de NPCSHACUM pueden verse con la coloración azul 

características del colorante Hoechst. La explicación se encuentra al 

observar los espectros de emisión de ambos compuestos que tienen sus 

máximos en longitudes de onda muy similares (500 nm para la CUM y 507 

para el colorante Hoechst) (Korang-Yeboah y col, 2012). Tras observar al 

microscopio confocal una muestra de NPBCSHA la cual se había incubado 

previamente con Hoechst durante 15 minutos, se comprobó que ninguno 

de los componentes de las NP se teñía con el colorante. 

 

 Citometría de flujo 

Para estudiar de manera cuantitativa la captación celular de las NP y 

confirmar los resultados obtenidos con el microscopio confocal, se 

analizaron mediante citometría de flujo los cultivos realizados con células 

PC3 y DU145 con NP elaboradas con una concentración de PVA del 0,25%. 

En primer lugar, se comprobó que la señal de fluorescencia emitida 

de manera endógena por cualquiera de las células estudiadas fuese nula o 

muy baja (3,47 para PC3 y 2,53 para DU145). 

 

 

Figura 65.- Histogramas correspondientes a la fluorescencia basal obtenida en células PC3 (A) y 

DU145 (B). 
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Figura 66.- Histogramas correspondientes a la fluorescencia obtenida en el estudio por 

citometría de flujo realizado con células PC3 tratadas con 40 µl (A, C y E) y 80 µl de 

NPCSHACUM 0,25% PVA (B, D y F) durante 2 h (A y B), 4 h (C y D) y 48 h (E y F). 
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Figura 67.- Histogramas correspondientes a la fluorescencia obtenida en el estudio por 

citometría de flujo realizado con células DU145 tratadas con 40 µl (A, C y E) y 80 µl de 

NPCSHACUM 0,25% PVA (B, D y F) durante 2 h (A y B), 4 h (C y D) y 48 h (E y F). 

 

Después de analizar los datos correspondientes a la fluorescencia 

emitida por las células tratadas con NPCSHACUM, se puede observar 

cómo, durante las dos primeras horas del estudio, no existe diferencia 

entre los dos volúmenes de NP estudiados, pero sí se confirma el hecho de 

que las células PC3 tengan una mayor capacidad para internalizar los 

nanotransportadores desarrollados en este trabajo. Pasadas 4 y 48 horas, 

el volumen de formulación añadido a los cultivos empieza a generar 

diferencias entre los datos de captación obtenidos, incrementándose de 

manera proporcional al volumen añadido. Huang (Huang y col, 2014) 



 

154 
 

valoró la captación que dos líneas celulares (MCF-7 y MDA-MB-231) que 

sobreexpresan el receptor CD44 mostraban para dos formulaciones de NP 

de PLGA cargadas con CUM, incorporando una de ellas HA en su 

composición. La captación de ambas formulaciones fue en todos los casos 

superior a la de la CUM libre pero se incrementó considerablemente en el 

caso de las células MDA-MB-231 tratadas con las NP con HA. Como podría 

ocurrir con las células PC3, se confirmó la participación del receptor CD44 

en el proceso de internalización de estas partículas al comprobar la 

reducción de la fluorescencia intracelular obtenida mediante un estudio 

competitivo en el que se añadió al cultivo HA libre junto con la 

formulación de NP. 

 

Figura 68.- Valores de fluorescencia media por célula para cultivos PC3 (azul) y DU145 (verde) 

con NPCSHA. 

 

Los resultados obtenidos con las formulaciones de NPCSCUM y 

NPCUM sin recubrimiento no pueden compararse directamente con los 

obtenidos con las NPCSHACUM. En estas últimas, la señal obtenida se 

corresponde con las NP internalizadas por las células, pero en el caso de 

las NPCUM y NPCSCUM, y a pesar de los sucesivos lavados que se hicieron 

con PBS antes de realizar el estudio por citometría de flujo, las NP 
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permanecieron unidas a la membrana contribuyendo a incrementar la 

señal de fluorescencia real de las células PC3 y DU145. Esto también causó 

un incremento en la densidad del cultivo celular dificultando el recuento 

de células realizado por el citómetro y generando resultados que impiden 

analizar correctamente el proceso de internalización de las NPCUM y 

NPCSCUM en las células estudiadas. No obstante, otros autores como 

Wang (Wang y col, 2013) estudiaron las diferencias de captación entre dos 

formulaciones de PLGA cargadas con 6-cumarina estando una de ellas 

cubierta por CS. Para descartar la señal emitida por las NP adheridas a la 

superficie celular fue necesario lavar varias veces los cultivos con PBS 

antes de medir la fluorescencia en el citómetro. Finalmente se comprobó 

que el hecho de recubrir las NP con CS incrementaba la captación y 

favorecía el transporte de las partículas al interior de la célula. 
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Figura 69.- Histogramas correspondientes a la fluorescencia obtenida en el estudio por 

citometría de flujo realizado con células PC3 tratadas con 80 µl de NP 0,25% PVA (A, C y E) y 80 

µl de NPCS 0,25% PVA (B, D y F) durante 2 h (A y B), 4 h (C y D) y 48 h (E y F). 

A B

C D

E F
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Figura 70.- Histogramas correspondientes a la fluorescencia obtenida en el estudio por 

citometría de flujo realizado con células DU145 tratadas con 80 µl de NP 0,25% PVA (A, C y E) y 

80 µl de NPCS 0,25% PVA (B, D y F) durante 2 h (A y B), 4 h (C y D) y 48 h (E y F). 

A B

C D

E F
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Figura 71.- Valores de fluorescencia media por célula para cultivos PC3 (azul) y DU145 (verde) 

con NP y NPCS. 

 

 Estudios farmacocinéticos 

En los estudios farmacocinéticos se han empleado 2 vías de 

administración que permitiesen la caracterización farmacocinética de la 

formulación de NP con NS seleccionada para su administración intra-

prostática. Para ello, se desarrolló y validó una técnica analítica HPLC que 

permitiera cuantificar NS en un volumen de plasma reducido compatible 

con la realización de estudios farmacocinéticos en ratas en régimen de 

dosis única.  

 

.1. Validación del método HPLC para determinar NS en plasma 

de rata 

La figura 72 muestra la recta de calibración obtenida con los 

patrones de NS en fase móvil. 
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Figura 72.- Curva de calibración de NS con estándar externo. 
 

 

La figura 73 recoge varios cromatogramas que representan plasma 

blanco, y una muestra problema con una concentración calculada de 0,90 

μg/ml para NS. 

 
 

 
 

Figura 73.- Cromatogramas de NS en plasma: A) plasma blanco y B) plasma problema. 
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Los cromatogramas muestran la ausencia de picos de interferencia 

(A) y los correspondientes a NS  y su principal metabolito en plasma, la 4-

OHNS (B), que eluyen a 11  y 4,8 minutos, respectivamente presentes solo 

en la muestra problema. La asignación de este pico al metabolito se ha 

realizado mediante el análisis de la bibliografía (Bernareggi and Reinsford, 

2005). 

 

Las tablas 44 a 46 recogen los datos relacionados con la validación 

del método HPLC empleando como referencia la curva de calibración de 

estándar externo. 
 

 

Tabla 44.- Datos del ensayo de validación: Linealidad, recuperación y precisión intra e interdía 

 

Cantidad NS 

añadida (ng) 

Cantidad NS 

hallada (media ± 

d.e.) 

% Recuperación 
Intra-día 

% DTR 

Inter-día 

% DTR 

25 26,2±3,0 105.0 8 11 

50 45,8±4,7 91.6 6 10 

100 95,1±9,7 95.1 11 10 

500 482,1±27,2 96.4 3 6 

1000 951,6±39,7 95.2 5 4 

2000 2059,2±55,7 103.0 2 3 

 

 

Tabla 45.- Datos del ensayo de validación: Controles (n=5) 

 

Concentracion 

µg/ml 

Conc. detectada 

µg/ml 

% Exactitud 

media 

Precisión 

% DTR 

0,075 0,074±0,006 -1 8 

0,200 0,192±0,017 -4 9 

0,600 0,587±0,053 -2 9 

1,5 1,534±0,154 2 10 
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Tabla 46.- Datos del ensayo de validación: robustez (n=3) 

 

 Concentración teórica 

añadida 

µg/ml 

Conc. detectada 

µg/ml 

% Exactitud 

media 
% DTR 

 

Dilución 1/5 

 

5 

7,5 

10 

4,80±0,64 

7,50±0,11 

9,88±0,54 

-4,1 

0,1 

-1,2 

13 

1 

5 

 

20 µl V.iny. 

 

5 

7,5 

10 

4,84±0,40 

7,40±0,29 

9,71±1,20 

-3,1 

-1,4 

-2,9 

8 

4 

12 

50 µl plasma 

20 µl V. iny. 

5 

7,5 

10 

4,79±0,60 

6,56±1,38 

10,04±0,83 

-4,2 

-12,6 

0,4 

12 

18 

8 

 

 

En todos los casos se encuentran porcentajes de recuperación, 

exactitud y reproducibilidad generalmente inferiores al 10% y en ningún 

caso superiores al 20% por lo que se considera un método adecuado para 

la determinación de NS en plasma de rata. Con respecto a la robustez se 

han ensayado condiciones de dilución de la muestra 1:5 o procesamiento 

e inyección de un volumen de plasma y de inyección reducidos,  a la mitad 

y a una quinta parte, respectivamente. Estas condiciones pretenden 

establecer la validez del método en el caso de la administración bolus IV 

en la que se produce una variación de las concentraciones en un amplio 

rango, siendo el límite superior de la curva de calibración 2 μg/ml, por lo 

que procediendo de cualquiera de estas maneras se evitan 

extrapolaciones fuera del intervalo de calibración. 

 

 

 

 

 

 



 

162 
 

 Administración intravenosa IV 

La figura 74 muestra el perfil farmacocinético obtenido tras la 

administración IV de 1 mg/kg de NS en disolución a ratas Wistar.  

 

 

Figura 74.- Concentraciones de (A) NS (μg/ml) y (B) OH-NS (eq. μg/ml) en plasma de rata tras 

administración IV de 1mg/kg en solución. (media ± e.e.m.) n=5. 

 

 Los perfiles farmacocinéticos muestran una disminución de la 

concentración de forma monoexponencial, compatible con un modelo 

monocompartimental tal y como se ha descrito por otros autores 

(Bernareggi y Rainsford, 2005). Es destacable la presencia de un intervalo 

de tiempo entre los 240 y los 600 minutos en el que las concentraciones 

plasmáticas de NS son superiores a lo que cabría esperar considerando el 

ajuste lineal de las concentraciones en una curva semi-logarítmica. Ello 

podría estar justificado por la presencia de un ciclo enterohepático ya que 

la NS se elimina fundamentalmente por metabolismo hepático 

(Bernareggi and Rainsford, 2005). El principal metabolito de la NS 

detectado en plasma de rata es el 4-OHNS. Por ello, el pico identificado en 

plasma a los 4,8 min se ha atribuido a este metabolito. Su perfil 

farmacocinético (figura 74B) muestra una curva ascendente hasta los 480 

minutos donde se alcanza la máxima concentración, coincidiendo con el 
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intervalo en el que se ha identificado un potencial ciclo enterohepático. 

Las concentraciones de 4-OHNS se sitúan en un orden de magnitud 10 

veces inferior a las del fármaco patrón asumiendo que el coeficiente de 

extinción molar fuera el mismo que el de la NS. Por ello, sus 

concentraciones se identifican como concentraciones equivalentes a NS. 

El análisis farmacocinético no compartimental de las curvas dio lugar a los 

parámetros mostrados en la tabla 49.  

 

Tabla 47.- Parámetros farmacocinéticos no compartimentales que caracterizan las curvas 

plasmáticas IV de NS y 4-OHNS. 

 

 

La disposición de la NS determinada en este estudio corrobora 

datos publicados con anterioridad en ratas (Bernareggi and Rainsford, 

2005). Se observa que el tiempo de muestreo empleado en el 

experimento es adecuado para caracterizar la farmacocinética IV de NS ya 

que el % AUC extrapolada es en promedio 9%. Sin embargo, el análisis de 

la curva de OHNS requeriría prolongar el experimento ya que se extrapola 

un 34% el AUC. En las condiciones del estudio se observa que la velocidad 

Parámetro unidades media d.e.

keNS min-1
0,0017 0,0006

t1/2NS min 448,79 150,11

AUC0
t
NS μg min/ml 3873,41 442,61

AUC0
inf

NS μg min/ml 4260,00 606,35

Vd ml/kg 157,11 28,07

VdSS ml/kg 103,13 16,69

Cl ml/min Kg 0,239 0,034

MRT min 435,34 65,74

keOHNS min-1
0,0009 0,0005

t1/2OHNS min 958,62 511,26

AUC0
t
OHNS μg min/ml 708,91 318,32

AUC0
inf

OHNS μg min/ml 1077,76 546,03

MRT min 589,69 95,12

Cmax μg/ml 0,709 0,03

tmax min 480 0
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de eliminación del metabolito es aproximadamente la mitad que la del 

fármaco patrón y que su correspondiente AUC0
1440 representa un 18% de 

la de NS. 

 

 Administración intraprostática de la solución de NS (IPrS) 

La figura 75 muestra el perfil farmacocinético obtenido tras la 

administración IPr de 1 mg/kg de NS en disolución a ratas Wistar. 

 

 

Figura 75.- Concentraciones de (A) NS (μg/ml) y (B) OH-NS (eq. μg/ml) en plasma de rata tras 

administración IPr de 1mg/kg en solución. (media ± e.e.m.) n=5. Las concentraciones en 

algunos animales han sido normalizadas a la dosis mencionada. 

 

Los perfiles farmacocinéticos muestran una curva extravascular con 

tres máximos, el primero a 240 minutos, el segundo a 420 minutos y un 

tercero a 540 minutos, todos relativamente próximos en concentración 

(3,5, 2,2 y 2,8 μg/ml, respectivamente). Estos picos secundarios sugieren, 

como ocurría tras la administración IV, la existencia de un ciclo 

enterohepático por los motivos ya discutidos anteriormente, si bien este 

parece tener una mayor entidad tras administrar por esta vía. El perfil 

farmacocinético del metabolito muestra también más de un máximo, a 90 
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y 540 minutos entre 0,3 y 0,4 μg/ml, caracterizándose el primero por una 

amplia variabilidad que supera el 100%. Las concentraciones de 4-OHNS se 

sitúan nuevamente en un orden de magnitud 10 veces inferior a las del 

fármaco patrón. El análisis farmacocinético no compartimental de las 

curvas dio lugar a los parámetros mostrados en la tabla 48.  

 

Tabla 48.- Parámetros farmacocinéticos no compartimentales que caracterizan las curvas 

plasmáticas IPrS de NS y 4-OHNS. 

 

 

Los parámetros de disposición de la NS tras administración 

intraprostática son muy similares a los estimados tras la administración IV. 

Ello es lógico si consideramos que se trata de un fármaco que atraviesa 

barreras biológicas con facilidad (BCS clase II) y que la próstata en la rata 

es una glándula con buena perfusión sanguínea (aproximadamente 1/12 

de la del riñón; 28 ml/100 g/min) (Gatenbeck y col, 1987). Se observa que 

el tiempo de muestreo empleado en el experimento es adecuado para 

Parámetro unidades media d.e.

keNS min
-1

0,0017 0,0006

t1/2NS min 437,91 130,76

AUC0
t
NS μg min/ml 3247,19 413,00

AUC0
inf

NS μg min/ml 3709,22 591,40

Vd ml/kg 139,63 40,40

Cl ml/min Kg 0,222 0,003

MRT min 566,57 76,01

Cmax μg/ml 3,50 1,74

tmax min 240 0

F 0,82 0,13

keOHNS min-1
0,0010 0,0001

t1/2OHNS min 677,05 86,87

AUC0
t
OHNS μg min/ml 473,78 120,81

AUC0
inf

OHNS μg min/ml 829,20 358,28

MRT min 861,21 73,19

Cmax μg/ml 0,388 0,148

tmax min 540 0
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caracterizar la farmacocinética IPr de NS ya que el % AUC extrapolada es 

en promedio 12%. Sin embargo, el análisis de la curva de 4-OHNS 

requeriría prolongar el experimento ya que se extrapola más de un 40% el 

AUC. En las condiciones del estudio también se observa que la velocidad 

de eliminación del metabolito es aproximadamente la mitad que la del 

fármaco patrón y que su correspondiente AUC0
1800 representa un 15% de 

la de NS. La biodisponibilidad en magnitud indica una absorción casi 

completa (0,82±0,13) como se ha descrito para la vía oral y la comparación 

de los valores de tiempo medio de residencia (MRT) tras administración 

de una solución por vía IV e IPr permite estimar un tiempo medio de 

absorción (MAT) igual a 132 minutos que correspondería en un modelo 

monocompartimental a una ka=0,0075 min-1. Sin embargo, estas 

afirmaciones deben ser interpretadas con precaución ya que la inyección 

IPr podría dar lugar a una precipitación de parte de la NS por la elevada 

concentración de la solución y la posible difusión tisular del etanol que 

actúa como cosolvente en la formulación. En este caso el valor estimado 

para MAT correspondería al tiempo medio de entrada (MIT) y para 

conocer la ka sería necesario conocer el tiempo medio de disolución 

(MDT) in vivo. 

 

 Administración intraprostática de las NP (IPrNP) 

La figura 76 muestra el perfil farmacocinético obtenido tras la 

administración IPr de 1 mg/kg de NS en NP elaboradas a partir de PLGA 

empleando 0,25% de PVA a ratas Wistar. 
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Figura 76.- Concentraciones de (A) NS (μg/ml) y (B) 4-OHNS (eq. μg/ml) en plasma de rata tras 

administración IPr de 1mg/kg en NP 0,25% PVA. (media ± e.e.m.) n=5. Las concentraciones en 

algunos animales han sido normalizadas a la dosis mencionada. 

 

Los perfiles farmacocinéticos muestran una curva extravascular con 

un solo máximo a 480 minutos de concentración 2,42 μg/ml. El perfil 

farmacocinético del metabolito muestra también un solo máximo al 

mismo tiempo, en el que alcanza una concentración de 0,5 μg/ml. En esta 

ocasión las concentraciones de 4-OHNS se sitúan algo por encima de lo 

observado en los dos experimentos anteriores (18% frente al 10%) con 

respecto a la NS. El análisis farmacocinético no compartimental de las 

curvas dio lugar a los parámetros mostrados en la tabla 49.  
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 Tabla 49.- Parámetros farmacocinéticos no compartimentales que caracterizan las curvas 

plasmáticas IPrNP 0,25% PVA de NS y OH-NS. 

 

 

 

Los parámetros de disposición de la NS tras administración 

intraprostática han variado de forma significativa respecto a la 

administración IV. La constante de eliminación disminuye hasta un 70% 

del valor de referencia  pero mantiene su variabilidad alrededor del 35%. 

La eliminación del metabolito sigue mostrando una constante de 

velocidad que es la mitad de la de NS. Se observa que el tiempo de 

muestreo empleado en el experimento es adecuado para caracterizar la 

farmacocinética IPr de NP 0,25% PVA ya que el % AUC extrapolada es en 

promedio 14%. Sin embargo, el análisis de la curva de 4-OHNS requeriría 

prolongar el experimento ya que se extrapola más de un 40% el AUC. No 

obstante, a este respecto es necesario tener en cuenta que la 

Parámetro unidades media d.e.

keNS min
-1

0,0012 0,0004

t1/2NS min 596,81 162,90

AUC0
t
NS μg min/ml 2447,51 838,48

AUC0
inf

NS μg min/ml 2835,23 787,80

Vd ml/kg 203,94 70,47

Cl ml/min Kg 0,234 0,025

MRT min 670,14 118,34

Cmax μg/ml 2,42 1,15

tmax min 480 0

F 0,66 0,16

keOHNS min-1
0,0006 0,0002

t1/2OHNS min 1316,49 376,14

AUC0
t
OHNS μg min/ml 672,80 171,42

AUC0
inf

OHNS μg min/ml 1177,33 336,16

MRT min 1061,23 254,22

Cmax μg/ml 0,5 0,27

tmax min 480 0
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biodisponibilidad absoluta promedio fue de 0,66±0,16 por lo que habría 

todavía una parte importante de la dosis pendiente de absorberse que 

podría modificar las estimaciones de los parámetros farmacocinéticos. El 

AUC0
1900 correspondiente al metabolito aumenta hasta un 27% de la de 

NS, lo que sugiere una mayor exposición al mismo por acumulación más 

que por aumento de su producción ya que la constante de velocidad de 

eliminación de NS se reduce y proporcionalmente la de su metabolito. La 

comparación de los valores MRT tras administración de la solución por vía 

IV y las NP 0,25% PVA IPr permite estimar un MIT igual a 235 minutos, 

aproximadamente 100 minutos mayor que el estimado con la 

administración IPr de la solución. Por tanto, se puede predecir que el TMD 

in vivo de las NP a nivel prostático estará próximo a ese valor de 1,5 horas.  

La biodisponibilidad absoluta promedio observada y corregida con las 

diferencias de constante de velocidad de eliminación se vería reducida a 

un valor de 0,46. Por otra parte, aunque debido a la variabilidad que el 

sustrato biológico aporta a los parámetros farmacocinéticos de 

disposición es difícil obtener diferencias con significancia estadística, los 

valores de Cmax y tmax asociados a las NP son menores y más largos, 

respectivamente que los obtenidos con la disolución. Ello sugiere que las 

NP modulan la cantidad y la velocidad con la que la NS accede al torrente 

circulatorio y consigue mantener el fármaco a nivel de la glándula durante 

intervalos de tiempo más largos.  
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V. Conclusiones 

Como se indicó previamente, el objetivo de este trabajo de 

investigación era obtener sistemas de NP poliméricas cargadas con NS 

destinadas a la administración intraprostática para su aplicación 

terapéutica. Para conseguirlo se plantearon una serie de estudios y de los 

resultados obtenidos se pueden extraer las siguientes conclusiones: 

1.- Es viable la obtención de NP cargadas con NS a partir de PLGA 

utilizando el método de evaporación del disolvente. Así mismo, es 

posible dotarlas de una cubierta o varias cubiertas empleando 

polisacáridos contra-iónicos como el CS o el HA.  

2.- Las condiciones experimentales empleadas dan lugar a NP esféricas, 

aparentemente no porosas, que en todos los casos muestran tamaños 

medios de partícula en volumen inferiores a 0,7 µm. 

3.- La concentración de PVA empleada en la elaboración de NP 

condiciona su tamaño de modo que, aquellas elaboradas con una 

concentración del 1%, presentaron un tamaño medio próximo a 290 

nm. La adición de CS de alto y bajo peso molecular lo incrementó hasta 

320 y 300 nm, respectivamente. Por el contrario, la incorporación 

posterior de HA, produjo una compactación en la estructura de la 

cubierta y una reducción en su tamaño hasta recuperar el tamaño 

inicial. 

4.- La reducción de la concentración de PVA al 0,25% produjo un 

aumento del tamaño de partícula hasta 430 nm, tamaño que se ve 

incrementado en 15 y 25 nm aproximadamente al incorporar CS de 

bajo y alto peso molecular, respectivamente. La adición de HA  también  

incrementa el tamaño hasta los 560 nm.  

5.- La captación de NS en las NP es superior al 80% en todos los casos si 

bien, se observa un incremento próximo al 7% cuando se reduce la 

concentración de PVA al 0,25%. Además, las formulaciones definitivas 

evaluadas garantizan que más del 98% del fármaco inicialmente 

incorporado permanece encapsulado. 
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6.- La caracterización físico-química de los nanotransportadores 

muestra que la NS esta esencialmente dispersa a nivel molecular en la 

matriz polimérica y que las potenciales interacciones entre el fármaco y 

los excipientes son de naturaleza débil. 

7.- Los estudios de liberación inmediata constatan una diferente 

capacidad de retención del fármaco en función de la composición de 

las NP, siendo las elaboradas con 0,25% de PVA sin recubrimiento las 

más eficaces. 

8.- Los estudios de liberación demuestran que la NS se libera en su 

totalidad y de forma rápida de las NP en condiciones sink sin que 

ninguno de los componentes de las mismas afecte dicho 

comportamiento.  

9.- Según los estudios de permeabilidad a través de membrana artificial 

(PAMPA), la permeabilidad de la NS se reduce tras su incorporación en 

las NP de modo general, aunque son las NP elaboradas con 0,25% de 

PVA las que presentan un efecto más acusado.  

10.- Las cinéticas combinadas de disolución/permeabilidad empleando 

condiciones non sink en el compartimento donador confirman que la 

encapsulación de la NS en las NP modula su liberación y que son las NP 

obtenidas con 0,25% PVA sin recubrimiento las mas eficaces. 

11.- Los estudios de citotoxicidad in vitro en células de cáncer de 

próstata PC3 y DU145, demuestran una mayor sensibilidad de la línea 

DU145 al fármaco libre con IC50 próximas a 90 µM. También se 

demuestra la citotoxicidad de las NP sin NS, especialmente las que 

incorporan HA en su superficie, en células DU145. En todos los casos se 

obtiene un efecto inhibitorio de la proliferación celular con las NP, 

aunque este es de distinta magnitud. 

12.- La combinación de la microscopía confocal y la citometría de flujo 

han permitido comprobar que la presencia de HA en la superficie de las 

NP favorece de forma específica su internalización en las células 

tumorales posiblemente debido a una interacción con receptores 

CD44. 
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13.- Se ha desarrollado y validado una técnica analítica HPLC para la 

determinación de NS en plasma aplicable a la realización de estudios 

farmacocinéticos en ratas a dosis terapéuticas con volúmenes de 

muestra reducidos a 100 µl. 

14.- La administración intraprostática de NS en solución a ratas wistar 

no modifica los parámetros farmacocinéticos que caracterizan el 

proceso de disposición.  

15.-La administración intraprostática de NS en NP elaboradas con 

0,25% de PVA y sin recubrimiento han reducido la biodisponibilidad del 

fármaco en magnitud y en velocidad, reteniendo una mayor fracción de 

la dosis en el punto de inyección. 

16.- Como conclusión general, las NP evaluadas representan una 

herramienta potencial para la administración intratumoral de fármacos 

a nivel prostático, que  además de modular la liberación de la molécula 

encapsulada, permiten localizar ésta de forma selectiva en el interior 

de las células tumorales, lo que podría suponer una alternativa eficaz a 

los tratamientos actuales para cáncer de próstata. 
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