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RESUMEN

Con los avances tecnoldgicos en los ultimos afos, las nanoparticulas han demostrado
poseer un enorme potencial para su aplicacion clinica. Los sistemas lipidicos son los
de uso méas extendido debido a que presentan propiedades Optimas de
biocompatibilidad y biodegradabilidad. Los liposomas fueron los primeros en ser
utilizados como sistemas de administracion de diferentes tipos de sustancias activas y
son los mas conocidos, pero actualmente existen otros tipos mas avanzados como las
nanoparticulas solidas lipidicas (SLN), los transportadores lipidicos nanoestructurados
(NLC) y los conjugados de un lipido y un farmaco (LDC). Las nuevas generaciones de
nanoparticulas lipidicas se han ido desarrollando como respuesta a los problemas

detectados en las estudiadas anteriormente.

Existen numerosos métodos de preparacion de nanoparticulas lipidicas entre los
cuales se debe seleccionar el mas adecuado para cada caso. Por ello, en este trabajo
se recogen las ventajas e inconvenientes de los principales métodos. Las
nanoparticulas lipidicas son estructuras coloidales complejas que requieren métodos
especializados para su caracterizacion fisica y estructural, por lo que también se

describen los principales parAmetros a medir.

Las caracteristicas de los diferentes tipos de nanoparticulas lipidicas les han permitido
ser utilizadas como sistemas de administracion de sustancias activas tales como
farmacos poco solubles, péptidos y proteinas y acidos nucleicos, ademas de
aplicaciones cosméticas. Se trata de una estrategia en continuo desarrollo, ya que la
formulacion de nanoparticulas lipidicas ha abierto nuevos horizontes para desarrollar
estrategias innovadoras para la administracion de sustancias activas que, hasta ahora,
a pesar de su conocida actividad terapéutica, no habian encontrado un sistema de

administracién adecuado.
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1. INTRODUCCION

1.1 Nanotecnologia, nanomedicina y nanoterapia

La nanotecnologia es la ciencia que interviene en el disefio, la produccion y el empleo
de estructuras y objetos que se encuentran dentro de la escala nanométrica (1). Este
tipo de tecnologia se esta aplicando en una amplia gama de productos entre los que

se encuentran productos médicos, alimentos y cosméticos (2).

La aplicacion de la nanotecnologia en las ciencias de la salud se denomina
nanomedicina, y es una de las ramas de la nanotecnologia con mas proyeccion debido
a sus importantes aplicaciones, especialmente diagnosticas y terapéuticas. Su objetivo
principal es el desarrollo de herramientas para diagnosticar, prevenir y tratar
enfermedades cuando estan todavia en estados poco avanzados o en el inicio de su
desarrollo. La nanomedicina agrupa tres areas principales: el nanodiagnéstico, la

liberacién controlada de sustancias activas (nanoterapia) y la medicina regenerativa.

Dentro de estas areas, la nanoterapia pretende dirigir nanosistemas activos que
contengan elementos de reconocimiento para actuar o transportar y liberar moléculas
activas exclusivamente en las células o tejidos afectados, con el fin de conseguir un
tratamiento mas efectivo, minimizando los efectos secundarios (3). Por lo tanto, en
este campo la nanotecnologia se centra en el desarrollo de diferentes tipos de
nanoparticulas con las que se busca (4): mejorar la biodisponibilidad de farmacos poco
solubles en agua, dirigir las sustancias activas especificamente a determinadas células
o tejidos, favorecer el transporte transcelular a través de barreras epiteliales y
endoteliales, permitir el acceso de macromoléculas (proteinas, acidos nucleicos) a
lugares de accion intracelulares, desarrollar estrategias de administracién conjunta de
dos 0 mas sustancias activas, combinar la administracion de agentes terapéuticos con
sistemas de imagen para diagndstico (hanoteragnosis), y realizar una lectura a tiempo

real de la eficacia in vivo de un agente terapéutico.

1.2 Tipos de nanoparticulas

Se pueden diferenciar dos grandes grupos de nanoparticulas: inorganicas y organicas.

Las nanoparticulas inorganicas se obtienen normalmente mediante la precipitaciéon de
sales inorganicas, que estan unidas a una matriz; entre ellas se encuentran los puntos
cuanticos (del inglés, quantum dots), las nanoparticulas magnéticas y las

nanoparticulas de oro.

Las nanoparticulas orgénicas pueden estar compuestas por diferentes tipos de
moléculas, diferenciandose principalmente los sistemas poliméricos y los sistemas

lipidicos. Una propiedad destacable de las nanoparticulas organicas, en general, es su



capacidad para cargar sustancias activas, ya sea por conjugacion en la superficie o en
el nicleo o por encapsulacién fisica. Esta propiedad las convierte en sistemas

atractivos para la administracion de farmacos y aplicaciones biomédicas (5).

La aplicacion clinica de los sistemas poliméricos sigue siendo limitada, debido al coste
de produccién y de las materias primas, y a la toxicidad que presentan en el organismo
los productos de degradacion de los polimeros y los solventes utilizados en la
fabricacion de estas nanoparticulas (6). Como alternativa, los sistemas lipidicos estan
compuestos por lipidos similares a los que se encuentran en el organismo humano de
manera fisiologica, lo que hace que sean bien tolerados, y, de hecho, la mayoria de

ellos estan aprobados para su utilizacion en medicamentos de uso humano (7).

1.2.1 Sistemas lipidicos

Los sistemas lipidicos se pueden subdividir en sistemas vesiculares (liposomas),
nanoemulsiones o nanoparticulas lipidicas. Las diferencias estructurales de estos

sistemas se recogen en la figura 1.

Liposoma Nanoemulsién Nanoparticula lipidica

lipido o lipido
solido +

_ liquido

bicapa monocapa

lipidica lipidica
Figura 1. Esquema general de la estructura de los sistemas lipidicos: liposomas, nanoemulsiones
y nanoparticulas lipidicas.

1.2.1.1 Liposomas

Los liposomas son vesiculas compuestas por bicapas lipidicas concéntricas
(compuestas principalmente por fosfolipidos naturales o sintéticos) que rodean un
ndcleo acuoso. Se puede formar un liposoma en una variedad de tamafios y nimero
de bicapas (8). Los liposomas unilaminares son liposomas formados por una Unica
bicapa lipidica de pequefias o grandes dimensiones, mientras que los plurilaminares
estan formados por varias bicapas. Los liposomas se han estudiado ampliamente
como sistemas de administracion de farmacos debido a sus capacidades Unicas para
encapsular agentes terapéuticos tanto hidrofilos como hidréfobos con alta eficiencia, y
proteger los farmacos encapsulados de agentes externos. Ademdas, se pueden
funcionalizar con ligandos especificos que pueden dirigirse a células, tejidos y érganos

de interés, y es posible recubrirlos con polimeros inertes y biocompatibles como el



polietilenglicol (PEG), prolongando a su vez la vida media de la circulacion de los
liposomas in vivo. Doxil fue la primera formulacién de farmaco liposomal aprobada por
la Administracion de Alimentos y Medicamentos de EEUU (del inglés, Food and Drug
Administration, FDA) para el tratamiento del sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA) asociado con el sarcoma de Kaposi en 1995. Esta formulacion consiste en
doxorrubicina (un farmaco quimioterapéutico anticancerigeno) en liposomas
compuestos de fosfatidilcolina de soja hidrogenada, colesterol y fosfoetanolamina
PEGilada. Doxil permiti6 aumentar drasticamente la vida media de circulacién de

doxorrubicina mejorando la disposicion del farmaco en el tejido tumoral (9).

1.2.1.2 Nanoemulsiones

Las nanoemulsiones (NE) son dispersiones de aceite en agua (O/W) o agua en aceite
(W/O) con un diametro medio de gota de unos 100 nm. Para obtenerlas dos liquidos
inmiscibles son estabilizados con uno o varios agentes tensioactivos apropiados. Las
nanoemulsiones estan formadas por goticulas de pequefio tamafio y, por lo tanto, se
caracterizan por una mayor superficie relativa con respecto a otras formulaciones y por
una estabilidad fisica a largo plazo, porque el pequefio tamafio de las gotas evita los
fendmenos de desestabilizacion como la coalescencia, la formacién de cremas y la
sedimentacion. Pueden utilizarse para resolver problemas de solubilidad y/o
estabilidad de las moléculas activas (oxidacion, pH, hidrélisis y degradacion enzimatica

a nivel de la mucosa, en condiciones fisioldgicas) (10).

1.2.1.3 Nanoparticulas lipidicas

Las nanoparticulas lipidicas se han desarrollado como alternativa a los liposomas y las
nanoemulsiones, aprovechando también sus ventajas, ya que estdn compuestas por
lipidos bien tolerados, son capaces de proteger las sustancias activas y permiten una
liberacion sostenida (11). Ademds, las nanoparticulas lipidicas presentan otras
ventajas como la alta capacidad de carga de sustancias activas, la posibilidad de
administrarlas a través de diferentes vias, su mayor estabilidad a largo plazo y la
opcion de liofilizarlas, esterilizarlas y fabricarlas mediante procesos facilmente
escalables del laboratorio a la industria (12,13). Por todo ello, las nanoparticulas
lipidicas han demostrado ser una opcion interesante como sistemas de administracién
de diferentes tipos de sustancias activas, por ejemplo, farmacos poco solubles,

péptidos y proteinas o acidos nucleicos.



2. OBJETIVOS

El principal objetivo de este trabajo es hacer una revision bibliografica sobre aspectos
tecnolégicos relacionados con la sintesis y caracterizacion de nanoparticulas lipidicas
y sus posibles aplicaciones terapéuticas como sistemas de administracion de
sustancias activas. Para ello, se plantean los siguientes subobjetivos:

- Describir la clasificacién de las nanoparticulas lipidicas, su composicién vy
caracteristicas fisico-quimicas.

- Detallar los principales métodos de preparacion de las nanoparticulas lipidicas.

- Resumir las técnicas y métodos de caracterizacion de las nanoparticulas
lipidicas.

- Profundizar en las aplicaciones terapéuticas de las nanoparticulas lipidicas.

3. DESARROLLO

3.1 Metodologia

Para la consecucién de los objetivos presentados, se ha realizado una busqueda de
informaciéon a modo de revision bibliografica en bases de datos (PubMed, Web of
Science, Google Scholar) de articulos cientificos, capitulos de libros o libros, que
contengan informacion contrastada sobre sintesis, composicion, caracterizacion y
posibles aplicaciones de nanoparticulas lipidicas. En la busqueda bibliografica se han
incluido los términos SLN (Solid Lipid Nanoparticles o Nanoparticulas Sdlidas
Lipidicas), NLC (Nanostructured Lipid Carriers o transportadores lipidicos
nanoestructurados) y LDC (Lipid Drug Conjugates o nanoparticulas de conjugados de
lipido-farmaco). Se ha realizado una restriccion idiomatica ya que sélo han sido

seleccionados los articulos escritos en inglés y espafiol.

3.2 Nanoparticulas lipidicas: clasificacion y composicién

Las nanoparticulas lipidicas son particulas cuyo tamafio se puede encontrar en el
rango de 50-1000 nm, aunque generalmente presentan un tamafo de 150-300 nm,
cuya matriz esta formada por lipidos sélidos o0 mezclas de lipidos soélidos y liquidos

(14) en las que se pueden incorporar sustancias activas.

Las nanoparticulas lipidicas pueden obtenerse de nanoemulsiones de aceite en agua,
donde el lipido liquido de las gotas de aceite se reemplaza por un lipido sélido a
temperatura corporal. Como consecuencia, las nanoparticulas lipidicas permanecen
sélidas tras su administracién. Esto significa que, al igual que las particulas
poliméricas, contienen una matriz que permite controlar la liberacion. Ademas, la

matriz puede proteger a los activos quimicamente labiles contra la degradacion (15).



3.2.1 Clasificacion

Las nanoparticulas lipidicas se clasifican en nanoparticulas solidas lipidicas (SLN),
transportadores lipidicos nanoestructurados (NLC) y nanoparticulas de conjugados de
lipido-farmaco (LDC) (16). En la figura 2 se recoge un esquema con la estructura
general de los diferentes tipos de nanoparticulas lipidicas.

Las SLN son particulas esféricas en el rango de los nanémetros, formadas por un
nucleo o matriz lipidica sélida rodeada de una capa de tensioactivos. Ese nucleo sélido
aporta gran estabilidad a estas nanopatrticulas, y, de hecho, desde su desarrollo en los
afios 90, muchos grupos han evaluado su eficacia como sistemas de administracion
de diferentes tipos de moléculas activas (por ejemplo, farmacos poco solubles,
péptidos, proteinas o &cidos nucleicos) (8,17-19).

Imperfecto (tipo 1) Multiple (tipo 1) Amorfo (tioe 1l

_h /. %\ { \ o Siare
LN S

L|p|do sdlido MNanccompartimento L|p|do sdlido
cristalino de aceite amorfo

Sistemas de administracion lipidicos nanoestructurados (NLC)

M Cadena
M lipidica

Lipido
solido

MNanoparticulas lipidicas Conjugados de un lipido
sdlidas (SLN) y un farmaco({LDC)

Figura 2. Estructura general de los diferentes tipos de nanoparticulas lipidicas. Imagen adaptada a
partir de (14,20)

Sin embargo, las SLN presentan ciertas limitaciones, principalmente la baja capacidad
de carga de farmacos y la expulsion del farmaco durante el almacenamiento. La
capacidad de carga depende de la solubilidad del farmaco en el lipido sélido y de la
estructura y el estado polimérfico de la matriz lipidica. Las moléculas activas deben
disolverse en el lipido fundido antes de la formacién de particulas, y una concentracion
de farmaco demasiado alta en la masa fundida puede conducir a la expulsién
inmediata del farmaco durante el posterior proceso de enfriamiento. Ademas,
contienen matrices de cristales perfectos que no pueden acomodar grandes
cantidades de farmaco y, cambios en la estructura cristalina durante el
almacenamiento pueden provocar la expulsion del farmaco (21). Para superar estas
limitaciones, se han desarrollado los NLC, cuya matriz estd compuesta por mezclas

de lipidos liquidos vy lipidos sélidos a temperatura ambiente, mejorando la capacidad



de carga de sustancias activas y minimizando su expulsion durante el almacenamiento
(22). Dependiendo de la composicion de las matrices lipidicas, se distinguen tres
modelos morfolégicos de NLC (23):

- NLC tipo | o imperfecto. Consiste en una matriz desordenada con muchos
espacios que puede acomodar mas cantidad de sustancia activa en grupos
amorfos. Esta matriz se obtiene mezclando lipidos liquidos y lipidos sélidos,
compuestos por acidos grasos de longitudes de cadena muy diferentes. Sin
embargo, aunque en este tipo de NLC la expulsion del farmaco se reduce con
respecto a la que tiene lugar con las SLN, todavia existe cierta expulsién, ya
que durante la transicion del estado fundido al sélido, tiene lugar la
cristalizacion del lipido.

- NLC tipo Il o multiple. Para evitar la expulsion de farmacos liposolubles, se
usan altas concentraciones de aceites, siendo el lipido sélido fundido y el
aceite miscibles a alta temperatura. Durante el proceso de enfriamiento el
aceite precipita en forma de nanocompartimentos en la matriz de lipido sélido,
donde el farmaco presenta una mejor disposicion. Este tipo de NLC ofrece
ventajas como una alta eficiencia de encapsulacién de sustancias activas, la
liberacion controlada y la minimizacion de la expulsion de las mismas.

- NLC tipo lll o amorfo. Para la sintesis de este tipo de NLC se seleccionan
lipidos especificos como el miristato de isopropilo o el adipato de dibutilo, que
forman particulas solidas pero no cristaliza, dando lugar a una matriz lipidica en
un estado amorfo homogéneo. Esto reduce notablemente la expulsion del

farmaco.

Los LDC son los sistemas de nanoparticulas basadas en lipidos mas aceptados para
la administracion de farmacos hidréfilos, ya que mejoran la capacidad de carga de este
tipo de sustancias activas respecto a las SLN y los NLC. En los LDC los farmacos
hidrofilos se conjugan primero con los componentes lipidicos mediante la unién
covalente entre un grupo amino o un grupo hidroxilo del farmaco y grupos carboxilo del
nucleo lipidico para obtener un complejo lipofilico (24). Los LDC estan atrayendo cada
vez mas atencion, especialmente en el campo de las aplicaciones biomédicas y
farmacéuticas, ya que su tecnologia representa un nuevo y prometedor enfoque para
extender el uso de farmacos hidréfilos de alta potencia con un bajo indice terapéutico
(25).

3.2.2 Composicion

La composicion de SLN, NLC y LDC consiste normalmente en lipidos (sélidos y/o

liquidos), tensioactivos, cotensioactivos, sustancias activas y agua. Los lipidos deben

6



ser biodegradables, no toxicos y generalmente reconocidos como seguros (GRAS).
Ademas, las propiedades fisicoquimicas de los lipidos y los tensioactivos determinan
las caracteristicas de las nanoparticulas (via de administracién, tamafio de las
particulas, liberacion de las sustancias activas, estabilidad de almacenamiento). Otros
ingredientes importantes son: modificadores de la carga superficial, crioprotectores,
disolventes miscibles en agua, moléculas con propiedades de enmascaramiento,

contraiones y conservantes.

Las sales orgéanicas y los polimeros i6nicos se emplean como contraiones en la
formulacion de nanoparticulas lipidicas para superar el desafio de encapsular
sustancias activas solubles en agua. Los modificadores de superficie son otros
excipientes utilizados para reducir al minimo su absorcion fagocitica por los
macroéfagos en el sistema reticuloendotelial. Las particulas se recubren con polimeros
hidrofilos (por ejemplo, PEG) para aumentar el tiempo de residencia de las sustancias
activas en la circulacion sistémica. La modificacion de la superficie ofrece ventajas
como mayor estabilidad fisica y biocompatibilidad, distribucion de las sustancias
activas especificamente en tejidos o células diana, mayor transporte a través del
epitelio (23).

Los tensioactivos utilizados incluyen lipidos de membrana como lecitinas, sales biliares
como taurocolato de sodio y no iénicos biocompatibles como los copolimeros de éxido
de etileno/éxido de propileno. La concentracion de tensioactivo afecta notablemente al
tamafo de las nanoparticulas lipidicas. En general, se ha observado que cuando se
elige una relacion tensioactivo/lipido mas alta los tamafos de las particulas son mas
pequefios. La disminucidén de la concentracion de tensioactivo da lugar a un aumento

del tamafio de particula durante el almacenamiento (26).

3.2.2.1 Composicion de las SLN

Las SLN estan formadas por una combinacién de lipidos sélidos a temperatura

ambiente, tensioactivos o surfactantes y agua.
Entre los lipidos sélidos mas utilizados para la preparacion de SLN se encuentran:

- Compritol ATO 888 y Plecirol ATO 5. EI Compritol o behenato de glicerol
presenta una cadena de &cidos grasos mas larga que el Precirol o
palmitoestearato de glicerol (22C frente a 16C-18C), por lo que requiere mas
tiempo para que se produzca su cristalizacion. Esta degradacion de su
estructura es reversible en las condiciones de almacenamiento estudiadas (5

semanas almacenadas a 50°C). Ambas sustancias son ampliamente utilizadas



como bases glicéricas para la preparacion de SLN debido a varias ventajas
como la estabilidad y el efecto de liberacion sostenida (27).

- Monoestearato de glicerina (GMS) y monooleato de glicerina (GMO). El
punto de fusion de GMS es de 50-55°C, mientras que el de GMO es de 35-
45°C. La eficiencia de encapsulacion de sustancias activas del GMS es mayor
que la del GMO (28). Ambos agentes se preparan mediante el proceso de
esterificacion que aumenta la absorcion linfatica de los glicéridos (29).

- Acidos grasos. El 4cido tetradecanoico, el acido esteérico y el acido palmitico
se utilizan para la preparacion de SLN. El acido estearico muestra la mayor
eficiencia de encapsulacién debido a que presenta una mayor longitud en su
cadena de acidos grasos (30).

- Alcoholes grasos. Los alcoholes grasos utilizados para la preparacion de SLN
son alcohol cetilico y alcohol estearilico. Estos elementos son metabolizados
por la deshidrogenasa de alcoholes grasos (FADH) presente en el higado (31).

- Cera. La manteca de cacao, el palmitato de cetilo y la cera de abeja se utilizan
principalmente para la preparacion de SLN. La manteca de cacao muestra un
caracter mas lipofilico y una mayor tasa de liberacion de sustancias activas
frente a la cera de abeja. El palmitato de cetilo muestra mejor estabilidad,
menor toxicidad in vitro y mejor tasa de degradacion in vitro que el compritol y

los glicéridos (32).

Algunos de los tensioactivos utilizados habitualmente en la formulacién de SLN son:

Poloxamer 188 o 407, Tween 20 o 80, Span 20, alcohol polivinilico (PVA), lecitina.

3.2.2.2 Composicion de los NLC

El componente principal de los NLC son los lipidos (liquidos y sélidos), que controlan
la capacidad de carga de las sustancias activas, y prolongan la accién y la estabilidad
de las formulaciones. Los lipidos sélidos utilizados suelen ser los mismos que se
utilizan en la preparacion de SLN, como por ejemplo Compritol ATO 888 o Precitol
ATO 5. Algunos ejemplos de lipidos liquidos son los triglicéridos caprilicos/capricos
(8C/10C), la vitamina E y sus derivados (TOS, TPGS), los monoacilgliceroles, la
lecitina de soja, el escualeno y el acido oleico (33). Los lipidos condicionan el tipo de
NLC formulado (imperfecto, multiple o amorfo). La solubilidad o el coeficiente de
reparto de las sustancias activas en el lipido son los mejores criterios para elegir un
lipido adecuado. La solubilidad de las sustancias activas en los lipidos en estado

liquido afecta a la carga de la sustancia activa y a la eficiencia de encapsulacion.



El tipo y las concentraciones del surfactante influyen sobre la calidad y la eficacia de
los NLC, ya que la toxicidad, la estabilidad fisica y la cristalinidad de los NLC estan
muy influenciadas por la eleccion del surfactante. Los tensioactivos utilizados son los
mismos que se utilizan en la preparaciéon de SLN, como por ejemplo Tween 20 o
Poloxamer 188. Son elegidos en funcion de la ruta de administracion, el valor del
balance hidrofilico-lipofilico (HLB), el efecto sobre el tamafio de las particulas y la
modificacion de los lipidos. La modificacion de los tensioactivos controla la miscibilidad

de los componentes quimicos en los NLC y, en consecuencia, la estabilidad (23).

3.2.2.3 Composiciéon de las LDC

Los LDC estan formados principalmente por lipidos, surfactantes y solventes. Existen
diferentes estrategias de conjugacion con los farmacos hidréfilos en funcion del lipido

utilizado para ello (34):

- Acidos grasos. Los &cidos grasos contienen una cadena hidrocarbonada y un
acido carboxilico reactivo. La estrategia utilizada habitualmente es conjugar el
extremo carboxilico del lipido con un grupo hidroxilo o amina del farmaco para
formar un enlace estable de éster o amida. Algunos ejemplos de este tipo son
el 4cido docosahexaenoico, el 4cido esteérico y el &cido palmitico.

- Esteroides. El colesterol y los derivados del acido colico son esteroides que
han sido conjugados con farmacos. El grupo hidroxilo unido al anillo de los
esteroides es el principal lugar de conjugacion en la mayoria de los estudios. El
acido cdlico es otro esteroide utilizado en forma de acido ursodesoxicélico
(UDCA) y acido litocdlico (LCA). EI UDCA, a diferencia del colesterol, tiene tres
grupos hidroxilos disponibles para la conjugacion, de los cuales el mas utilizado
como sitio de conjugacién ha sido normalmente el grupo hidroxilo mas alejado.

- Glicéridos. Los triglicéridos (TG) se forman al combinar glicerol con tres
moléculas de &cidos grasos a través de enlaces tipo éster. Se ha desarrollado
una estrategia para reemplazar uno de estos grupos de acilo graso,
generalmente en la posicién 2, por un farmaco para aprovechar las vias de
metabolismo de los TG, como la via de desacilacidon-reacilacion de los TG. Los
farmacos conjugados con glicéridos aprovechan la via de transporte linfatico
para mejorar la absorcion de farmaco y potenciar la focalizacion linfatica.

- Fosfolipidos. Hay dos estrategias de conjugacion de un farmaco con un
fosfolipido: la unién en el grupo fosfato o la unién en la posicion 2 de la cadena

del glicerol.



3.3 Principales métodos de preparacion de nanoparticulas lipidicas

El método de preparacion debe ser seleccionado valorando pardmetros como las

propiedades fisicoquimicas de las sustancias activas, la estabilidad fisica, quimica y

biolégica de las sustancias activas, las caracteristicas deseadas de la nanoformulacién

final, la viabilidad de la produccion y los factores econémicos, entre otros.

Los métodos utilizados para la preparacion de nanoparticulas lipidicas se dividen, a

grandes rasgos, en tres categorias principales: métodos de alta energia, métodos de

baja energia y otros métodos que no dependen de la intensidad de energia (figura 3).

[ Métodos de preparacion ]

]

[

Métodos de alta
energia

l

—

Homogeneizacion a
alta presion

Homogeneizacion

Métodos de baja ‘
energia
I

[

Precipitacion de
nanoparticulas de
sistemas homogéneos

de alto rendimiento |

Ultrasonicacion

Electrospray

i

Dilucion de
microemulsiones

Métodos basados
en solventes

|

[ Otros métodos

l

por ultrasonidos de

Método de dispersion
pelicula

Emulsificacidon-evaporacion
de solvente

mediante membrana
de contacto

‘ Emulsificacion

Separacion de fases
por coacervacion

Inversion de fases
por temperatura

[ Técnica de doble emulsion W

Emulsificacion-difusion de
solvente

Técnica de inyeccion de
solvente

=
kS

Técnica basada en fluidos
supercriticos

Figura 3. Clasificacion de los métodos de preparacion de SLN.

En la tabla 1 se muestran las ventajas y desventajas de cada método junto con su
mecanismo de reduccién de tamafo (22,26,35).

Tabla 1. Ventajas y desventajas de los métodos de preparacion de nanoparticulas lipidicas.

Método de

preparacion

Mecanismo de
reduccién de
tamafo

Ventajas

Desventajas

Homogenizacién
de alta presion en
caliente

Fuerzas de cizallay -
cavitacion

Adecuado para
nanoparticulas de alto

contenido lipidico

- Bajo coste

- Buena estabilidad

- Fécil de producir a escala
de laboratorio e industrial

- Alta reproducibilidad de
los resultados

- Método ampliamente
aceptado

Proceso de alta
energia.

Elevado indice de
polidispersion

No adecuado para
sistemas sensibles al
cizallamiento y
termosensibles
Inadecuado para
sustancias hidrofilicas
Homogeneizacion
ineficiente por alta
temperatura

Se producen
modificaciones
complejas de los lipidos
durante la fusion
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Tabla 1 (continuacién). Ventajas y desventajas de los métodos de preparacion de nanoparticulas

lipidicas.
Método de

preparacion

Mecanismo de
reduccion de
tamafo

Ventajas

Desventajas

Homogenizacion

de alta presion en

frio

Homogenizacién
de alto
rendimiento

Ultrasonicaciéon

Electrospray

Dilucién de
microemulsiones

Emulsificacion
mediante
membrana de
contacto

Separacion de
fases por
coacervacion

Fuerzas de cizallay
cavitacion

Fuerzas de cizalla
interparticulas
debido al
cizallamiento entre
el rotor y el estator

Cavitacion

Pulverizacién de las
gotas de lipidos
solidificadas
mediante un campo
eléctrico

Cristalizacion de los
lipidos durante la
rapida solidificacion
de una
microemulsion

Enfriamiento de la
emulsién formada
tras la insercion
forzada de la fase
lipidica a través de
una membrana con
solucién acuosa
surfactante
Precipitacién de
lipidos en forma de
nanoparticulas
como consecuencia
del intercambio de
protones debido a
la disminucién del
pH de la solucidn
de acidos grasos en
presencia del
estabilizador.

Método adecuado para
sustancias termosensibles
Mejora la capacidad de
carga de las sustancias
activas, especialmente de
las sustancias hidrofilicas
No hay modificaciones
complejas de los lipidos
durante la fusién, se
minimiza la pérdida de
sustancia activa

Evita el uso de grandes
cantidades de
surfactantes y solventes
orgéanicos

Método simple y
econdémico

Baja fuerza de cizalla
Montaje facil de limpiar
Mejor control del proceso
debido al control de la
amplitud de las ondas
sonoras

Se obtienen particulas
monodispersas

Baja probabilidad de
aglomeracion de las
particulas

Facilidad de fabricacion
Requiere poca energia
No necesita un equipo
sofisticado

Facilmente escalable
Menos agregacion de
particulas

Requiere poca energia
Facilmente escalable
Control preciso del
tamafio de particula

Adecuado para farmacos
lipofilicos e hidrofébicos
Evita el uso de solventes
No necesita un equipo
sofisticado

Facilmente escalable

Se obtienen particulas
monodispersas

Proceso de alta energia
Elevado indice de
polidispersion

Mayor expulsion de
sustancias activas en el
almacenamiento a
largo plazo

Proceso de alta energia
Fisicamente inestable
debido a las altas
fuerzas de cizalla
Posible contaminacion
por metales

Elevado indice de
polidispersion

Posible contaminacion
por metales

Proceso de alta energia
Inestabilidad en el
almacenamiento

Desestabilizacion del
sistema en una mayor
exposicién al campo
eléctrico

Baja concentracion de
nanoparticulas
Adecuado sélo para
nanoparticulas de bajo
contenido en lipidos

Obstruccién de la
membrana

El alto cizallamiento de
la membrana requiere
un reemplazo frecuente
Mayor variacion entre
lotes

No adecuado para
sustancias activas
sensibles al pH
Aplicable solo para
lipidos que contienen
sales alcalinas
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Tabla 1 (continuacion). Ventajas y desventajas de los métodos de preparacion de nanoparticulas

lipidicas.

Método de

preparacion

Mecanismo de
reduccion de

Ventajas

Desventajas

Inversién de fases
por temperatura

Emulsificacion-
evaporacion de
solvente

Técnica de doble
emulsiéon

Emulsificacion-
difusién de
solvente

Técnicade
inyeccion de
solvente

Técnica basada
en fluidos
supercriticos

Método de
dispersion por
ultrasonidos de
pelicula

tamafo
Cambio en el valor
HLB del
tensioactivo que
resulta en la
inversion de fase de
las emulsiones y la
precipitacion de
lipidos debido al
enfriamiento
irreversible
Cristalizacion de los
lipidos mediante la
evaporacion del
solvente utilizado
en la fase organica
de la emulsion

Solidificacion de la
emulsién con
simultaneidad de la
cristalizacion de los
lipidos
Cristalizacion de los
lipidos producida
por la difusién del
solvente de la fase
acuosa interna a la
externa

Inyeccion del
solvente miscible en
agua, que contiene
la sustancia activa,
en la fase acuosa
fria del surfactante

Precipitacion de las
nanoparticulas
causada por la
cristalizacion de los
lipidos debido a la
adicién de
antisolvente o a la
rapida expansion
del disolvente

Emulsién de los
lipidos de la
pelicula al afadir
agua, mayor
reduccion del
tamafio de las gotas
debido a los
ultrasonidos

Requiere poca energia
Evita el uso de solventes
organicos y tensioactivos
Adecuado para
sustancias activas
termosensibles debido al
corto tiempo de
exposicion a altas
temperaturas

Requiere poca energia
Pequefio tamafio de
particula

Adecuado para

sustancias termosensibles

No necesita un equipo
sofisticado
Facilmente escalable

No necesita un equipo
sofisticado
Requiere poca energia

No necesita un equipo
sofisticado
Facilmente escalable

Produccion rapida
Requiere poca energia
Adecuado para

sustancias termosensibles

No necesita un equipo
sofisticado

Facilmente escalable
Método muy eficiente

para la rpida eliminacion

de solventes

Evita el uso de solventes
organicos

Particulas obtenidas

como polvo seco, en lugar

de suspension
Condiciones suaves de
presion y temperatura
Adecuado para
sustancias termolabiles y
sensibles al pH

No necesita un equipo
sofisticado

Inestabilidad de la
emulsion

Mayor agregacion de
particulas

Impacto de los
excipientes en el
comportamiento de
inversion de fase

Inestabilidad de la
emulsion

Solvente organico
residual
Aglomeracion de
particulas debido a
menores tasas de
evaporacion de los
solventes
Adecuado solo para
sistemas de bajo
contenido en lipidos
Adecuado solo para
sistemas de bajo
contenido en lipidos

Adecuado sélo para
sistemas de bajo
contenido en lipidos

Solvente orgénico
residual

Adecuado solo para
sistemas de bajo
contenido en lipidos

Elevado coste de los
equipos y solventes
fluidos supercriticos

El método no esta bien
establecido para NLC

Amplia distribucion del
tamafio de las
particulas
Inestabilidad

Posible contaminacién
por metales

El uso de solvente es
obligatorio
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3.4 Caracterizaciéon de nanoparticulas lipidicas: parametros y técnicas utilizadas

Las nanoparticulas lipidicas son estructuras coloidales complejas que requieren

métodos especializados para su caracterizacion fisica y estructural.

3.4.1 Tamafio de particulay distribucién del tamafio de particula

El tamafio de particula y la distribucion del tamafio de particula son pardmetros muy
importantes que van a condicionar la aplicacion de la formulacion en términos de
parametros fisicoquimicos, liberacion de farmacos, biodistribucién y estabilidad de las
nanoparticulas (36). La presencia de estructuras coloidales coexistentes como micelas
0 nanocristales puede dificultar la determinacion del tamafio de particula exacto de
estas nanopatrticulas (37,38). La dilucién de la muestra y el secado pueden causar una
reduccion en las estructuras coloidales existentes. Los métodos utilizados para
determinar el tamafio de particula son: espectroscopia de correlacion de fotones

(PCS), LD, fraccionamiento de flujo de campo (FFF) y contador Coulter (CC).

3.4.2 Forma de particula, morfologia y ultraestructura

La forma, morfologia y ultraestructura de las nanoparticulas juegan un papel
importante en la liberacion de sustancias activas, la eficiencia de encapsulacién y la
estabilidad de las nanoparticulas. Las particulas esféricas tienen el volumen de
particulas mas bajo, el area de superficie especifica y las vias de difusibn mas altas, lo
gue ofrece una liberacién controlada de las sustancias activas encapsuladas. Los
métodos utilizados para determinar la forma de particula son métodos microscopicos,
tales como microscopia electronica de barrido (SEM), microscopia electronica de
transmisibn (TEM) y microscopia de fuerza atdmica (AFM). Para medir la

ultraestructura de las particulas se utilizan métodos como PCS y LD.

3.4.3 Potencial zeta/Carga superficial

El comportamiento coloidal de las nanoparticulas esta determinado por el potencial de
superficie. La propiedad medible que refleja el potencial que las particulas sienten en

una nanodispersion se denomina potencial de superficie o potencial Zeta (39).

La cantidad de repulsibn o atraccidn electrostatica entre las particulas de
nanodispersion de SLN estd determinada por el potencial eléctrico existente en la
interfaz de las nanoparticulas y el medio de dispersiéon. Cuanto mayores sean los
valores de potencial zeta (> +30 mV o < -30mV), mayor sera la estabilizacion de las
nanoparticulas debido a la repulsién electrostatica. Previene la agregacion causada
por la repulsién, debido a una mayor carga superficial (37,40-44). El potencial Z se

mide utilizando la velocimetria por laser Doppler (LDV) (37,45).
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3.4.4 Viscosidad y propiedades reoldgicas

Las propiedades reoldgicas de la nanodispersion son parametros esenciales para
determinar los ingredientes de la formulacién, asi como la facilidad de procesamiento y
administracion. El caracter reoldgico de los sistemas de nanoparticulas lipidicas varia
de baja a muy baja viscosidad. La prueba de oscilacién, la prueba de barrido de
oscilacion dindmica y la reometria de corte continuo se utilizan para medir la

viscosidad de las nanodispersiones (46).

3.4.5 Caracterizacion de lipidos

La caracterizacion de lipidos consiste en la determinacion del punto de fusién, la
cristalinidad y el polimorfismo, que condicionan el patrén de liberacion, la estabilidad y
la solidificacion de las nanoparticulas. Los métodos utilizados para detectar el punto de
fusion, el cambio en el punto de fusion, la cristalinidad y el polimorfismo de los lipidos
son: calorimetria diferencial de barrido (DSC), difraccion de rayos X de polvos,
dispersion de rayos X, RMN, ESR, espectroscopia infrarroja, espestroscopia Raman y
espectroscopia de reflexion externa (36).

3.4.6 Coexistencia de estructuras coloidales adicionales e interaccion con
farmacos incorporados

Durante la formacién de SLN se puede producir la formacion de estructuras coloidales
adicionales, como micelas y liposomas. La presencia de estos sistemas puede alterar
el patron de liberacion del farmaco, lo que a su vez puede aumentar los efectos
secundarios y también afectar a la estabilidad de las SLN. Las técnicas utilizadas para

detectar la presencia de otros nanosistemas incluyen la RMN y la ESR (36).

3.4.7 Cargade farmaco

Las técnicas de caracterizacion expuestas anteriormente son las relacionadas con las
propias nanoparticulas, pero estas pueden ser utilizadas para administrar diferentes
sustancias activas (farmacos convencionales, péptido o proteinas, o acidos nucleicos,
entre otros). Los farmacos, péptidos y proteinas normalmente se encapsulan, mientras
gue los acidos nucleicos se adsorben a la superficie por interacciones electrostéaticas
con nanoparticulas de carga positiva. Por ello, también existen técnicas relacionadas
con las sustancias activas como la carga de farmaco, la eficiencia de encapsulacién de

farmaco y la liberacién o disolucién de farmacos in vitro.

En el caso de los acidos nucleicos, la caracterizacion de su unién a las nanoparticulas
se realiza mediante electroforesis en gel de agarosa y la determinacion del tamafio y

de la carga de la particula. Existen también métodos cuantitativos como RiboGreen, un
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colorante fluorescente patentado que se utiliza en la deteccién y cuantificacion de los
acidos nucleicos, tanto ADN como ARN.

La carga de farmaco (DL) es la cantidad total de farmaco encapsulado dividido entre el
peso total del sistema de administracion (incluido todos los ingredientes).

%C de F4 Cantidad de farmaco en las particulas % 100
r r = - — — —
bCarga de farmaco Cantidad de farmaco + excipientes afiadidos a la formulacion

Las propiedades fisicoquimicas del farmaco, como la solubilidad/miscibilidad del
farmaco en los lipidos, las propiedades fisicoquimicas y el comportamiento polimérfico
de los lipidos son los principales factores que afectan la capacidad de carga
(incorporacion) del farmaco de las nanoparticulas (37,46).

3.4.8 Eficiencia de encapsulacion de farmaco

La eficiencia de encapsulacion es un parametro que determina la eficiencia de las
nanopatrticulas para atrapar el farmaco dentro de la matriz lipidica. La relacion entre
porcentaje de farmaco incorporado en las particulas y la cantidad total de farmaco
afadido a la formulacion se conoce como eficiencia de encapsulacion (%EE). Se
puede determinar por estimacién de la concentracion de farmaco libre en el medio de
dispersion (46-48).

Cantidad de farmaco en las particulas
%EE = - - — — X 100
Cantidad de farmaco afiadidos a la formulacion

Los métodos utilizados para separar el farmaco libre de las nanoparticulas son el
método de mini columna de centrifugacién, ultracentrifugacién y cromatografia de
filtracién o de permeacion en gel (49). Una vez separado, se cuantifica mediante HPLC

0, en el caso de péptidos y proteinas, mediante ELISA.

3.4.9 Liberacion/disolucion de farmacos in vitro

La liberacion del farmaco desde la matriz de las nanoparticulas sigue dos mecanismos
principales: la difusién del farmaco y la degradacién de los lipidos in vivo por enzimas.
La liberacion rapida inicial del farmaco de las nanoparticulas puede deberse a una
mejora en la solubilidad del farmaco o a una mayor concentracion de farmaco cerca de
la superficie. Entre los factores que rigen la liberacion del farmaco de las
nanoparticulas se incluyen parametros de formulacion como propiedades
fisicoguimicas del farmaco y los lipidos, relacion farmaco:lipido, tipo y concentracion
de lipidos utilizados, modelo de incorporacién del farmaco en el sistema de
nanoparticulas, tipo y concentracion de tensioactivo, tipo y concentracion de
cotensioactivos y otros relacionados con la produccion, tales como temperatura, ciclos
de homogeneizacién y presion y velocidad de homogeneizacion. Los métodos

utilizados para determinar el perfil de liberacion de farmaco in vitro de las
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nanoparticulas lipidicas son las células de difusién vertical o de Franz, didlisis inversa
y los ensayos de disolucion USP (46).

3.4.10 Union, proteccion y liberacion de los 4cidos nucleicos

La caracterizacion de los acidos nucleicos se lleva a cabo mediante electroforesis en
gel de agarosa. En él se puede observar la unién del acido nucleico a la nanopatrticula,
la proteccién del acido nucleico por parte de la nanoparticula de agentes extra e
intracelulares, y su liberacién, es decir, como se hubiera liberado el acido nucleico de
la nanoparticula para simular que queda libre en la célula para su posterior
transcripcion y traduccién. La cuantificacion de los acidos nucleicos puede realizarse
utilizando colorantes fluorescentes como el RiboGreen que emiten fluorescencia

cuando se unen a los acidos nucleicos.

En la tabla 2 se resumen los métodos principalmente utilizados para la evaluacion de

cada parametro (49):

Tabla 2. Resumen de los parametros evaluados y los principales métodos utilizados en la caracterizacion de
nanoparticulas lipidicas.

Tamafio y forma de particula 1. Espectroscopia de correlacion de fotones (PCS)
2. Microscopia electrénica de barrido (SEM)
3. Microscopia electréonica de transmision (TEM)
4. Microscopia de fuerza atémica (AFM)
Potencial Zeta o carga superficial Velocimetria por laser Doppler

Eficiencia de encapsulacion 1. Mini columna de centrifugacion
2. Ultracentrifugacion
3. Cromatografia de filtracion o de permeacion en gel
Grado de cristalinidad y 1
2
3

modificacién lipidica

Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Dispersion de rayos X

Espectroscopia infrarroja y Raman

Eficiencia de unién, proteccién y Electroforesis
liberacion de &cidos nucleicos
Liberacién y disolucién in vitro Células de difusion vertical o de Franz

Dialisis inversa

Ensayos de disolucion USP

@ =

3.5 Aplicaciones

Las nanoparticulas lipidicas presentan ciertas caracteristicas que les permiten ser
utilizadas para la administracion de sustancias activas como farmacos poco solubles,

péptidos y proteinas y acidos nucleicos o para aplicaciones cosméticas.

3.5.1 Administracion de farmacos poco solubles

La escasa solubilidad de los farmacos es un desafio importante y frecuente para los
nuevos productos farmacéuticos, ya que la absorcion de estas moléculas es muy
variable y condiciona su eficacia. El disefio de formulaciones innovadoras para los
farmacos poco solubles es esencial para lograr una biodisponibilidad adecuada,

reduciendo la dosis requerida y permitiendo la administracion oral de medicamentos
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gue de otro modo requeririan una administracion parenteral. Se ha demostrado que los
sistemas lipidicos aumentan notablemente la absorcion oral de los farmacos poco
solubles, lo que puede aumentar varias veces su biodisponibilidad. Los mecanismos
implicados incluyen el aumento aparente de solubilidad del farmaco y disolucién en el
tracto gastrointestinal, y/o la modulacién de la permeabilidad del farmaco a través de la
barrera intestinal. A pesar de ello, hay varios factores que justifican el bajo nUmero de
productos comerciales en el mercado, como la complejidad de fabricacion e
instrumentos y procedimientos costosos. Ademds, la falta de una comprension
completa del efecto de los lipidos en la absorcion de farmacos en el tracto

gastrointestinal contribuye a la escasez de productos comercializados.

Durante los ultimos afios, varios grupos de investigacion han estado trabajando en los
mecanismos mediante los cuales los NLC modifican la disolucion y/o permeabilidad de
los farmacos, y la influencia de los factores tecnologicos y de formulacion que
intervienen en estos procesos. Farmacos altamente lipofilicos han sido encapsulados
en los NLC para mejorar su biodisponibilidad oral, la mayoria de la clase Il del Sistema
de Clasificacion Biofarmacéutica (baja solubilidad y alta permeabilidad), como
vinpocetina, lovastatina, simvastatina, miconazol, resveratrol, fenofibrato, montelukast,
atorvastatina, olmesartdn medoxomil y tacrolimus, entre otros. También se han
incluido en los NLC farmacos de clase IV (baja solubilidad y baja permeabilidad), como
etopdsido, saquinavir, oleato-docetaxel y areméter-lumefantrina (20). En uno de estos
estudios, olmesartan medoxomil fue encapsulado en NLC (OLM-NLC) compuestos por
los lipidos solidos Gelucire® 44/14 y Precirol® ATO 5, el lipido liquido Capmul® MCM
EP y el surfactante tocoferol polietilenglicol succinato (TPGS). Estos OLM-NLC
presentaron un tamafio de 129,9 nmy un PDI de 0.25, y mostraron in vitro la liberacién
prolongada del farmaco (8 horas frente a 3 horas sin encapsular), el aumento de la
captacion de los NLC en cultivos celulares y una mejor biodisponibilidad oral de la
nanoformulacién tras su administracién a ratas Sprague Dawley. Los parametros
farmacocinéticos obtenidos con el farmaco encapsulado en NLC tras una sola
administracion oral fueron muy superiores a los obtenidos en suspension, ya que se
obtuvo una Cmax (ug/ml) de 19,51 frente a 3,89 y un AUC ot (ug/ml*h) de 80,61 frente a
16.64 (50).

3.5.2 Administracion de péptidos y proteinas

Hay un gran interés en la administracién oral de proteinas y péptidos bioactivos debido
a sus posibles beneficios para la salud. Sin embargo, son susceptibles a la
desnaturalizacién, agregacion o hidrolisis dentro de productos comerciales o del tracto

gastrointestinal. Las nanoparticulas lipidicas pueden ser disefiadas para encapsular,
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retener, proteger y liberar proteinas bioactivas. Una proteina bioactiva puede
permanecer encapsulada y estable durante el almacenamiento y posteriormente
durante el paso a través de la boca y el estbmago, para luego liberarse dentro del
intestino delgado donde puede ser absorbida. Las SLN formadas a partir de
emulsiones w/o/w se pueden usar para encapsular y proteger proteinas bioactivas.
Algunas proteinas y péptidos que podrian beneficiarse de su incorporacion a sistemas
de administracién basados en nanoparticulas lipidicas son hormonas como la insulina,
enzimas digestivas como la lactasa y la lipasa, vacunas, antimicrobianos e inhibidores
de la enzima convertidora de angiotensina (51). La insulina ha sido encapsulada en
SLN producidas mediante la técnica de doble emulsion empleando trimiristato de
glicerol (Dynasan 114) como fase lipidica y lecitina de soja'y PVA (P.M. 22.000 g/mol)
como emulsionante primario y secundario, respectivamente, con un tamafo de 91 nm
y un PDI de 0,005. Esta formulacién ha demostrado en los estudios in vitro que la
insulina podia encapsularse eficazmente en las SLN y protegerse contra la
degradacion de las enzimas en condiciones géastricas simuladas. Ademas, los estudios
in vivo demostraron que la administracion de insulina encapsulada en SLN a ratas
diabéticas presenté un aumento apreciable (5 veces mas) de la biodisponibilidad oral

en comparacion con la administracion de insulina no encapsulada (52).

3.5.3 Administracion de acidos nucleicos

Uno de los principales desafios para la aplicacién clinica de medicamentos basados
en acidos nucleicos es la disponibilidad de sistemas de administracion adaptados
especificamente a sus caracteristicas y finalidad. Actualmente, alrededor del 70% de
los ensayos clinicos con acidos nucleicos utilizan virus recombinantes como sistemas
de administracion. A pesar de su alta eficacia de transfeccién, estos sistemas
presentan potencial oncogénico e inmunogénico y una limitacion con respecto al
tamafo del acido nucleico que pueden transportar. Los sistemas no virales, como las
nanoparticulas lipidicas, son seguros, su produccién es simple, econémica y
reproducible en comparacion con los vectores virales, y el tamafio del acido nucleico
no supone una limitacibn. Su principal inconveniente es la menor eficacia de
transfeccion respecto a los vectores virales, aunque los avances llevados a cabo en

los dltimos afios han permitido mejorarla.

El principal componente de las nanoparticulas lipidicas como sistemas de
administracion de acidos nucleicos son los lipidos catiénicos, capaces de interactuar
con el material genético mediante interacciones electrostaticas y formar un complejo.
De esta forma, protegen el &cido nucleico de la degradacién y la desnaturalizacién

siendo minimamente téxicos y evitando la respuesta inmunolégica. También podrian
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ser Utiles para programar el perfil de liberacion de la sustancia activa, mejorar el perfil
farmacocinético, reducir la toxicidad para 6rganos y tejidos sanos y aumentar el tiempo
de circulacion sanguinea (53).

Los &cidos nucleicos terapéuticos son acidos nucleicos o compuestos estrechamente
relacionados que se utilizan para tratar o prevenir una determinada enfermedad. Son
inestables en el medio bioldgico, y deben acceder a un compartimento intracelular
especifico (generalmente el citoplasma o el nudcleo); por ello, el desarrollo de
productos terapéuticos con acidos nucleicos es mucho mas costoso y lento, y el
proceso de aprobacion para la realizacion de ensayos clinicos por parte de las
administraciones sanitarias regulatorias es mucho mas complejo. En funcion de la
enfermedad a la que van destinados, los mecanismos de accién pueden ser
suplementacion génica, supresion génica y edicion génica. Con la suplementacién
génica se consigue expresar una secuencia nucleotidica para inducir la produccién de
una determinada proteina que no se expresa o que se sintetiza de forma defectuosa
en un paciente, y asi revertir los sintomas de la enfermedad. La suplementacién
génica se puede conseguir con la administracion de plasmidos de ADN o ARN
mensajero (ARNm). El objetivo de la supresion génica es disminuir o anular la
expresion de una proteina especifica y se puede conseguir con numerosas estrategias
como ARN de interferencia (ARNi), ribozimas o aptdmeros. La edicién génica se basa
en la utilizacion de nucleasas de edicidn génica, compuestas por un dominio que
reconoce una secuencia especifica de ADN, y una nucleasa, que produce un corte en
la doble cadena. Tras la rotura del ADN, la reparacion se puede producir por dos
mecanismos: recombinacibn homéloga, o recombinacibn no homdloga. En la
recombinacion no homoéloga, se elimina la secuencia especifica, y puede ser utilizada
para silenciar o corregir un gen patogénico. En la reparacion homoéloga, se inserta una
secuencia de ADN “donante” para corregir un gen o para afnadir uno nuevo. La
tecnologia de edicidn génica mas conocida es la CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly

Interspaced Short Palindromic Repeats) (54).

Las nanoparticulas lipidicas, y especialmente las SLN, han demostrado eficacia en
estudios preclinicos para diferentes enfermedades abordadas mediante
suplementacion génica (enfermedades de la cornea (55), fibrosis quistica (56)) y
supresion génica (amiloidosis hereditaria mediada por transtiretina (57)). Mas
recientemente también se ha demostrado la eficacia de las nanoparticulas lipidicas
para la administracion de ARNm. En este caso la eficacia suele ser mayor, porque el
ARNmM no tiene que penetrar en el nicleo celular, una de las principales limitaciones

para la aplicacion terapéutica de ADN.
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Las vacunas de ARNm pueden ser utilizadas tanto para la vacunacion profilactica
como terapéutica. Sus ventajas sobre las vacunas de proteinas o ADN permiten la
aplicacion de ARNm como profilactico contra enfermedades en las que las vacunas
convencionales no han demostrado una eficacia suficiente. Debido a los cortos
tiempos de produccion, las vacunas de ARNm también pueden ser utilizadas para
responder rapidamente a amenazas emergentes (por ejemplo, SARS-Cov-2 (58)) o
cepas estacionales de patégenos (59). Esta estrategia ha sido utilizada para la
administracion de ARNm modificado con nucleésidos que codifica anticuerpos
altamente neutralizantes en busca de una vacuna profilactica frente al VIH-1,
mostrando proteccion en ratones humanizados (60). En un estudio reciente, la
administracion de ARNm viral replicado que codifica antigenos del virus Zika
formulado en NLC protegié completamente a los ratones contra el desafio letal de
Zika. Este logro representa lo que podria ser el enfoque mas potente hasta la fecha de

cualquier vacuna de Zika (53).

Mas alla de las vacunas, la administracion de ARNm ha sido estudiada en
suplementacion génica para mejorar la eficacia de la terapia de reemplazo de enzimas
en la enfermedad de Fabry. Para ello, se encapsul6 ARNm sintetizado in vitro que
codifica la enzima a-galactosidasa humana (hGLA) en nanoparticulas lipidicas
compuestas por el lipido catiénico C12-200. Los resultados mostraron que la secreciéon
prolongada de la proteina dio lugar a un perfil de exposicion farmacocinética ampliado,

asi como a una mayor eficacia terapéutica en un modelo de ratén knockout (61).

3.5.4 Aplicacién en cosmética

Los liposomas son los sistemas de administracion de cosméticos mas ampliamente
reconocidos. La crema antienvejecimiento Captur® (Dior, 1986) fue el primer producto
cosmeético liposomal introducido en el mercado. Sin embargo, los liposomas presentan
dos importantes desventajas, baja solubilidad y su corta semivida. Las nanopatrticulas
lipidicas presentan caracteristicas que las convierten en sistemas de administracion
adecuados para aplicaciones cosméticas, como por ejemplo la proteccion de
compuestos sensibles contra la degradacién quimica, la mejora de la hidratacién de la
piel, la liberacién prolongada, la mejora de la penetracion en la piel junto a la
posibilidad de dirigir especificamente las sustancias activas y la reduccion de la
absorcion sistémica (62). Se ha investigado su uso para la administracion de
protectores solares, activos contra el acné y el envejecimiento. En los productos
cosmeéticos, es importante reducir el deseo de rascarse y dafar la piel y, dado que
estas formulaciones se parecen a la estructura de la piel, no hay alteracion ni efecto

toxico cuando se usan de forma topica (63).
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La crema Cutanova Nanorepair Q10 fue el primer producto cosmético formulado con
NLC que se introdujo en el mercado en octubre de 2005. La hidratacion de la piel
aumento significativamente después de la aplicacion de esta crema en comparacion
con una crema convencional con el mismo contenido de lipidos y coenzima Q10 (64).
En 2013, se realiz6 un estudio cuyo objetivo fue preparar NLC cargados de coenzima
Q10 (Q1O0-NLC) y evaluar su efecto de focalizacién epidérmica. En él, Q10-NLC
mostré una liberacion rapida durante las primeras 3 horas y liberacién prolongada
después en la liberacién in vitro. En el estudio de permeacion de la piel in vitro, la
absorcion acumulativa de Q10 en la epidermis de Q10-NLC fue 10 veces mayor que la
emulsion Q10 (65). Otro ejemplo es FloraGlo®, una solucion viscosa del antioxidante
natural luteina en aceite de cartamo mezclado con un lipido sélido y surfactantes para
producir formulaciones estables de NLC, que mostraron una liberacién controlada de
luteina y una mejora de su permeabilidad a través de la piel (66). Otras sustancias
activas de uso cosmético encapsuladas en NLC son oxibenzona y quercetina.
Oxibenzona es un filtro solar y la formulacién en NLC ha demostrado aumentar el
factor de proteccion solar in vitro (67). Quercetina es un flavonoide cuya permeabilidad
y retencién en la epidermis aumenta cuando es formulada en NLC potenciando sus
efectos antioxidantes y antiinflamatorios (68). Segun los datos obtenidos en las
sustancias estudiadas, queda demostrado que los NLC representan un enfoque

apasionante a ser explotado para el desarrollo de productos cosméticos comerciales.

4. CONCLUSIONES

Las nanoparticulas lipidicas sustituyen a los liposomas y las nanoemulsiones como
sistemas de administracion de sustancias activas basados en lipidos debido a la alta
capacidad de carga de sustancias activas, la posibilidad de administrarlas a través de
diferentes vias, su mayor estabilidad a largo plazo y la opcién de liofilizarlas,
esterilizarlas y fabricarlas mediante procesos facilmente escalables del laboratorio a la

industria.

Los NLC mejoran la capacidad de carga de farmaco y expulsién del farmaco durante el
almacenamiento de las SLN, y los LDC mejoran la capacidad de carga de farmacos
hidrofilos respecto a SLN y NLC.

Existen numerosos métodos de preparacion de nanoparticulas lipidicas entre los
cuales se debe seleccionar el mas adecuado para cada caso. Ademas, es importante
medir los parametros descritos para su caracterizacion, tanto fisica como estructural,

ya que facilitan el paso de la produccién a pequefia escala a la produccién industrial.

21



El desarrollo de nanoparticulas lipidicas como sistemas de administracion de
sustancias activas es una estrategia en continuo desarrollo ya que su formulacion ha
abierto nuevos horizontes para desarrollar estrategias innovadoras para la
administraciéon de moléculas activas que, hasta ahora, a pesar de su conocida
actividad terapéutica, no habian encontrado un sistema de administraciéon adecuado.
De cara al futuro, se espera que las nanoparticulas lipidicas lleguen al mercado en
forma de medicamento, aunque antes deberan superar los problemas éticos asociados

a la nanotecnologia.
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