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Abstract
Ageing is a biological process that leads to a decrease in physiological functions, and is the main risk factor for 
most common diseases in developed countries. The process causes modifications in biological membranes, es-
pecially affecting some body structures, such as the ocular surface. Specifically, the lipids of the corneal ocular 
surface present modifications related to age, with increased epithelial permeability making the elderly more 
vulnerable to corneal injuries. Inflammation is one of the most common pathologies evident in ophthalmology, 
which can affect different eye structures. Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), such as ibuprofen, 
are widely used to treat ocular inflammation. Therefore, a drug delivery system such as PLGA biodegradable 
polymeric nanoparticles is an interesting alternative, as it can improve drug bioavailability, reduce the number 
of administrations required, and increase therapeutic adherence. This work also encompassed the proposal of a 
methodology for the development of formulations of nanoparticles that contain encapsulated dexibuprofen, and 
the creation of a model of corneal membrane that would permit in vitro studies of interactions.
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Resumen
El envejecimiento es un proceso biológico que conduce a una disminución de las funciones biológicas y el principal 
factor de riesgo para las dolencias más frecuentes de los países desarrollados. Este proceso provoca cambios en las 
membranas biológicas, afectando especialmente a algunas estructuras del cuerpo, como por ejemplo la superficie 
ocular. Concretamente, los lípidos de la superficie ocular de la córnea presentan cambios relacionados con la edad 
que aumentan la permeabilidad del epitelio corneal y hacen que esta estructura sea más vulnerable a las lesiones. La 
inflamación es una de las dolencias más frecuentes en oftalmología, que puede afectar cualquier parte del ojo. Los 
antiinflamatorios no esteroideos (AINE), como el ibuprofeno, son muy usados como fármacos para tratar la inflama-
ción ocular. Sin embargo, su biodisponibilidad ocular en los tejidos es muy baja. Por lo tanto, los sistemas de admi-
nistración modificada de fármacos, como las nanopartículas poliméricas biodegradables de PLGA, constituyen una 
alternativa adecuada, debido a que mejoran la biodisponibilidad de los fármacos y permiten reducir las administra-
ciones aumentando la adherencia al tratamiento. En el desarrollo de este trabajo se ha propuesto la metodología 
para el desarrollo de formulaciones de nanopartículas que contengan dexibuprofeno encapsulado, por su adminis-
tración ocular en forma de gotas oftálmicas así como la obtención de un modelo de membrana corneal que permita 
realizar estudios de interacción in vitro.
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Resum
L’envelliment és un procés biològic que comporta una disminució de les funcions biològiques i constitueix el princi-
pal factor de risc per a les malalties més freqüents dels països desenvolupats. Aquest procés provoca canvis en les 
membranes biològiques i afecta especialment algunes estructures del cos, com ara la superfície ocular. Concreta-
ment, els lípids de la superfície ocular de la còrnia presenten canvis relacionats amb l’edat que augmenten la per-
meabilitat de l’epiteli corneal i fan que aquesta estructura sigui més vulnerable a les lesions. La inflamació, que pot 
afectar qualsevol part de l’ull, és una de les malalties més freqüents en oftalmologia. Els antiinflamatoris no esteroi-
dals (AINE), com l’ibuprofèn, són molt usats com a fàrmacs per tractar la inflamació ocular. No obstant això, la seva 
biodisponibilitat ocular en els teixits és molt baixa. Per tant, els sistemes d’administració modificada de fàrmacs, com 
les nanopartícules polimèriques biodegradables d’àcid poli-D,L(làctic-co-glicòlic) (PLGA), constitueixen una alterna-
tiva adequada, ja que milloren la biodisponibilitat dels fàrmacs i permeten reduir les administracions i alhora aug-
mentar l’adherència al tractament. Així, doncs, durant el desenvolupament d’aquest treball s’ha proposat la metodo-
logia per al desenvolupament de formulacions de nanopartícules que continguin dexibuprofèn encapsulat, per a la 
seva administració ocular en forma de gotes oftàlmiques, així com l’obtenció d’un model de membrana corneal que 
permeti realitzar estudis d’interacció in vitro. 

Paraules clau: dexibuprofèn, membranes biològiques, ulls, nanopartícules.

1. Introducció 

L’envelliment és un procés biològic que comporta modificacions de les funcions biològiques i constitu-
eix el principal factor de risc per a les malalties amb major prevalença als països desenvolupats. Aquest 
fet és degut que l’augment de l’esperança de vida, junt amb una disminució de la taxa de natalitat, han 
invertit la piràmide poblacional i han causat així un increment de les malalties relacionades amb l’edat 
(Turner, 2009; Desjardins, 2019). Aquest envelliment es reflecteix en modificacions en la composició 
de diverses membranes, especialment a les estructures oculars (Borchman i Yappert, 2010).

L’estructura de l’ull està altament organitzada i és extremament complexa, fet que reflecteix 
l’alt grau d’especialització requerit per donar suport a la seva funció (Sandeep et al., 2013). Aquesta 
especialització fa que la majoria dels components de la superfície ocular, com també la composició 
lipídica de la còrnia, siguin susceptibles d’alterar-se i que aquests canvis afectin l’equilibri de la su-
perfície ocular (Parrish, 2017). L’esfingomielina (SM), el colesterol (CHOL), la fosfatidilcolina i la fos-
fatidiletanolamina són els principals lípids relacionats amb l’envelliment de la còrnia. S’ha observat 
que amb l’edat augmenta significativament la proporció de CHOL i SM, que passen del 35% a la infàn-
cia fins a representar més del 60% dels lípids totals en persones d’edat avançada. A la vegada, aquest 
envelliment també produeix, entre altres fenòmens, un increment de la proporció CHOL:SM, de ma-
nera que, en edats avançades, s’observa un increment d’aquesta proporció de més del doble 
(Broekhuyse, 1975; Gaynor et al., 1996; Yamada et al., 1998; Kenchegowda i Bazan, 2010; Crispin, 
2016). L’estudi de tots aquests processos és extremament complex i fa necessari el desenvolupament 
de models més senzills que permetin estudiar variacions concretes en la composició d’aquestes 
membranes. A més, aquests canvis comporten un augment de la permeabilitat de l’epiteli corneal 
amb l’edat que pot representar una ruptura de la seva funció de barrera, fet que fa augmentar la vul-
nerabilitat enfront de lesions externes i modifica la biodisponibilitat de fàrmacs administrats en for-
ma de gotes oftàlmiques, com, per exemple, els fàrmacs antiinflamatoris (Rico del Viejo et al., 2018). 
Aquests fàrmacs tracten la inflamació ocular, que pot afectar qualsevol part de l’ull o dels teixits cir-
cumdants i una de les malalties més prevalents en oftalmologia (Rico del Viejo et al., 2018). Aquesta 
és una resposta no específica del cos contra les lesions de l’entorn extern, que actua com un mecanis-
me de defensa per aïllar i destruir l’agent desencadenant, així com per reparar els teixits danyats. 

Els corticoesteroides s’usen normalment com a medicaments per al tractament de la inflama-
ció ocular, però indueixen efectes adversos greus quan s’administren de manera crònica. Les princi-
pals alternatives als corticoesteroides per al tractament de la inflamació ocular són els fàrmacs anti-
inflamatoris no esteroidals (AINE). En el camp de l’oftalmologia, l’ibuprofèn (IBU) ha rebut una 
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atenció particular en els últims anys a causa de la seva activitat antiinflamatòria; no obstant això, 
presenta una sèrie d’efectes adversos, com ara la seva elevada toxicitat gàstrica, que limiten el seu ús. 
Aquests efectes poden minimitzar-se amb l’ús de l’enantiòmer actiu S-(+)-ibuprofèn, representat en 
la figura 1A i conegut com a dexibuprofèn (DXI) número CAS: 51146-56-6. Aquest enantiòmer és 
dues vegades més potent que la forma racèmica i també és més segur i tolerable a causa de la dismi-
nució de la dosi necessària (Silverstein et al., 2000). En assajos clínics en humans els efectes secunda-
ris més freqüents en pacients tractats amb DXI van ser molèsties gàstriques, nàusees i vòmits; tot i 
així, el DXI va presentar una menor toxicitat gàstrica respecte a l’IBU racèmic. Cal destacar també que 
els efectes del DXI en el sistema nerviós central van ser menys comuns que en el cas de l’IBU (Kaehler, 
Phleps i Hesse, 2003). 

   a)    b)

   
Figura 1. a) Estructura química del DXI.       b) Estructura del PLGA.

Les formes de dosificació ocular convencionals, com les gotes oftàlmiques, representen el 90% 
de les formulacions oculars comercialitzades. El seu desavantatge principal és el curt temps de con-
tacte amb l’ull, la qual cosa condueix a un baix grau d’absorció del principi actiu. Concretament, és 
absorbida menys del 5 % de la dosi administrada, a causa de les restriccions anatòmiques i fisiològi-
ques com el drenatge nasolacrimal, el parpelleig o les característiques del propi teixit (Gaudana et al., 
2010; Ray et al., 2017). Això fa que calgui una administració freqüent, la qual cosa generalment con-
dueix a una alta exposició sistèmica que genera efectes adversos, ja que l’absorció a través de la con-
juntiva i el conducte nasolacrimal permet arribar a la circulació sistèmica. Concretament, en el cas 
dels AINE administrats com a gotes oftàlmiques, presenten una semivida precorneal del fàrmac entre 
1 i 3 minuts (Nidhi et al., 2006). Com a conseqüència, només una quantitat petita del fàrmac (1-5% 
de la dosi) penetra realment a la còrnia i pot arribar als teixits intraoculars (Nagarwal et al., 2009). 

Una possible solució a aquesta baixa biodisponibilitat és l’ús de sistemes nanoestructurats per 
a l’alliberació controlada de fàrmacs. Entre ells, les nanopartícules polimèriques biodegradables (NP) 
constitueixen una bona alternativa a l’administració tòpica a l’ull perquè protegeixen els fàrmacs de 
la inactivació pels enzims presents en la pel·lícula lacrimal o l’epiteli corneal, faciliten la seva penetra-
ció transcorneal, milloren la biodisponibilitat ocular, redueixen els efectes secundaris dels medica-
ments i, gràcies a la seva alliberació prolongada, permeten reduir el nombre d’administracions i mi-
llorar l’adherència al tractament del pacient (Peneva, 2015). 

Copolímers com el PLGA, representat en la figura 1B, actualment aprovat per la Food and Drug 
Administration (FDA), s’han utilitzat àmpliament com a biomaterial en pròtesis mèdiques i sutures 
quirúrgiques (Sang-Soo et al., 2007). Més recentment, el PLGA s’ha utilitzat en el desenvolupament 
de vehicles, sistemes nanoestructurats col·loidals per a l’alliberació controlada de fàrmacs, a causa de 
la seva biocompatibilitat, biodegradabilitat i no toxicitat. A més, en comparació amb els polímers 
naturals, aquests polímers sintètics demostren una major reproductibilitat, es formulen fàcilment i 
permeten el control i la predicció de la cinètica de degradació (Makadia i Siegel, 2011).

Tot i això, per disminuir l’eliminació de les NP de PLGA pel sistema del reticle endotelial i aug-
mentar el temps de contacte amb la superfície corneal, el seu recobriment amb polietilenglicol (PEG) 
ha demostrat que és una bona estratègia. Aquests avantatges s’atribueixen que les NP recobertes amb 
PEG interactuen amb la capa mucosa de la pel·lícula lacrimal, ja sigui per enllaç electroestàtic, hidrò-
fob o de pont d’hidrogen, i que el PEG augmenta la internalització (Griffiths et al., 2015; Sánchez-
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López et al., 2018). Per tant, l’acumulació de les NP de PLGA-PEG en el sac conjuntival, així com la 
capacitat de les partícules per penetrar en les primeres capes de l’epiteli corneal, contribueixen a 
millorar la biodisponibilitat dels fàrmacs

2. El globus ocular

L’ull humà presenta una estructura globular d’un pes aproximat de 7,8 g i un diàmetre d’aproximada-
ment 2,6 cm. És un òrgan primordial en el procés de visió.

L’ull es pot dividir en dues regions anatòmiques diferents: el segment anterior i el segment 
posterior. Tal com es veu en la figura 2, en el segment anterior exterior de l’ull humà trobem la còrnia, 
seguida per la cambra anterior, l’humor aquós, la pupil·la, l’iris, la lent, els cossos ciliars i la conjunti-
va. Pel que fa al segment posterior, està format per l’humor vitri, la retina, la coroide, la màcula, l’es-
cleròtica i el nervi òptic. 

Les estructures que tenen més rellevància clínica són la còrnia, la conjuntiva i la retina. La re-
tina és un teixit sensible a la llum i té un gruix d’aproximadament mig mil·límetre. Histològicament 
està formada per múltiples capes: la capa de ganglió, la plexiforme interior, la capa nuclear central, la 
capa plexiforme exterior, la nuclear externa, la dels fotoreceptors i l’epiteli pigmentat (Kels, Grzybows-
ki i Grant-Kels, 2015; Crispin, 2016; Tsai et al., 2018). La funció principal de la retina és processar  
la informació visual, així com la formació d’imatges. Per tant, té un paper vital en l’agudesa visual i la 
visió del color.

Figura 2. Estructura anatòmica del globus ocular. Basada en Karmakar, 2018.

L’anatomia i la fisiologia de l’ull fan que sigui un òrgan altament protegit de la circulació sistè-
mica; és a dir, les patologies oculars rarament poden ser tractades amb fàrmacs que no siguin d’ad-
ministració local, especialment si aquesta patologia es produeix en el segment posterior de l’ull. Ana-
tòmicament, hi ha un seguit de barreres que conformen l’ull humà. En primer lloc es troba la barrera 
anterior, la més externa, formada entre altres, per la pel·lícula lacrimal, que es troba al llarg de tota la 
superfície ocular i la qual per mitjà del flux lacrimal en pocs minuts pot traslladar el fàrmac cap 
al conducte nasolacrimal; per tant, aquest drenatge comportarà una baixa biodisponibilitat farmaco-
lògica per als tractaments tòpics (Kels, Grzybowski i Grant-Kels, 2015). 

A continuació trobem la còrnia, un teixit que té un gruix aproximat de mig mil·límetre i que 
presenta unions molt estretes; per tant, limita la permeabilitat de les molècules, especialment les 
hidròfiles. Aquest teixit és avascular, transparent i està format per cinc capes: l’epiteli corneal, la 
capa de Bowman, l’estroma, l’endoteli i la membrana de Descemet. L’estroma corneal presenta un alt 
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grau d’organització de les fibres de col·lagen, de manera que esdevé una barrera molt efectiva tant per 
als microorganismes com per als fàrmacs que s’han d’administrar. En la capa més interna de la còrnia, 
l’endoteli corneal forma una barrera entre l’humor aquós i la còrnia que modula l’afluència d’aigua 
(Tsai et al., 2018). 

En la zona exterior de la còrnia, situada a la superfície posterior de les parpelles trobem una 
membrana de mucosa anomenada conjuntiva. Està implicada en la formació de la pel·lícula lacrimal, 
atès que protegeix la superfície ocular, dificulta l’entrada de fàrmacs i afavoreix la seva eliminació a 
través del sistema lacrimal.

Pel que fa a les barreres de la part posterior de l’ull, a la part més externa trobem l’escleròtica, 
que connecta la part posterior amb l’anterior, està formada per una matriu extracel·lular de fibres de 
col·lagen i diferents proteïnes, i és una barrera molt permeable. Tot seguit trobem la coroide, alta-
ment vascularitzada i la funció principal de la qual és mantenir la pressió intraocular. És una capa 
pigmentada entre l’escleròtica i la retina que, a causa de la seva vascularització, proporciona oxigen i 
nutrients als teixits adjacents (Sidjanin et al., 2008). 

Pel que fa a l’humor vitri, és una estructura gelatinosa formada majoritàriament per aigua i la 
seva funció és proporcionar nutrients, principalment. Gràcies a la seva alta viscositat dificulta la difu-
sió de molècules i permet que aquestes interaccionin amb elements que el conformen.

Finalment trobem una de les principals barreres de transport ocular especialitzades: la barre-
ra hematoretiniana. Es troba entre la retina i els capil·lars sanguinis i les cèl·lules que la componen 
presenten una forta unió entre elles. A causa de les seves característiques, és molt eficaç a limitar el 
transport de les molècules, com podrien ser els fàrmacs (Tsai et al., 2018).

Actualment hi ha tot un ventall de mètodes per a l’administració de fàrmacs per via ocular, tal 
com es mostra en la figura 3. La injecció intravítria és el mètode invasiu més emprat actualment per 
a l’administració de fàrmacs en el segment posterior de l’ull. Tot i això, és un mètode que requereix 
ser realitzat per personal especialista i que comporta riscos, tant de dolor com de sagnat o infeccions, 
entre d’altres. Per tot això, és necessari instaurar mètodes d’administració tòpica que permetin l’ad-
ministració de fàrmacs a la part posterior, mètodes que permetin l’administració autònoma del fàr-
mac per part del pacient i que presentin un risc menor.

Figura 3. Representació de les vies d’administració oculars. Basada en Tsai et 
al., 2018.
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3. Uveïtis

La uveïtis és un tipus d’inflamació ocular que afecta la capa intermèdia de la paret ocular, anomena-
da úvea.

La podem classificar, segons l’etiologia de la seva causa, en uveïtis infecciosa, que pot ser d’ori-
gen bacterià, vírica mitòtica o parasitària; en uveïtis no infecciosa, deguda a una patologia sistèmica, 
com un trastorn autoimmunitari, o derivada d’una lesió ocular; i, finalment, en uveïtis d’emmascara-
ment, com podria ser la derivada d’una neoplàsia.

També la podem classificar en funció de la regió de l’ull afectada: uveïtis anterior o iritis, que 
afecta la part frontal de l’ull; uveïtis intermèdia o ciclitis, que afecta els cossos ciliars; uveïtis posteri-
or o coroïditis i retinitis, que afecta la part posterior de l’ull, i uveïtis difusa o panuveïtis, quan la in-
flamació afecta totes les parts del teixit.

Aquesta patologia, si no és tractada, pot derivar en complicacions com ara glaucoma, catarac-
tes, lesions al nervi òptic, despreniments de retina o ceguesa (Sullivan et al., 2006).

4. Variacions del teixit corneal amb l’edat 

Tal com s’ha descrit, la còrnia és un teixit complex format per diferents capes i és vital per a la visió. 
Presenta nombrosos canvis relacionats amb l’edat, dels quals un dels més importants és l’engrossi-
ment de les membranes basals, tant l’epitelial com l’endotelial, així com la disminució del nombre de 
queratòcits conjuntivals, de cèl·lules endotelials i de la densitat del teixit nerviós del plexe subbasal. 
És rellevant destacar els canvis en els lípids d’aquest teixit, ja que s’ha comprovat que amb l’edat es 
produeix un augment de la proporció de CHOL i SM respecte dels fosfolípids majoritaris d’aquest tei-
xit, la fosfatidilcolina (PCOL) i la fosfatidilserina (PSER) (Broekhuyse, 1975; Gaynor et al., 1996; Rico 
del Viejo et al., 2018).

4.1 Desenvolupament d’un model de membrana corneal

Com que les membranes lipídiques tenen un paper clau en la majoria de processos fisiològics, és útil 
desenvolupar models de membrana per conèixer l’efecte de les diferents propietats (càrrega elèctri-
ca, hidrofobicitat, fase lipídica, etc.) en les possibles interaccions amb fàrmacs i formes farmacèuti-
ques, així com per al desenvolupament d’aquestes (García et al., 1997; Siontorou et al., 2017). 

Els models de membrana són utilitzats àmpliament en el desenvolupament i el descobriment 
de fàrmacs, en estudis d’interacció i com a eines moleculars de recerca per dilucidar la mecànica i els 
mecanismes de funcionament de les membranes biològiques (Siontorou et al., 2017).

Per tant, per tal d’obtenir un model de membrana caldrà definir-ne la composició, la tipologia 
i la metodologia d’obtenció. La composició reproduirà una de les propietats de la membrana d’interès 
per a l’estudi corresponent (Elliott i Yuan, 2011). Per a l’estudi de la interacció del dexibuprofèn amb 
la còrnia, resulta especialment important el contingut de CHOL i SM, entre altres lípids, ja que, tal com 
s’ha indicat, la ràtio CHOL/SM augmenta molt amb l’edat.

La tipologia del model de membrana és molt variada. Des d’un punt de vista biofísic, les mem-
branes es poden classificar en dos grans grups: monocapes i bicapes. En el grup de les monocapes es 
troben les pel·lícules de Langmuir (LMs) i les de Langmuir-Blodgett (LBs) (Wang, Cruz i Flach, 2007; 
Miyoshi i Kato, 2015). Entre les bicapes distingim les vesícules unilamelars o liposomes, els quals, 
segons la seva mida, es classifiquen en SUV (40-100 nm) (Maguire, Zhang i Shamlou, 2003)and in the 
present paper we describe the operation of a new high-velocity jet homogenizer for downsizing of 
multilamellar large vesicles to produce small unilamellar vesicles (SUV, LUV (100-500 nm) (Farías et 
al., 2018) i GUV (> 500 nm) (Esquembre et al., 2012). En l’apartat de bicapes cal no oblidar les bicapes 
sobre suport sòlid (SLB) (Loose i Schwille, 2009). 
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4.1.1 Obtenció de monocapes

La metodologia d’obtenció dels diferents tipus de membrana es troba àmpliament descrita en la bi-
bliografia (Petty, 1996; Wang, Cruz i Flach, 2007; Grauby-heywang i Turlet, 2008; Peetla, Stine i Lab-
hasetwar, 2009; Akbarzadeh et al., 2013; Hagedorn et al., 2015). 

La balança de Langmuir és un instrument amb el qual es poden comprimir i expandir monoca-
pes de molècules amfifíliques esteses en la superfície d’una subfase líquida per tal de determinar les 
característiques d’una LM (Pujol et al., 1999; Miyoshi i Kato, 2015). També s’empra per obtenir LB 
per compressió i transferència posterior sobre un suport sòlid (Naumann et al., 2002), que permetrà 
la seva anàlisi per tècniques microscòpiques (microscòpia de fluorescència [LM] o microscòpia de 
força atòmica [AFM]) (Hagedorn et al., 2015; Prat et al., 2015). L’interès a escollir treballar amb LM i 
LB recau en el fet que constitueixen un model homogeni estable on els lípids presenten una orienta-
ció específica i una geometria plana i que permet l’estudi termodinàmic.

4.1.3 Obtenció de bicapes 

La metodologia per obtenir vesícules unilamelars està ben definida (Farías et al., 2018), però caldrà te-
nir en conte la seva composició i finalitat d’ús en el moment de seleccionar la metodologia emprada.  

El mètode de la dispersió simple (Akbarzadeh et al., 2013) consisteix a preparar una pel·lícula 
un cop està seleccionada la composició de les vesícules unilamelars. Per fer-ho es pesa la quantitat 
desitjada de cada lípid i es dissol en cloroform/metanol (2:1); a continuació s’evapora el dissolvent 
en el rotavapor fins que queda una pel·lícula homogènia al fons del matràs. Es tapa el matràs amb 
paper Parafilm foradat i s’introdueix en l’assecador durant tota la nit per tal d’acabar d’eliminar les 
restes del dissolvent.

A continuació es rehidrata la pel·lícula amb una dissolució amortidora de Tris pH 7,4 i s’agita 
amb l’ajuda del bany d’ultrasons fins que tota la pel·lícula quedi en suspensió.

Finalment, per tal d’aconseguir les vesícules d’un diàmetre determinat, s’extrudeixen, és a dir, 
es fa passar la suspensió de les vesícules a través de diferents filtres amb la mida de porus determinat. 

Per a l’obtenció de GUV, una de les metodologies més emprades és l’electroformació (Okumura 
i Sugiyama, 2011; Farías et al., 2018)characterized by using electrochemical techniques, dynamic 
light scattering (DLS, en la qual es diposita una pel·lícula sobre uns elèctrodes i se li aplica un camp 
elèctric normalment oscil·lant de 2,2 V i 1-10 Hz, i en presència d’un medi líquid com pot ser una so-
lució de sacarosa es formen els GUV (Akbarzadeh et al., 2013; Tiwari et al., 2018). 

Les SLB consisteixen en un model de membrana en el qual una bicapa lipídica es troba diposi-
tada sobre un suport sòlid. Aquest model es considera particularment adequat per a la reconstitució 
de processos que tenen lloc en la membrana plasmàtica (Naumann et al., 2002; Loose i Schwille, 2009).

Per a la formació de les SLB hi ha diferents mètodes, però el de fusió de vesícules lipídiques és 
el més emprat i senzill. Consisteix a deixar incubar les vesícules, d’aproximadament 100 nm de 
composició lipídica desitjada, amb presència de Ca2+ sobre una superfície hidroxílica (vidre, sílice…). 
De manera espontània, aquestes vesícules es fusionaran i donaran lloc a la formació d’una bicapa que 
quedarà dipositada sobre el suport (Liu i Conboy, 2005). 

Aquestes membranes també es podrien obtenir a partir de la tècnica de les LB (Lieser et al., 
1994; Clausell et al., 2004)since they rarely spur the evolution of resistance. At low concentrations in 
the membrane, PxB forms vesicle-vesicle contacts and induces lipid exchange without leakage or fu-
sion, a phenomenon that can explain its specificity towards Gram-negative bacteria by contact forma-
tion between the two phospholipids interfaces in the periplasmatic space. In this work, the interacti-
on of PxB and the nonantibiotic derivative polymyxin B nonapeptide (PxB-NP: es forma una 
monocapa de Langmuir, s’introdueix un suport de manera perpendicular i posteriorment s’extreu; 
durant aquest procés, la monocapa de Langmuir es transfereix al suport i així es forma sobre el su-
port una bicapa que és la LB.
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5. Nanopartícules per a l’administració de medicaments

La utilització de Np ha representat una revolució en l’àmbit de la investigació de fàrmacs. En el camp 
farmacèutic, aquestes es defineixen com partícules sòlides col·loidals d’una mida inferior a 1 μm on el 
principi actiu interacciona amb el material que conforma la matriu de la NP i s’incorpora per encap-
sulació, per adsorció a la superfície o per conjugació (Oropesa-Nuñez i Jáuregui-Haza, 2012).

Depenent de la composició de la matriu, les NP es poden classificar en: orgàniques (Urrejola et 
al., 2018), on trobem principalment les polimèriques, liposomes (Maeki et al., 2017), micel·les i den-
drímers (Abbasi et al., 2014); inorgàniques, com ara les metàl·liques d’or, de plata, diferents òxids 
(Venkatesh, 2018), NP de sílice o nanotubs de carboni (Narayan et al., 2018); i, finalment, les híbrides 
entre els dos tipus explicats. 

5.1.  Desenvolupament de nanopartícules per a l’administració  
de dexibuprofèn

Les NP obtingudes a partir de polímers ofereixen una versatilitat incomparable amb altres materials 
(Pilar, 2016).

5.1.1. Fabricació de les nanopartícules

El mètode que es proposa utilitzar per a la fabricació de les NP polimèriques és el de desplaçament 
de dissolvent (figura 4), metodologia adequada per a l’encapsulació de fàrmacs poc hidròfils (Abrego 
et al., 2014).

Aquest mètode consisteix en la preparació de dues fases: una primera fase aquosa formada per 
10 ml de tensioactiu dissolt en medi aquós (pH 3,5) i una segona fase orgànica en la qual es troben 
dissolts el fàrmac, en aquest cas 5 mg DXI, juntament amb 90 mg del polímer en 5 ml d’acetona de 
qualitat HPLC. La fase orgànica s’addiciona gota a gota sobre la fase aquosa en agitació magnètica a 
80 rpm. És important assegurar la dispersió correcta de cada gota en addicionar la fase orgànica, ja 
que és el moment en què es produeix la nanoprecipitació. Posteriorment es deixa la mostra en agita-
ció durant 10 minuts i a continuació es procedeix a eliminar l’acetona mitjançant evaporació a baixa 
pressió. 

Figura 4. Diagrama d’elaboració de nanopartícules per dispersió de solvent.

En el cas de les NP en què s’utilitza PVA com a tensioactiu, cal una ultracentrifugació addicio-
nal, després de l’evaporació de l’acetona a 15.000 rpm durant 20 minuts, a fi de poder extreure el PVA 
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addicionat, ja que interfereix amb la càrrega de les NP i generaria un efecte estèric (Sánchez-López et 
al., 2016; Urrejola et al., 2018)

5.1.2. Caracterització de les NP

5.1.2.1. Morfometria

La caracterització morfomètrica es duu a terme a partir de l’espectroscòpia de correlació fotònica en 
l’equip Zetasizer NanoZS. El fonament d’aquesta tècnica és la mesura de les variacions de la intensi-
tat de la llum incidida sobre la mostra, que són degudes al moviment brownià de les NP. D’aquesta 
manera es pot determinar tant la mida mitjana de les NP com la seva polidispersió (IP), que serà in-
dicativa de l’homogeneïtat de la mostra.

Per tal de dur a terme aquesta caracterització s’ha de realitzar una dilució 1:10 de les NP i fer 
cada lectura per triplicat.

5.1.2.2. Potencial ζ

La caracterització de la càrrega superficial o potencial ζ es realitza a partir de la mobilitat electrofo-
rètica amb l’equip Zetasizer NanoZS. Aquest paràmetre mesura la càrrega superficial de les NP, rela-
cionada amb la seva estabilitat, ja que amb un major potencial ζ (en valor absolut) les partícules es 
repel·leixen i augmenta així la seva estabilitat (Oropesa-Nuñez i Jáuregui-Haza, 2012).

Per tal de fer la caracterització s’ha de realitzar una dilució 1:20 de les mostres i fer un mínim 
de tres replicats de cada lectura.

5.1.2.3. Eficiència d’encapsulació del fàrmac

L’eficiència d’encapsulació (EE) es mesura de manera indirecta: es mesura el fàrmac no encapsulat a 
les NP aplicant l’equació 1. Per tal de realitzar aquesta mesura es fa una dilució prèvia 1:100 amb ai-
gua mill-Q per assegurar que tot el fàrmac que està fora de les NP està dissolt correctament. Si no es 
fes aquesta dilució, el DXI lliure podria precipitar en forma de cristalls i obturar el filtre, cosa que ge-
neraria mesures errònies. Un cop feta la dilució, se centrifuguen les mostres incorporant un filtre (Ul-
tra-0,5 Centrifugal Filter Units MWCO-10000Daltons, EMD MilliporeTM, AmiconTM) a 14.000 rpm 
durant 15 minuts. El sobrenedant obtingut conté el fàrmac lliure que s’ha de quantificar.

% EE = 
Fàrmactotal – Fàrmacliure  .  100 Fàrmactotal

 
/Equació 1/

5.1.2.4. Quantificació del principi actiu dexibuprofèn 

La quantificació del DXI es pot realitzar a partir d’una cromatografia líquida d’alta eficàcia (High Perfor-
mance Liquid Chromatography, HPLC) de fase reversa amb un mètode isocràtic amb un flux d’1 ml/min.

La columna emprada per a la quantificació ha de ser una columna Kromasil® C18 (5 µm, 150 × 
4,6 mm). Com a fase mòbil s’utilitza metanol de qualitat HPLC i àcid ortofosfòric al 0,05% (v/v) en una 
proporció de 80:20. El DXI es detecta a una longitud d’ona de 220 nm.
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5.1.2.5. Estudis d’alliberació in vitro

Un dels avantatges de la utilització de NP polimèriques és poder obtenir un perfil d’alliberació del fàr-
mac constant en el temps per així aconseguir una millor pauta posològica per al pacient.

Hi ha diferents mètodes per caracteritzar l’alliberació de fàrmacs, el més emprat dels quals és la 
diàlisi. A causa de la baixa solubilitat del fàrmac en medi aquós, el mètode que s’ha de portar a terme és 
una diàlisi inversa, que es fonamenta en la dispersió de les NP en el medi de diàlisi. D’aquesta manera, es 
preparen tants sacs de diàlisi com temps d’experimentació, cada sac amb 0,5 ml de PBS. Aquests sacs es-
tan formats per una membrana de diàlisi semipermeable que deixa passar el fàrmac lliure, però no les NP.

Cada vas de diàlisi s’omple amb el medi d’alliberació (PBS, pH 7,4) i s’hi dispersa la formulació 
que s’ha d’estudiar; també s’hi introdueixen 14 sacs de diàlisi. Aquest dispositiu s’ha de mantenir en 
agitació magnètica contínua a 37 °C i cada cert temps s’extreu un sac. S’estudia l’alliberament in vitro 
del DXI respecte a les NP durant les primeres 24 hores. En el moment prèviament establert es proce-
deix a la retirada de cadascun dels sacs i es reomple el medi amb el mateix volum de PBS. Un cop re-
collida cada mostra, s’ha de procedir a la seva quantificació (figura 5).

Figura 5. a) Esquema de la realització de la diàlisi inversa per a l’estudi del perfil d’alliberació. 

5.1.2.6 Avaluació de la tolerància ocular in vitro

El test de HET-CAM (Hen’s Egg Test-Choriallantoic Membrane) es considera un model vàlid per a l’as-
saig de productes potencialment irritants a nivell ocular, a causa de la vascularització de la membra-
na i la similitud del teixit amb la conjuntiva (Interagency Coordinating Committee on the Validation 
of Alternative Methods [ICCVAM], 2010). Aquest test es basa en l’observació directa dels efectes irri-
tants durant els primers 5 minuts posteriors a l’aplicació de la substància en la membrana corioal-
lantoidal (CAM) en un ou de gallina de 10 dies embrionat.

Per realitzar aquest assaig, primerament s’ha de pesar l’ou per tal d’avaluar que el pes es trobi en 
l’interval entre 50 i 60 g (ICCVAM, 2010). Es col·loca l’ou sobre un suport amb la càmera d’aire cap a dalt, 
tal com s’observa en la figura 6A, i amb unes tisores es perfora la part superior de l’ou. Amb l’ajuda d’unes 
pinces i les tisores corbes es retalla la closca de manera circular amb cura de no perforar o danyar la mem-
brana CAM (figura 6B). A continuació s’humecta la membrana testàcia, d’aparença blanquinosa i que es 
troba sobre la CAM, amb una solució de NaCl 0,9% (figura 6C) a fi de poder-la retirar i deixar descoberta 
la CAM. Aquest últim pas és crític perquè si no es fa correctament es poden danyar els vasos (figura 6D).

Figura 6. Conjunt fotogràfic dels passos que s’han de realitzar per a la preparació de l’ou per a la rea-
lització del test HET-CAM
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A continuació es dipositen 300 µl de les diferents formulacions de NP sobre la CAM i s’obser-
ven els possible canvis en la membrana durant els 5 minuts posteriors a l’aplicació. Per tal de facilitar 
l’observació, com que les solucions de NP són d’una tonalitat blanquinosa, se’n retira l’excés. S’obser-
ven els possibles fenòmens d’irritació (hemorràgia, vasoconstricció i coagulació) i s’anoten els temps 
d’aparició (figura 7). S’ha de realitzar un registre fotogràfic abans i un cop transcorreguts els 5 minuts 
de cada ou.

Cal fer un control positiu, un NaOH (0,1 M), que produeix una irritació ràpida, i un control ne-
gatiu, en el qual s’utilitza NaCl al 0,9%.

Per tal de garantir els resultats de l’estudi s’ha de realitzar cada assaig per triplicat. 

Figura 7.  Fenòmens d’irritació en la CAM, a) coagulació, b) vasoconstricció, c) hemorràgia.

A partir de l’equació 2 s’ha de calcular el potencial d’irritació (IIO), on H és el temps en segons 
que triga a aparèixer l’hemorràgia, V és el temps en segons que triga a aparèixer la vasoconstricció i 
C és el temps en segons que triga a aparèixer la coagulació.

Posteriorment s’ha de classificar a partir de la taula 1 per tal de veure el poder irritant de cada 
formulació.

5(301–H)    +    7(301–V)   +   9(301–C)

    300                      300                    300
011=

      
/Equació 2/

TAULA 1. PUNTUACIÓ I CLASSIFICACIÓ DEL IIO.

IIO Classificació

0-0,9 Pràcticament no irritants
1-4,9 Dèbilment irritants
5-8,9 Moderadament irritants
9-21 Irritants

5.1.2.7. Resultats 

Amb la metodologia descrita en l’apartat 2.4.1 s’obtenen formulacions de NP de PLGA-PEG monodis-
perses, amb un valor de polidispersió inferior a 0,1, una mida mitjana de partícules inferior a 200 nm 
i una càrrega superficial negativa al voltant de –20 mV, les quals permeten encapsular més del 99% 
del fàrmac, cosa que permet una alliberació perllongada en el temps d’aproximadament el 50% del 
fàrmac al cap de 12 hores i sense presentar potencial d’irritabilitat (Sánchez-López et al., 2016).
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6. Estudis d’interacció

Per a la realització d’estudis d’interacció dels fàrmacs amb les diferents membranes caldrà definir les 
propietats de la membrana que es poden veure afectades en entrar en contacte amb el fàrmac o la for-
ma farmacèutica. L’espectroscòpia de fluorescència és una tècnica que permet l’estudi de les interac-
cions per diferents mètodes. Es destaquen els estudis d’unió (binding) o de desactivació (quenching) 
entre la membrana (generalment LUV marcats amb sondes fluorescents adients) (Loose i Schwille, 
2009) i el fàrmac o NP, estudis d’anisotropia que permetran conèixer el nivell en què es produeix la 
pertorbació, canvis en el potencial dipolar de la membrana, estudis de transferència d’energia per 
ressonància de fluorescència (FRET) (Shi et al., 2015), que ens ajuda a discernir entre processos 
d’agregació o fusió de vesícules o aproximació entre NP i LUV. En aquest cas, caldrà marcar cada tipus 
de partícula amb un sondes fluorescents diferents que permetin que es produeixi FRET (parells amb 
una distància de Föster adient, per exemple rhodamina i NBD) (Shi et al., 2015).

Els estudis de microscòpia electrònica o de fluorescència permetran observar les interaccions 
i els canvis que es produeixen en interaccionar les NP amb els GUV (Brown i Hondow, 2013; Tiwari et 
al., 2018).

Amb tot aquest conjunt d’estudis es pretén fer una primera aproximació a com s’estableixen 
les interaccions entre les NP i els diferents teixits representats en els models de membrana. 

7. Conclusions

En el present treball s’ha evidenciat la importància de la realització d’estudis i el desenvolupament de 
nanopartícules per al tractament de la inflamació ocular, com també de les diferents metodologies 
que trobem per tal d’establir un model de membrana per poder realitzar proves in vitro simulant els 
teixits oculars, com ara la còrnia. 

S’ha presentat una metodologia que permet associar un agent antiinflamatori no esteroidal 
(dexibuprofèn) a diferents polímers i copolímers biodegradables i biocompatibles en forma de Np en 
medi aquos pel procediment de dispersió del dissolvent, així com la metodologia per poder-les carac-
teritzar morfomètricament i la valoració del potencial ζ que es podrà correlacionar amb l’estabilitat. 
També s’ha presentat com es poden realitzar els estudis de difusió i d’irritació in vitro.

Finalment, els estudis a partir de tècniques biofísiques amb models de membrana proporcio-
nen un enfocament senzill però eficaç per tal de comprendre processos altament complexos com ara 
la interacció de sistemes d’alliberació perllongada de fàrmac, com les NP, i les diferents barreres bio-
lògiques. 
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