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Resumen 
La osteoartritis (OA) es una enfermedad articular de alta prevalencia mundial que cursa con dolor e 
incapacidad funcional caracterizándose por la inflamación del sinovio consecuencia de la destrucción 
progresiva del cartílago. Los macrófagos son actores fundamentales en el inicio y el desarrollo de esta 
patología, implicados en el proceso inflamatorio. Ante una lesión en el cartílago, los macrófagos liberan 
grandes cantidades de mediadores proinflamatorios contribuyendo así a un incremento en su 
degradación. La terapia actual de la OA incluye la administración intraarticular de corticoesteroides y 
ácido hialurónico, mejorando la sintomatología de la patología, pero sin observarse mejoría en la 
regeneración del cartílago debido, parcialmente, al rápido aclaramiento de la cavidad articular. Por todo 
ello, el objetivo de este trabajo es la vectorización de macrófagos sinoviales implicados en la OA mediante 
la administración intraarticular de sistemas nanoparticulados. Con este fin, se desarrollaron y 
caracterizaron transportadores lipídicos nanoestructurados (NLCs) cargados con un fármaco 
antiinflamatorio utilizando modelos de redes neuronales (ANN) y evaluando la respuesta celular a los 
mismos en macrófagos y condrocitos humanos procedentes de pacientes con OA. Los resultados 
mostraron que los sistemas desarrollados presentan unas adecuadas características en cuanto a tamaño 
y potencial Zeta y mostraron capacidad para cargar el fármaco antiinflamatorio β-Lapachona. El empleo 
de redes neuronales ha permitido seleccionar la composición de la formulación que cumple las 
características deseadas para administración intraarticular. La formulación optimizada mostró unas 
características similares a lo predicho por las redes neuronales y es estable al menos durante dos semanas. 
Además, la funcionalización de las NLCs optimizadas con manosa incrementa su internalización por los 
macrófagos. 

Abstract 
Osteoarthritis (OA) is highly prevalent disease worldwide, curses with pain and functional disability 
characterized by synovium inflammation as a result of the progressive cartilage destruction. Macrophages 
seem to have a pivotal role at the onset and development of this disease involved in the inflammatory 
process. When a cartilage lesion occurs, macrophages release pro-inflammatory mediators leading to 
cartilage destruction. Current OA therapy includes intraarticular corticosteroids and hyaluronic acid 
administration aiming at improving the pathology symptomatology, but without improvement in the 
cartilage regeneration due to, partially, the rapid clearance on the joint cavity. The aim of this work is to 
target synovial macrophages involved in OA through the intraarticular administration of nanoparticulated 
systems. To this end, nanostructured lipid carriers (NLCs) loaded with an anti-inflammatory drug were 
developed using artificial neural networks (ANN), the cellular response of those systems was analyzed in 
human macrophages and chondrocytes from patients with OA. The experimental results showed the 
developed systems had adequate characteristics of size and zeta potential with capacity to load the 
antiinflamatory drug β-Lapachone. The use of neural networks has allowed to choose the formulation 
composition able to fulfill the desired characteristics for intra-articular administration. The optimized 
formulation showed similar characteristics to neural networks prediction and is stable for at least two 
weeks. In addition, functionalization of optimized NLCs with mannose increases macrophages 
internalization.  
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1. Introducción 
 
La osteoartritis (OA) es una enfermedad de alta 

prevalencia mundial que afecta a 250 millones de 
personas mayores de 50 años y que cursa con dolor, 
rigidez articular e incapacidad funcional a 
consecuencia de la destrucción progresiva del 
cartílago y hueso, así como por la inflamación 
sinovial de las articulaciones afectas [1]. Las causas 
por las que se inicia la OA todavía están por 
dilucidar, pero se sabe que hay factores de riesgo 
reconocidos como el sexo siendo más frecuente en 
mujeres que en hombres, la obesidad, el 
envejecimiento o el trauma articular [1,2]. El 
tratamiento actual es sintomático y busca la 
ralentización en la progresión de la enfermedad, 
pero en estados avanzados es necesario el 
reemplazo articular [3].  

 
La OA se caracteriza por un error en el proceso 

de regeneración del cartílago dañado por cambios 
mecánicos y químicos en la articulación [4]. Los 
condrocitos son las principales células responsables 
del mantenimiento de su matriz extracelular y 
cuando se produce una lesión, son los encargados 
de reparar ese daño. Sin embargo, en la OA se 
produce un desequilibrio entre la degradación y la 
regeneración del cartílago y los condrocitos y los 
macrófagos sinoviales se activan en respuesta al 
daño articular, produciendo proteínas de respuesta 
inflamatoria y enzimas que degradan la matriz 
extracelular entre las que se incluyen citoquinas 
como la interleuquina-1β, interleuquina-6 y el 
factor de necrosis tumoral (TNF-α). Ello a su vez 
provoca la muerte de condrocitos y células del 
sistema inmune estableciendo una inflamación 
sinovial crónica y el desarrollo de su sintomatología 
característica [3]. 

  
La cavidad sinovial se divide en dos capas, la 

capa externa o subíntima y la capa interna o íntima 
que está constituida por macrófagos y sinoviocitos 
encargados de mantener la homeostasia de la 
articulación. Los macrófagos sinoviales 
desempeñan una función importante en el 
desarrollo y progresión de la OA. Tal y como 
demostraron Wood et al., un mayor número de 
macrófagos en la cavidad sinovial está relacionado 
con una mayor inflamación debido a la liberación de 
mediadores proinflamatorios que contribuyen en el 
desequilibrio entre la degradación y la regeneración 
del cartílago [4,5]. Ante una lesión o inflamación, los 
macrófagos se activan dividiéndose en dos 
fenotipos mayoritarios: proinflamatorios (M1) y 
antiinflamatorios (M2). Los macrófagos con 

fenotipo tipo M1 segregan grandes cantidades de 
mediadores proinflamatorios como citoquinas y 
quimiocinas especialmente en las etapas iniciales 
del desarrollo de la OA. Por otro lado, los 
macrófagos tipo M2 producen una serie de factores 
antiinflamatorios que promueven la regeneración 
del tejido dañado y la secreción de: factor de 
crecimiento endotelial vascular, factor de 
crecimiento TGF- β y arginina que contribuyen en la 
regeneración tisular. Además, se sabe que los 
macrófagos sinoviales activados a M1 contribuyen 
en la destrucción del cartílago articular debido a la 
liberación de mediadores proinflamatorios y por 
eso se podría emplear la transformación de 
macrófagos M1 a macrófagos M2 como posible 
tratamiento de la enfermedad [2].  

Actualmente, se prescriben inyecciones de 
corticoesteroides o ácido hialurónico para el 
tratamiento de la OA de rodilla con el fin de 
disminuir la inflamación y reducir la sintomatología, 
pero, la mejoría clínica de los pacientes suele ser 
mínima debido al rápido aclaramiento de los 
fármacos de la cavidad articular. Existe en la zona un 
sistema linfático altamente eficiente. El líquido de la 
cavidad articular se reemplaza por completo varias 
veces al día. La administración de formulaciones 
que permitan retener en el lugar de acción fármacos 
antiinflamatorios y cederlos durante un tiempo 
prolongado pueden resultar una estrategia 
prometedora para esta patología [10].  

La β-Lapachona es un fármaco muy poco 
soluble que presenta propiedades antiinflamatorias 
y antineoplásicas [8,9]. Su inclusión en 
transportadores de tamaño lo suficientemente 
pequeño para ser fagocitados por los macrófagos 
presentes en la cavidad articular puede ser una 
estrategia prometedora para el tratamiento de la 
OA [6,7,10]. Debido a la naturaleza localizada de la 
OA se propone la administración intraarticular ya 
que ofrece muchas ventajas permitiendo la 
administración dirigida y localizada de los fármacos 
a los tejidos afectados reduciendo así la exposición 
sistémica y los posibles efectos secundarios. Al 
administrar el fármaco mediante una inyección 
intraarticular se consiguen altas concentraciones 
del fármaco de forma localizada y se favorece que 
los macrófagos sinoviales presentes en la 
membrana sinovial fagociten el sistema 
administrado. Además, si formulamos un sistema 
de cesión de fármaco controlado, el tiempo de 
permanencia del fármaco en la cavidad articular 
será mayor y se conseguirá mejorar los efectos   
anti-atrósicos locales. Para solucionar algunos de 
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los problemas de los fármacos como pueden ser la 
baja absorción, baja solubilidad o el rápido 
metabolismo se pensó en su administración en 
nanotransportadores lipídicos [10-12]. 

Utilizando nanotransportadores lipídicos se 
puede mejorar la estabilidad del fármaco, conseguir 
su cesión prolongada, reducir su dosis, o 
incrementar su biocompatibilidad [13]. Los 
nanotransportadores lipídicos sólidos (SLN) 
surgieron a finales de los años 1990 y son la primera 
generación de nanotransportadores lipídicos, pero 
tienen la desventaja de que, debido a la presencia 
de una matriz lipídica perfectamente ordenada, 
presentan una baja carga del fármaco y, además, 
este es expulsado fácilmente [13]. La nueva 
generación de transportadores lipídicos 
nanoestructurados (NLC) son una buena alternativa 
frente a los SLN. Están formados principalmente por 
lípidos sólidos, lípidos líquidos, surfactantes y agua. 
Una parte del lípido sólido se reemplaza por un 
aceite permitiendo generar una matriz lipídica 
desordenada donde fármacos lipofílicos como la  
β-Lapachona podrán permanecer por más tiempo 
en su interior, mejorando así la capacidad de carga 
en el interior de estas estructuras y reduciendo la 
expulsión del fármaco a la circulación sistémica 
[13,14]. 

El diseño de formulaciones farmacéuticas es 
complejo ya que conlleva el uso de muchas 
variables que afectan al proceso. En la actualidad se 
utilizan técnicas computacionales que permiten 
procesar resultados, hacer predicciones e incluso, 
optimizar el proceso a partir de un conjunto de 
datos experimentales [15,16]. Las redes neuronales 
(ANN, por sus siglas en inglés), son una tecnología 
de inteligencia artificial (IA) que imita el 
funcionamiento del cerebro humano. Puede ser 
combinada con otras herramientas de IA como la 
lógica difusa (NLF, por sus siglas en inglés) o los 
algoritmos genéticos, para generar herramientas 
híbridas capaces de modelizar los procesos de 
fabricación permitiendo predecir y/u optimizar los 
resultados sin necesidad de que el investigador 
tenga profundos conocimientos matemáticos [17]. 
Estas técnicas computacionales pueden ser una 
buena herramienta en el proceso de optimización 
de las NLC estableciendo su composición, tamaño, 
índice de polidispersión, potencial Zeta y capacidad 
de carga como variables en el diseño [18]. 

 

El objetivo de este TFM es el desarrollo de una 
formulación optimizada de NLCs cargadas con  
β-Lapachona, capaz de ser internalizada por 
condrocitos y macrófagos humanos que resulte de 
potencial utilidad en el tratamiento de la OA 
mediante su inyección intraarticular. Se 
seleccionaron NLCs para conseguir fagocitosis por 
parte de los macrófagos promoviendo así su 
internalización y disminuyendo la secreción de 
citoquinas proinflamatorias pudiendo obtener un 
efecto antiinflamatorio en el lugar deseado [10-12]. 
Además, se evaluará el efecto de la funcionalización 
de las NLCs con manosa para incrementar la 
internalización de las nanopartículas ya que los 
macrófagos presentan una gran cantidad de 
receptores de manosa en su superficie que 
permiten la captación e internalización de 
compuestos por fagocitosis [19-20].  

2. Material y métodos 

Se utilizaron como lípidos sólidos (LS) Precirol® 
ATO (Glyceryl Palmitostearate), Compritol® 888 
ATO (Glyceryl Behenate) y Glyceryl Tristearate de 
Gattefossé (Francia). Como lípidos líquidos (LL), 
Miglyol, Transcutol CG, Labarasol ALF, Labrasol Val, 
Labrasol Lipophile WL, Transcutol HP de Gattefossé 
(Francia) y Ácido Oleico de Merck (Portugal). Como 
surfactantes, el polisorbato 80 (Tween® 80) de 
Sigma Aldrich (Germany) y Epikuron® 145 V 
(fosfatidilo destilado de lecitina enriquecida con 
colina) que fueron regalo de Gattefossé (Francia). 
Agua milliQ (MilliQ plus, Millipore Iberica, España).  

La estearilamina y la D-(+)-Manosa para la 
funcionalización de las formulaciones se compraron 
en Sigma-Aldrich Co. (St Louis, MO, USA). Como 
fármaco se utilizó la β-Lapachona donado por el 
Laboratorio Farmacêutico do Estado de 
Pernambuco, LAFEPE (Recife, Brazil). 

2.1. Estudios de solubilidad de la β-Lapachona en 
los lípidos líquidos 

Para evaluar la solubilidad de la β-Lapachona en 
los diferentes lípidos líquidos, se mezclaron 200 mg 
de fármaco con 1 mL de cada uno de los aceites. La 
mezcla se dejó en agitación durante 48 horas. La 
cantidad de fármaco solubilizado se cuantificó 
mediante espectrofotometría UV-Visible en un 
espectrofotómetro UV-VIS 8453 de Agilent 
Technologies (España) a 257 nm empleando una 
recta de calibrado previamente validada. 
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2.2. Estudios de solubilidad de la β-Lapachona 
en los lípidos sólidos 

Para medir la solubilidad de la β-Lapachona 
en los diferentes lípidos sólidos, se calentaron 
200 mg de cada lípido sólido en un baño de agua 
a 80°C (5°C por encima de su temperatura de 
fusión) y una vez fundido el lípido sólido, se 
añadieron 5 mg de fármaco hasta que apareció 
un precipitado correspondiente al fármaco no 
solubilizado [21]. 

2.3. Estudios de miscibilidad de lípidos líquidos 
y lípidos sólidos 

Se mezclaron los diferentes lípidos líquidos 
y lípidos sólidos en diferentes proporciones 
(50:50, 25:75, 72:25). Las mezclas se calentaron 
en un baño de agua a 80°C en continua agitación 
durante 5 minutos y se observó la aparición de 
separación de fases. 

2.4. Diseño experimental 

Se hizo un estudio preliminar de 
formulación con los lípidos seleccionados en 
NLCs blancas en proporción 50:50 (LS:LL) con un 
2% de Tween respecto a la fase acuosa, un 1% 
de lecitina respecto a la fase lipídica y sin 
fármaco, siguiendo el procedimiento descrito 
por Rouco et al. [18]. En base a los resultados 
experimentales y mediante el software 
Dataform® v3.1 (Intelligensys LTD, Reino Unido), 
se estableció un diseño experimental 
balanceado para tres variables: la proporción 
lípido líquido:líquido sólido, porcentaje de 
Tween® 80 referido a la fase acuosa y el 
porcentaje de lecitina referido a la fase lipídica 
total. Las condiciones del diseño experimental 
se presentan en la Tabla 1. 

NLC (LL:LS) % Tween® 80 % Lecitina 

1 30:70 2 2 
2 50:50 0,5 1,5 
3 10:90 1,25 1 
4 30:70 1,25 1,5 
5 50:50 2 1 
6 10:90 0,5 2 
7 50:50 2 2 
8 10:90 1,25 1,5 
9 30:70 0,5 1 

 

Tabla 1. Diseño experimental de las NLC. 

 

 

2.5. Preparación de las NLC 

Se utilizó un método de homogeneización 
en caliente de alta cizalla (HSH). En base a la 
solubilidad de la β-Lapachona en los lípidos se 
seleccionaron el Compritol® 888 ATO y 
Transcutol HP como componentes lipídicos. 
Además, se emplearon como surfactantes el 
Tween®80 y la lecitina.  

Se prepararon 300 mg de fase lipídica 
constituida por LS y LL siguiendo la composición 
indicada en la Tabla 1. Se incorporó a esta fase 
una cantidad de β-Lapachona en función de su 
solubilidad en el LL y de la proporción del LL en 
la formulación. 

Por otro lado, se preparó la fase acuosa 
añadiendo lecitina a 10 mL de una disolución de 
Tween® 80 en agua milliQ en las proporciones 
indicadas en la Tabla 1.  

Ambas fases se calentaron en un baño a 
80°C durante 5 minutos. Luego, se añadió la fase 
acuosa sobre la fase lipídica y se homogeneizó 
utilizando un Ultra-Turrax T25 (IKA 
Labortechnik, Alemania) durante 10 min a 
14800 rpm manteniendo la temperatura a 80°C. 
Finalmente, la dispersión de NLC obtenida se 
enfrió en un baño de agua-hielo durante dos 
minutos con ligera agitación. Las dispersiones se 
almacenaron en nevera a 4°C [18]. 

2.6. Caracterización de NLC 

Se determinaron los tamaños de partícula 
de las dispersiones de NLC, las cargas 
superficiales y la estabilidad física utilizando un 
Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments, Reino 
Unido). Las muestras se diluyeron en agua milliQ 
y se utilizaron cubetas de poliestireno para la 
determinación del tamaño de partícula y del 
índice de polidispersión. Las medidas se 
realizaron a 25 ± 1°C y los resultados se 
expresaron en tamaño promedio (Pico 1 o pico 
de mayor intensidad) y desviación del pico (SD 
Pico 1). Se caracterizaron tras 15 minutos y 14 
días después de su elaboración. 

La carga superficial se determinó a través de 
la movilidad de las partículas en un campo 
eléctrico para calcular el potencial Zeta (ZP). Las 
muestras también fueron diluidas en agua milliQ 
y las medidas se llevaron a cabo utilizando una 
cubeta DTS 1070 de Malvern donde se 
estableció un potencial de ± 150 mV.  
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2.7. Eficiencia de encapsulación y carga de 
fármaco 

Las dispersiones de NLC se purificaron por 
diálisis en membrana de celulosa (MWCO: 3,5 
kDa de Spectra/Por®), dejando las membranas 
en agitación durante 24 horas en agua milliQ. La 
dispersión dializada se disolvió en acetonitrilo 
usando una dilución 1:2 y se centrifugó a 12000 
rpm y 4°C durante 30 minutos con la finalidad de 
que se rompan las NLCs para que salga el 
fármaco encapsulado hacia el sobrenadante y 
que precipite el lípido. La cuantificación de la 
cantidad de fármaco presente en el 
sobrenadante se llevó a cabo mediante 
espectrofotometría a 280 nm en un lector de 
placas (FLUOstar Omega, BMG Labtech, 
Germany) y se calculó la eficiencia de 
encapsulación siguiendo la ecuación 1 y la carga 
del fármaco siguiendo la ecuación 2. Se siguió el 
mismo procedimiento con las formulaciones no 
purificadas.  

EE (%) = [
𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒 𝑓á𝑟𝑚𝑎𝑐𝑜 𝑐𝑎𝑟𝑔𝑎𝑑𝑜

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑓á𝑟𝑚𝑎𝑐𝑜
] x 100   (Ec. 1) 

DL (%) = [
𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒 𝑓á𝑟𝑚𝑎𝑐𝑜 𝑐𝑎𝑟𝑔𝑎𝑑𝑜

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑙í𝑝𝑖𝑑𝑜𝑠
] x 100   (Ec. 2) 

 

2.8. Modelización mediante herramientas IA 

Se utilizó el software INForm® v5.01 
(Intelligensys Ltd, Reino Unido) para modelizar 
la base de datos generada. Se introdujeron 
como variables de entrada (inputs) el LL:LS, el % 
lecitina y el % Tween y como outputs, el tamaño, 
el índice de polidispersión, el potencial Zeta, la 
eficiencia de encapsulación y la carga del 
fármaco de las NLCs tras 14 días de 
almacenamiento. La modelización se llevó a 
cabo con los parámetros por defecto del 
software. 

Se seleccionó la composición y las 
condiciones de operación adecuadas para 
producir una formulación óptima en función de 
los requerimientos siguientes: tamaño e índice 
de polidispersión con los valores más bajos 
posibles y el potencial Zeta con los valores más 
negativos a los 14 días. La eficiencia de 
encapsulación y la carga del fármaco máximas.  

Se llevó a cabo experimentalmente la 
formulación estimada como óptima cargada con 
β-Lapachona por triplicado (n=3) y no cargada 
por duplicado (n=2) a modo de validación del 
modelo. 

2.9. Funcionalización de la formulación 
optimizada de NLC 

Las NLC optimizadas se funcionalizaron con 
manosa. Para ello, en la fase lipídica se añadió 
un 2% p/p de estearilamina respecto a la fase 
lipídica total y se llevó a cabo la formulación 
como se describe en el punto 2.5. A 
continuación, se incubó la formulación con una 
disolución de D-(+)-manosa 50 mM preparada 
en un tampón de acetato a pH 4 y en una 
dilución 1:2 respecto al volumen total de la 
formulación que se dejó en agitación vigorosa 
durante 48 horas tal y como describen Vieira et 
al. A continuación, la formulación se dializó en 
una membrana de celulosa (MWCO: 3,5 kDa) 
con agitación y en agua milliQ durante 30 
minutos para eliminar posibles impurezas [22-
23]. 

2.10. Extracción y digestión de cartílago 

Con un bisturí se extrajo el cartílago de la 
muestra de cartílago obtenido de pacientes con 
OA que se sometieron a cirugía de reemplazo 
total de rodilla (donación del servicio de 
traumatología del Hospital Clínico Universitario 
de Santiago de Compostela tras la aprobación 
por el Comité Ético de Investigación Clínica de la 
Universidad de Santiago). Las muestras de 
cartílago extraídas se lavaron 2 veces con 20 mL 
de DPBS (Dulbecco`s Phosphate Buffered Saline). 
Se pasaron a una placa de cultivo con medio 
(DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) + 
2% FBS + 1% penicilina/estreptomicina), todos 
ellos de Gibco, (USA) y se dejaron en la 
incubadora a 37°C, 5% CO2 y en atmósfera 
húmeda durante 12 horas. A continuación, se 
retiró el medio, se añadió 1 mg/mL de pronasa 
(Roche Molecular Biochemicals) y la muestra se 
colocó en un baño con agitación a 37°C durante 
30 minutos. Después se retiró la pronasa, se hizo 
un lavado con DPBS y se añadió 1mg/mL de 
colagenasa P (Roche Molecular Biochemicals). 
La muestra se colocó en un baño con agitación a 
37°C durante 8 horas. La suspensión celular 
resultante se filtró con un filtro de nailon de 40 
µm. El filtrado celular se centrifugó dos veces a 
1200 rpm durante 4 minutos haciendo lavados 
con DPBS entre centrifugaciones. El pellet 
resultante de condrocitos se resuspendió en 
medio de cultivo y se sembró en placas de 6 
pocillos siguiendo el procedimiento descrito por 
Scotece et al. [24]. 
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2.11. Cultivo y diferenciación de los monocitos 
THP-1 a macrófagos 

Para la diferenciación de los monocitos 
THP-1, monocitos humanos derivados de una 
leucemia linfocítica aguda y adquiridos en ATCC, 
que se encuentran en suspensión en un medio 
RPMI1640 + 10 %FBS + 1% 
penicilina/estreptomicina y de los que se utilizó 
una concentración de 2x105 células/mL, se le 
añadió una concentración 200 nM de PMA 
(forbol-12-miristato-13-acetato) de Sigma-
Aldrich Co. (St Louis, MO, USA) y se dejaron 
durante 48 horas en la incubadora para que se 
diferenciasen a macrófagos, induciendo así su 
adherencia antes de proceder al siguiente 
ensayo tal y como indican Gaspar et al. [19, 25]. 

2.12. Ensayo de viabilidad celular en 
macrófagos humanos 

Se sembraron macrófagos (2x104 
células/pocillo) en placas de 96 pocillos 
haciendo 6 replicados por concentración, a las 
24 horas se le incorporaron las NLC optimizadas 
en diferentes concentraciones. Como control, se 
utilizaron 6 pocillos que contenían células sin 
NLC a las que se le añadió una cantidad 
equivalente de agua milliQ y se dejaron en el 
incubador 24 horas. Transcurrido ese tiempo se 
midió la viabilidad celular mediante un método 
espectrofotométrico a 450 nm y utilizando el kit 
“Cell Proliferation Reagent WST-1” de la Roche, 
siguiendo las indicaciones del fabricante. Para 
este ensayo se utilizó un medio de cultivo sin 
rojo fenol de Gibco y el reactivo WST-1 se aplicó 
en oscuridad, añadiendo el reactivo en 6 pocillos 
sin células para utilizarlos como blanco de 
absorbancia. Se incubó la placa con el reactivo 1 
hora a 37°C y después, antes de hacer las 
medidas, la placa se agitó durante 1 minuto en 
el lector de placas (Bio-Rad 680, Barcelona, 
Spain). La viabilidad celular se calculó utilizando 
la ecuación 3. 

   Viabilidad muestra (%) = [
𝐴𝑏𝑠 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴𝑏𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙
] x 100   (Ec. 3) 

 

 

 

 

 

2.13. Ensayo de internalización celular en 
macrófagos humanos y condrocitos 

Se sembraron los macrófagos y los 
condrocitos procedentes de la extracción de 
cartílago (2x104 células/pocillo) en placas de 96 
pocillos haciendo 6 replicados por 
concentración y a las 24 horas se le incorporaron 
las NLC optimizadas marcadas con cumarina 6 
(40 µL de cumarina 6 por formulación) con el fin 
de cuantificar la internalización con un método 
fluorimétrico. Se hizo una medida inicial de la 
fluorescencia en el lector de placas (FLUOstar 
Omega, BMG Labtech, Germany) y se dejó la 
placa en la incubadora durante dos horas. 
Después se hicieron 3 lavados con una 
disolución 20 mM de glicina de Fluka 
BioChemika y DPBS a pH 7,4. Tras los lavados se 
añadieron 100 µL por pocillo de triton x-100 al 
1% de Merck (Portugal) para provocar la lisis 
celular y que la formulación que contiene 
cumarina 6 internalizada se libere y se pueda 
cuantificar siguiendo el método descrito por 
Gaspar et al. [25]. Se hizo la medida de 
fluorescencia  
post-lisis en el lector de placas a una longitud de 
onda de excitación de 485 nm y una longitud de 
onda de emisión de 520 nm. Para determinar el 
porcentaje de internalización se empleó la 
ecuación 4. 

Internaliz. (%) = [
𝐹𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑝𝑜𝑠𝑡−𝑙𝑖𝑠𝑖𝑠

𝐹𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐𝑒𝑛𝑐𝑖𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙
] x 100 (Ec. 4) 

2.14. Análisis estadístico 

Se hizo el análisis estadístico utilizando el 
programa SPSS donde las variables obtenidas se 
compararon utilizando un test ANOVA de una 
vía. Los valores de p<0,05 fueron considerados 
significativos. También se utilizó el programa 
GraphPad Prism 8 para la realización de las 
figuras.  
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3. Resultados y discusión 

3.1. Selección de los componentes de las NLC 

La β-Lapachona es un fármaco muy 
insoluble en agua y cuya solubilidad en lípidos 
no ha sido previamente establecida [9]. Los 
resultados de solubilidad de la β-Lapachona en 
los diferentes lípidos líquidos se presentan en la 
figura 1. En base a ellos se eligieron como lípidos 
líquidos, el Transcutol CG (TCG), el Labrasol ALF 
(LALF), Labrasol Val (LVAL) y el Transcutol HP 
(THP), por ser aquellos en los que el fármaco 
presenta mayor solubilidad. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Solubilidad de la β-Lapachona en 
diferentes lípidos líquidos. 

 

 

Los resultados de los estudios de solubilidad 
en los lípidos sólidos pusieron de manifiesto que 
la β-Lapachona no se solubiliza en el Precirol® 
ATO. 

Además, se descartó el Glyceryl Tristearate 
por su inmiscibilidad con los cuatro lípidos 
líquidos seleccionados. No se observó 
separación de fases con Precirol® ATO (PRE) ni 
con Compritol® 888 ATO (COMP), por lo que se 
realizó un estudio preliminar de formulación 
utilizando una proporción 50:50 (LS:LL) un 2% de 
Tween respecto a la fase acuosa, un 1% de 
lecitina respecto a la fase lipídica y sin fármaco, 
metodología desarrollada por Rouco y 
colabradores para determinar la combinación 
lípido líquido:lípido sólido con mejores 
resultados en cuanto a tamaño de partícula, 
índice de polidispersión y potencial Zeta [18]. 
Las muestras se analizaron tras el proceso de 
formulación y tras 14 días almacenadas 
mostrando los resultados que se describen en la 
tabla 2.  

En base a los estudios de solubilidad de la 
β-Lapachona y este estudio preliminar de 
formulación, se seleccionaron el Transcutol HP y 
el Compritol® 888 ATO como componentes 
lipídicos ya que con esta combinación se 
obtienen unas NLCs con los menores valores de 
tamaño, estables tras 14 días de 
almacenamiento en nevera, con índices de 
polidispersión adecuados y valores de potencial 
Zeta negativos que indican mayor estabilidad de 
las NLCs.  

 

Tabla 2. Resultados del estudio preliminar realizado con combinaciones de lípidos empleando la metodología de 
Rouco et al., [18]

 

 

 

 

 

 

NLC Tamaño (nm) 
Tamaño 14 días 

(nm)  
PdI PdI 14 días ZP (mV) ZP14 días (mV)  

TCG-PRE   263,00 267,50 0,25 0,41 -9,75 -9,39 
TCG-COMP 178,40 173,90 0,19 0,20 -10,20 -8,90 
LALF-PRE  219,60 467,75 0,36 0,50 -10,50 -14,18 
LALF-COMP 230,20 253,45 0,17 0,16 -10,40 -10,30 
LVAL-PRE  235,10 513,70 0,31 0,56 -9,83 -8,57 
LVAL-COMP  236,60 259,48 0,21 0,24 -14,70 -11,70 
THP-PRE  120,60 121,13 0,24 0,20 -11,10 -12,68 
THP-COMP  98,75 105,25 0,16 0,21 -7,69 -10,98 
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3.2. Caracterización y optimización de NLC 

Tras la selección de materiales y la 
definición del diseño experimental empleando 
los lípidos anteriormente mencionados, se 
elaboraron las formulaciones y se caracterizaron 
(recién elaboradas y tras 14 días de 
almacenamiento) en cuanto a tamaño de 
partícula, índice de polidispersión y potencial 
Zeta (ZP). Los resultados se muestran en la tabla 
3.  

 

Como puede observarse, no existen 
cambios importantes en cuanto al tamaño, PdI y 
ZP a los 14 días respecto a las formulaciones 
recién formuladas lo que indica que las 
formulaciones se mantienen estables tras su 
almacenamiento. Todas ellas fueron formuladas 
de acuerdo a las condiciones recogidas en la 
tabla 1 y como se puede observar, aquellas que 
llevan menor proporción de lípido líquido (10:90 
LL:LS) tienen un tamaño de partícula mayor y un 
PdI superior al 0,30 que indica la presencia de 
agregados de NLCs pudiendo afectar 
negativamente a su estabilidad.  

 

Tabla 3. Características de las formulaciones obtenidas en las condiciones del diseño experimental 
descritas en la tabla 1 para las formulaciones frescas y tras 14 días de almacenamiento en nevera.

 

 

 

Los resultados de la eficiencia de 
encapsulación y de carga del fármaco de las 
formulaciones frescas se recogen en la tabla 4. 
Como se puede apreciar, los valores de 
eficiencia de encapsulación y de carga de 
fármaco son muy bajos, es decir, apenas hay 
fármaco en el interior de las NLCs a pesar de que 
la β-Lapachona parecía solubilizarse en ambos 
lípidos.  

Con el uso de INForm® se seleccionó la 
composición de una formulación que permita 
obtener los mejores resultados de eficiencia de 
encapsulación y de carga del fármaco. La 
composición de la formulación óptima en base a 
resultados predichos por INForm® se recoge en 
la tabla 5. 

 
 
 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 4. Eficiencia de encapsulación y carga del 
fármaco en las formulaciones frescas. 

El modelo de INForm® permitió seleccionar 
la composición de la formulación que cumpliría 
todas las premisas establecidas, es decir que 
presentase el tamaño más reducido y 
homogéneo a los 14 días de almacenamiento, 
un potencial Zeta que garantice su estabilidad y 

NLC 
Tamaño (nm) 

Tamaño 14 días 

(nm)  
ZP (mV) ZP 14 días (mV)  PdI PdI 14 días 

Media SD Media SD Media SD Media SD Media SD Media SD 

1 90,27 37,87 88,70 39,77 -12,95 6,19 -12,17 7,71 0,29 0,02 0,24 0,02 
2 147,15 76,24 143,25 85,71 -18,80 6,05 -19,23 7,41 0,34 0,03 0,36 0,01 
3 157,65 76,97 156,82 71,63 -15,67 5,02 -16,85 5,94 0,28 0,01 0,29 0,02 
4 104,88 38,88 102,56 38,42 -18,48 6,68 -15,43 6,05 0,26 0,06 0,26 0,04 
5 122,90 52,68 124,15 49,10 -11,47 6,69 -11,10 6,24 0,23 0,01 0,23 0,02 
6 329,92 193,37 316,13 195,10 -18,60 6,55 -17,97 4,83 0,32 0,03 0,34 0,06 
7 97,55 38,38 98,54 38,35 -14,90 5,19 -9,98 5,07 0,27 0,02 0,26 0,01 
8 149,48 67,35 164,52 96,93 -15,93 6,29 -15,77 4,71 0,31 0,02 0,31 0,01 
9 261,60 151,65 251,47 163,17 -18,08 5,78 -18,35 5,91 0,38 0,05 0,36 0,02 

 % EE % DL 

NLC Media  SD Media SD 

1 15,02 2,48 0,44 0,17 
2 14,08 16,83 0,40 1,34 
3 6,08 0,17 0,08 0,03 
4 7,46 0,02 0,23 0,07 
5 15,28 4,04 0,73 0,79 
6 4,37 1,42 0,08 0,01 
7 16,85 9,62 0,86 1,44 
8 5,65 0,26 0,14 0,10 
9 7,39 6,21 0,17 0,41 
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que, simultáneamente, presente la mayor 
eficiencia de encapsulación y carga de fármaco. 
La formulación seleccionada por el software 
debe presentar la composición que se indica en 
la tabla 5. 

 
Tabla 5. Composición de la formulación óptima y 

resultados predichos por InForm®. 

El modelo se validó mediante la producción 
de NLC en las condiciones señaladas, 
obteniéndose los resultados de las tablas 6 y 7.  

Como se muestra en la tabla 6, el modelo 
predice bien el tamaño, el PdI y el potencial Zeta, 
sin embargo, este modelo no es adecuado para 
predecir la carga del fármaco ni la eficiencia de 
encapsulación tal y como se puede observar en 
los datos recogidos en la tabla 7, además, sus 
valores aumentan ligeramente tras el 
almacenamiento lo que puede deberse a la 
presencia de cristales de fármaco en las 
dispersiones que pueden interferir en los 
resultados de estabilidad.  

 

Los valores recogidos en la tabla 7 muestran 
que hay un problema en la cuantificación de la 
eficiencia de encapsulación y de la carga del 
fármaco. 

Se obtuvieron unas NLCs de un tamaño 
inferior a los 100 nm lo que resulta interesante 
para asegurar su fagocitación por los 
macrófagos ya que de acuerdo con Edwars SHR, 
estos son capaces de fagocitar partículas con 
tamaño inferior a 10 µm, aconsejando tamaños 
inferiores para asegurar la correcta fagocitación 
por parte de los macrófagos de la membrana 
sinovial [10]. En cuanto al potencial Zeta, como 
vemos sigue adoptando valores negativos lo que 
es una indicación de estabilidad viendo que no 
existen grandes diferencias entre las 
formulaciones frescas y las que se mantuvieron 
almacenadas durante 14 días. Finalmente, el 
valor del índice de polidispersión se mantiene 
estable con el paso de los días indicándonos que 
no hubo agregación de las NLCs durante el 
almacenamiento. 

 

 

 

 

 
Tabla 6. Formulaciones optimizadas y blancas, obtenidas en las condiciones que se muestran en la tabla 2 para las 

muestras frescas y tras 14 días de almacenamiento en nevera. 
  

 

 
Tabla 7. Eficiencia de encapsulación y carga del fármaco de la formulación optimizada para las muestras frescas y a 

los 14 días de almacenamiento. 
 

 

 

 

 

 

Composición % Propiedad NLC Predicha  

Ratio (LL/LS) 50 Tamaño14d  116,55 nm 

Tween  1,12 ZP14d -18,49 mV 

Lecitina 1,17 PdI14d 0,28 

  %EE 15,84 % 

  %DL 0,54 % 

NLC 
Tamaño (nm) 

Tamaño 14 días 

(nm)  
ZP (mV) ZP 14 días (mV)  PdI PdI 14 días 

Media SD Media SD Media SD Media SD Media SD Media SD 

Blanca 85,37 33,39 76,02 25,26 -18,12 6,56 -14,83 5,27 0,28 0,02 0,28 0,03 
Óptima 89,15 42,85 77,75 28,39 -14,40 7,85 -14,16 6,01 0,25 0,02 0,22 0,03 

NLC 
% EE % EE 14 días % DL % DL 14 días 

Media SD Mean SD Media SD Media SD 

Óptima 4,42 0,70 37,77 7,52 0,01 0,00 0,14 0,02 
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3.3. Funcionalización de la formulación 
optimizada de NLC 

Los macrófagos presentan unos factores de 
reconocimiento que incluyen receptores de 
manosa que se han relacionado con la 
mediación de la captación e internalización de 
compuestos en su interior mediante fagocitosis 
tal y como describen Mytar y colaboradores 
[20]. 

La funcionalización con manosa de las NLC 
tuvo como consecuencia que el potencial Zeta 
vire a valores positivos tanto en las que no 
incluyen fármaco (32,6 3 + 5,93) como en las 
cargadas con la β-Lapachona (24,05 + 6,36), lo 
que indica que la superficie se ha recubierto 
adecuadamente de acuerdo con otros autores 
[22-23]. 

3.4. Ensayo de viabilidad celular 

Los valores obtenidos de viabilidad en 
macrófagos tras 24 horas de incubación con los 
sistemas elaborados a diferentes 
concentraciones se presentan en la Figura 2. 
Como puede observarse para todas las 
formulaciones están próximos al 100% lo que 
indica la citocompatibilidad de las 
formulaciones. El análisis estadístico de los 
resultados muestra, además, que no existen 
diferencias significativas en cuanto a la 
viabilidad celular de las diferentes 
formulaciones concluyendo que el uso de este 
tipo de NLC no influye negativamente en la 
viabilidad. 

Figura 2. Viabilidad celular de THP-1 a las 24 horas de 
la administración de diferentes formulaciones y en 

diferentes concentraciones. 
 

 

3.8. Ensayo de internalización celular. 

Los resultados de internalización en 
macrófagos obtenidos mediante el método 
fluorimétrico se muestran en la Figura 3.  

Figura 3. Porcentaje de internalización celular en la 
línea de macrófagos THP-1 (* p < 0,05 respecto a la 

formulación optimizada 1:10) (** p < 0,05 respecto a 
la formulación optimizada 1:25). 

El análisis estadístico muestra la existencia 
de diferencias significativas entre las 
formulaciones funcionalizadas con manosa y las 
no funcionalizadas lo que confirma que los NLC 
se han recubierto correctamente y son 
reconocidos e internacionalizados con mayor 
intensidad, como era previsible en función de la 
hipótesis defendida por otros autores [22-23]. 

En el ensayo de internalización en 
condrocitos osteoartríticos humanos (OACs) 
procedentes de pacientes (Figura 4) 
nuevamente, la funcionalización con manosa 
favorece la internalización a pesar de que estos 
no contienen receptores de manosa en su 
superficie lo que puede ser debido al cambio del 
valor del potencial Zeta. 

Figura 4. Porcentaje de internalización celular de los 
condrocitos (OAC) (*p < 0,05 respecto a la 

formulación optimizada 1:10) (**p < 0,05 respecto a 
la formulación optimizada 1:25). 
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No se observaron diferencias 
estadísticamente significativas entre los valores 
de internalización obtenidos en la línea celular 
THP-1 y en los condrocitos osteoartríticos 
humanos (OACs). 

4. Conclusiones 

Los resultados de este trabajo muestran 
que el uso de ANN permite hacer una correcta 
predicción en cuanto al tamaño, PdI y ZP de las 
formulaciones de las NLCs desarrolladas. No 
resulta lo mismo en cuanto a la eficiencia de 
encapsulación y carga del fármaco, lo que 
sugiere un problema en la metodología 
empleada para la cuantificación de este. 
Además, la funcionalización de las NLCs mejora 
la internalización de los sistemas elaborados por 
parte de macrófagos y condrocitos humanos 
procedentes de pacientes con OA. La baja dosis 
de fármaco cargada en las nanopartículas puede 
limitar el efecto antiinflamatorio que buscamos. 
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