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Resumen 

 

Las Enfermedades Tropicales Desatendidas (ETD) afectan a más de mil millones 

de personas, principalmente en áreas empobrecidas, causando cerca de 200.000 

muertes y generando consecuencias socioeconómicas significativas. A pesar de ello, no 

han recibido espacio suficiente en agendas y presupuestos públicos y privados. Las 

leishmaniasis, ETD distribuidas mundialmente, son provocadas por 22 especies de 

Leishmania, que tienen a más de 70 animales como reservorio, y son transmitidas por 

la picadura de más de 90 flebótomos. Se manifiestan en tres formas principales: 

leishmaniasis cutánea, visceral y mucocutánea, todas tratadas con fármacos de limitada 

efectividad, que además producen múltiples efectos adversos, algunos de ellos graves. 

El reposicionamiento de fármacos es un enfoque más eficiente, en términos de recursos 

y tiempo, que el desarrollo de nuevas moléculas para tratar ETD; más aún si está 

acoplado a la nanomedicina, la cual puede incrementar la efectividad y seguridad de los 

medicamentos. En este trabajo mostramos cómo la nanoencapsulación del fármaco 

reposicionado delamanid, en nanopartículas sólido lipídicas (SLNP), incrementa su 

actividad leishmanicida. En primera instancia, se seleccionó un grupo de substancias 

mediante le revisión de bases de datos, artículos y estudios in silico. Estudios in vitro 

con promastigotes permitieron elegir al delamanid como el de mayor potencial. En base 

a sus características fisicoquímicas se desarrolló una formulación para SLNP y un 

proceso de síntesis, diseñado para que sea eficientemente aplicado con mínimo 

equipamiento. La efectividad de las SLNP se demostró en estudios in vitro, in cellulo e 

in vivo. El efecto del fármaco en la morfología y división del parásito sugieren al menos 

tres dianas moleculares que deberán ser estudiadas para comprender su mecanismo 

de acción. Pero, además, el nanosistema de entrega de fármacos desarrollado tiene el 

potencial de encapsular fármacos para el tratamiento de otras ETD, infecciones 

intracelulares, cáncer y otras afecciones. El proceso de síntesis está diseñado para que 

sea de fácil aplicación, potencialmente en todos los niveles de atención de la salud, 

contribuyendo a incrementar la accesibilidad de la nanomedicina al paciente.  
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Abstract 

 

Neglected Tropical Diseases (NTD) affect over a billion people, primarily in 

impoverished areas, causing approximately 200,000 deaths and leading to significant 

socio-economic consequences. Despite this, they have not received adequate attention 

in public and private agendas and budgets. Leishmaniases, globally distributed NTD, are 

caused by 22 species of Leishmania, with over 70 animals serving as reservoirs, and are 

transmitted through the bites of over 90 sandflies. They manifest in three main forms: 

cutaneous, visceral, and mucocutaneous leishmaniases—all treated with drugs of limited 

effectiveness, which also pose multiple and sometimes severe adverse effects. Drug 

repositioning proves to be a more efficient approach, both in terms of resources and 

time, than developing new molecules to address NTD, especially when coupled with 

nanomedicine, which can enhance the efficacy and safety of medications. This study 

demonstrates how the nanoencapsulation of the repositioned drug delamanid, using 

solid lipid nanoparticles (SLNP), increases its leishmanicidal activity. Initially, a group of 

substances was selected through the review of databases, articles, and in silico studies. 

In vitro studies with promastigotes led to the selection of delamanid as the most 

promising candidate. Based on its physicochemical characteristics, a formulation for 

SLNP and a synthesis process were developed, designed for efficient application with 

minimal equipment. The effectiveness of SLNP was demonstrated through in vitro, in 

cellulo, and in vivo studies. The drug's impact on the morphology and division of the 

parasite suggests at least three molecular targets that need further investigation to 

comprehend its mechanism of action. The developed drug delivery nanosystem has the 

potential to encapsulate drugs for treating other NTD, intracellular infections, cancer, and 

various conditions. The synthesis process is designed for easy application, potentially in 

all healthcare levels, contributing to increasing the accessibility of nanomedicine to 

patients. 
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1. Introducción 

  

La leishmaniasis es una enfermedad tropical desatendida que afecta 

predominantemente a comunidades empobrecidas en zonas tropicales y subtropicales. 

Factores como la pobreza, la desnutrición, el acceso limitado a la atención médica y el 

desplazamiento de la población exacerban sus consecuencias [1,2]. La enfermedad, 

causada por varias especies de Leishmania, se propaga a través de la picadura de 

hembras de flebótomos infectados y puede manifestarse en una amplia gama de 

síntomas, desde pequeñas lesiones cutáneas persistentes hasta complicaciones 

mortales.  

La leishmaniasis es endémica en más de 90 países de las regiones tropicales y 

subtropicales de Asia, África, América y el Mediterráneo. Pero los cambios en los 

patrones de temperatura y precipitaciones debidos al cambio climático están influyendo 

en el tamaño y la distribución de las poblaciones de vectores y reservorios [3]. El 

incremento de temperatura a nivel mundial está redistribuyendo las enfermedades antes 

exclusivamente tropicales, algunas desaparecerán de algunas zonas y emergerán en 

otras del hemisferio norte donde antes se veían solo en casos importados, la 

enfermedades tropicales desatendidas se están globalizando [4]. 

Se estima que cada año surgen alrededor de 1 millón de nuevos casos de 

leishmaniasis que generan consecuencias sanitarias, sociales y económicas 

devastadoras para millones de personas; los desafíos a los que se enfrentan se 

intensifican por los cambios demográficos, que conducen a una mayor vulnerabilidad a 

los altos costos de atención médica. No deben dejarse de lado la pérdida de 

productividad (bajo rendimiento, ausentismo laboral) [5], la discapacidad, el estigma [6] 

y la discriminación, originadas en la naturaleza de las lesiones. No obstante, la inversión 

pública y privada no ha sido suficiente y adecuada para el desarrollo e implementación 

de medidas de prevención y control [3]. 

Actualmente, el tratamiento de la leishmaniasis es un desafío principalmente en 

comunidades empobrecidas con acceso limitado a la atención médica regular. La 

selección de leishmanicidas depende de la forma clínica, que a su vez está influenciada 

por la especie del parásito y su ubicación geográfica. La eficacia del tratamiento 

seleccionado está determinada en gran medida por la toxicidad y los efectos adversos 

asociados, lo que afecta la aceptación del paciente. Los medicamentos utilizados 
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pueden ser costosos, ineficaces y, en ocasiones, asociados con una toxicidad 

significativa.  

En las Américas, la Organización Panamericana de la Salud recomienda el uso 

de antimoniales pentavalentes, como el antimoniato de meglumina, administrados una 

vez al día durante un máximo de 30 días. Lamentablemente, los efectos adversos 

asociados, incluidas mialgias y artralgias, a menudo conducen al incumplimiento y 

contribuyen al desarrollo de cepas resistentes [7]. 

Lo anterior justifica la necesidad urgente de nuevas alternativas terapéuticas, sin 

embargo, el descubrimiento y desarrollo de nuevos fármacos puede llegar a costar 

cientos o miles de millones de dólares, tomar decenas de años, con una tasa de éxito 

baja: es un proceso de alto riesgo y alta inversión, y al ritmo actual, no ha logrado 

satisfacer las necesidades de la sociedad [8]. El reposicionamiento de medicamentos 

es una estrategia de investigación que explora nuevas aplicaciones terapéuticas de 

medicamentos aprobados, ofreciendo importantes ahorros de tiempo y costos en 

comparación con el desarrollo tradicional de compuestos completamente nuevos [9].  

Algunas de las moléculas seleccionadas para reposicionamiento pueden tener 

limitaciones en términos de solubilidad, biodisponibilidad, efectos adversos y 

dosificación, los cuales podrían mitigarse mediante el desarrollo de sistemas de 

nanoadministración [10,11]. Las nanopartículas lipídicas sólidas (SLNP) representan un 

nanosistema de encapsulación prometedor para la administración de fármacos, que 

ofrece numerosas ventajas: una mejor disolución y biodisponibilidad de fármacos 

hidrofóbicos y una liberación sostenida para efectos terapéuticos prolongados.  

Además, proporcionan estabilidad mejorada, biocompatibilidad, administración 

dirigida, toxicidad reducida, protección contra la degradación enzimática y la capacidad 

de superar barreras biológicas, lo que los convierte en una plataforma versátil y 

prometedora para aplicaciones farmacéuticas. Estos nanosistemas podrían exhibir la 

capacidad de traducirse rápidamente en productos listos para el paciente, centrándose 

en minimizar la heterogeneidad derivada de las variaciones en los procesos de 

fabricación [12]. 

Para abordar eficazmente las enfermedades tropicales desatendidas, es 

esencial emplear métodos de fabricación de medicamentos eficientes y 

económicamente viables; específicamente, en el contexto de la nanomedicina aplicada 

al tratamiento de la leishmaniasis, el éxito del escalado de las SLNP del laboratorio a la 

industria depende del diseño de formulaciones y procesos de síntesis que requieran 

pocos recursos al tiempo que prioricen la responsabilidad ambiental [13–16]. 
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En coherencia con lo expresado anteriormente, esta investigación estuvo 

enmarcada en la visión de esta tesis doctoral: Desarrollar medicamentos seguros, 

efectivos, accesibles y de fácil manufactura a pequeña y gran escala para tratar 

Leishmaniasis y otras enfermedades tropicales olvidadas, adoptando como estrategia 

la búsqueda de sinergias entre el reposicionamiento de fármacos y la Nanomedicina. 

 

1.1 Enfermedades Tropicales Desatendidas 
 

Se conoce como Enfermedades Tropicales Desatendidas (ETD) a un grupo 

heterogéneo de 20 afecciones prevalecientes en áreas tropicales y subtropicales, que 

impactan a comunidades empobrecidas, principalmente a mujeres y niños. Conllevan 

consecuencias socioeconómicas, afectando a más de mil millones de personas. Su 

epidemiología es muy compleja y vinculada a condiciones ambientales. Muchas son 

transmitidas por vectores, tienen reservorios animales y sus agentes etiológicos tienen 

ciclos de vida complejos [17]. 

Además de ocasionar aproximadamente 200.000 muertes al año y una pérdida 

de 19 millones de años de vida ajustados por discapacidad (disability-adjusted life year, 

DALYs), que es la suma de los años de vida perdidos y los años vividos con 

discapacidad, estas enfermedades conllevan costos sustanciales para las 

comunidades. Estos, incluyen gastos directos en salud, la disminución de la 

productividad, y la reducción de los niveles socioeconómicos y educativos. Varias tienen 

otras consecuencias como discapacidad, estigmatización, exclusión social y 

discriminación, suponiendo una carga financiera considerable para los pacientes y sus 

familias. A pesar de todo lo anterior, las ETD han recibido poca atención y han estado 

prácticamente ausentes de la agenda de políticas de salud global [3].  

 

1.1.1 Leishmaniasis.  
 

Las leishmaniasis son un conjunto de enfermedades provocadas por varias 

especies de protozoarios parásitos pertenecientes al género Leishmania. Son 

transmitidos a los seres humanos mediante la picadura de un flebótomo hembra 

infectado. Existen tres formas principales de la enfermedad: leishmaniasis cutánea (LC), 

la más común, leishmaniasis visceral (LV), la más grave, y leishmaniasis mucocutánea 

(LM), la más incapacitante. En la mayoría de los casos, las personas infectadas no 
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desarrollan síntomas a lo largo de su vida. Por ello, el término "leishmaniasis" se refiere 

a la condición clínica debida a una infección por Leishmania, no simplemente a estar 

infectado con el parásito. Más de mil millones de personas residen en zonas endémicas 

de leishmaniasis y están en riesgo; se estima que cada año surgen alrededor de 30.000 

nuevos casos de LV y más de 1 millón de nuevos casos de LC [18][7]. 

 

1.1.1.1 Etiología 
 

El agente etiológico es un protozoo pertenece a la familia Trypanosomatidae, 

género Leishmania, el cual comprende 22 especies patógenas para el humano, 

agrupadas en los subgéneros Leishmania y Viannia. Es endémica en el sur de Europa: 

Grecia, Italia, Portugal, España y Turquía, donde se notifican alrededor de 700 casos 

humanos autóctonos en promedio anual; Leishmania infantum se identifica como el 

agente causal, siendo los perros domésticos los principales reservorios [19]. En las 

Américas se han identificado 15 especies de Leishmania con tropismos visceral, 

cutánea y mucoso. 

El parásito es digenético, es decir, durante su ciclo de vida se encuentra en dos 

formas: como promastigote, de entre 20 μm y 30 μm, extracelular y alargado, con un 

flagelo que le permite la movilidad en el intestino de los insectos vectores; y, como 

amastigote, de entre 2 μm y 5 μm, redondeado e intracelular. Esta forma parasitaria 

carece de flagelo y se multiplica en células del sistema mononuclear fagocítico, 

principalmente en macrófagos. Ambas formas se dividen por fisión binaria y, poseen 

una mitocondria única modificada, conocida como kinetoplasto. 

 

1.1.1.2 Vectores 
 

Los vectores son dípteros pequeños (< 5 mm) pertenecientes a la familia 

Psychodidae, subfamilia Phlebotominae. En las Américas, se reconocen cerca de 540 

especies en tres géneros, siendo las que pertenecen al género Lutzomyia las que 

representan el mayor riesgo sanitario. Las hembras son hematófagas con actividad 

principalmente crepuscular y nocturna. Estos vectores predominan en las regiones 

tropicales y subtropicales, sus hábitats varían desde la selva húmeda hasta regiones 

muy áridas. 
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La biología de cada una de las diferentes especies es única y compleja, pero en 

todos los casos las larvas son terrestres o crecen en residuos orgánicos, pero nunca 

son acuáticas. A diferencia de los mosquitos, no tienen una etapa acuática en su ciclo 

de vida. Sin embargo, la humedad y la temperatura afectan su desarrollo, esto justifica 

que se distribuyan en áreas con temperaturas superiores a 15,6 °C, durante al menos 

tres meses al año. Esto corresponde a la mayor parte del mundo: desde la latitud 50° N 

hasta la latitud 40° S, estando ausentes solo en Nueva Zelanda y las islas del Pacífico 

[20]. 

 

1.1.1.3 Reservorios del parásito 
  

Los reservorios son animales vertebrados que mantienen al parásito en la 

naturaleza, permiten que los vectores se infecten de ellos y perpetúan el ciclo de 

transmisión. Las leishmaniasis pueden ser zoonóticas, cuando los huéspedes 

reservorios son animales salvajes, comensales o animales domésticos, y 

antropozoonóticas, cuando el huésped reservorio es el ser humano. Los animales 

domésticos y salvajes infectados por Leishmania pueden o no presentar signos 

evidentes de infección, algunos, como el perro, pueden morir de la infección [21]. 

 En las Américas, donde se considera que las leishmaniasis son zoonosis, los 

reservorios que se han identificado incluyen a los marsupiales, al oso perezoso, al oso 

hormiguero, al zorro y a varios roedores; siendo el perro el reservorio doméstico más 

importante [22]. 

 

1.1.1.4 Ciclo de vida de la Leishmaniasis 
  

A continuación, se describe el ciclo de vida de la leishmaniasis tal como consta 

en una publicación de la OMS que contiene las opiniones conjuntas de un grupo 

internacional de expertos: Operational manual on leishmaniasis vector control, 

surveillance, monitoring and evaluation [23] de donde también se tomó la figura 1. 
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Figura 1. Ciclo de vida de las  leishmaniasis 

1. Un vector infectado se alimenta de sangre de un humano u hospedador 

reservorio (inocula promastigotes metacíclicos en la piel). 

2. Los promastigotes son fagocitados por macrófagos (u otros tipos de células 

fagocíticas mononucleares). 

3. Los promastigotes se transforman en amastigotes (la “d” indica que es una etapa 

donde se puede diagnosticar la enfermedad). 

4. Los amastigotes se multiplican en células de varios tejidos e infectan otras 

células. 

5. El vector se alimenta de sangre que contiene amastigotes. 

6. Los amastigotes sobreviven dentro de la membrana peritrófica que se forma 

alrededor de la sangre ingerida. 
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7. Los amastigotes se transforman por diferentes etapas de promastigotes en el 

intestino del vector después de que la membrana peritrófica se descompone. 

8. Los promastigotes atraviesan una serie de transformaciones y se multiplican en 

el intestino del vector; luego, los promastigotes metacíclicos (fase infecciosa) se 

desplazan hacia la parte anterior del intestino y la probóscide, listos para ser 

regurgitados por el vector durante su próxima toma de sangre. 

9. Dentro del hospedador reservorio, los promastigotes son fagocitados por 

macrófagos (u otros tipos de células fagocíticas mononucleares). 

10. Los promastigotes se transforman en amastigotes. 

11. Los amastigotes se multiplican en células de varios tejidos e infectan otras 

células. Este proceso tarda de 7 a 14 días en completarse, dependiendo de la 

especie de Leishmania y de la mosca de arena. 

 

1.1.1.5 Aspectos epidemiológicos 
  

La epidemiología de la leishmaniasis depende de la especie del parásito, de las 

características de los lugares de transmisión, de la exposición y comportamiento de la 

población humana. La pobreza incrementa el riesgo de leishmaniasis: las deficiencias 

en la vivienda, gestión de desechos, alcantarillado, etc., pueden aumentar los lugares 

de cría de los vectores; el hacinamiento puede atraerlos; la formación de barrios 

marginales en zonas periurbanas, así como la migración forzada por factores 

económicos pueden exponer a la población. Además, las deficiencias nutricionales 

aumentan la probabilidad de que las formas clínicas se manifiesten. 

 La distribución irregular de los focos de transmisión discretos se debe a 

condiciones microecológicas que afectan al vector, al parásito y al reservorio; la tasa de 

transmisión guarda proporción inversa con la distancia al foco de transmisión, por la 

limitada dispersión de los flebótomos. Los cambios, naturales o inducidos, en las 

condiciones ecoepidemiológicas, aumentan o reducen la incidencia de la enfermedad. 

 La deforestación, la urbanización, la intrusión de áreas agrícolas acercan el ciclo 

de transmisión a la población: la tasa de infección de las leishmaniasis zoonóticas suele 

ser más elevada en los márgenes de los focos naturales. En algunos casos, sin 

embargo, la destrucción de hábitats naturales puede reducir la transmisión. 
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Estas circunstancias hacen que la leishmaniasis sea sensible al clima: las lluvias, 

la temperatura y la humedad, alteran la distribución y el tamaño de las poblaciones de 

vectores y reservorios. Además, pequeños cambios de temperatura pueden afectar el 

ciclo de los promastigotes en los flebótomos, posibilitando la transmisión en zonas 

previamente no endémicas. Por otra parte, la sequía, el hambre y las inundaciones 

producen migraciones y desplazamientos poblacionales hacia zonas con transmisión de 

la leishmaniasis [22]. 

 

1.1.1.6 Distribución geográfica 
 

Las leishmaniasis están en los cinco continentes y son endémicas en 98 países 

o territorios. Entre 1998 y el 2019 se registró una tendencia general de aumento en el 

número de casos nuevos de LC, y una marcada disminución entre el 2019 y el 2020. 

En el mundo, el 80% de la LV se concentra en Brasil, Etiopía, Eritrea, India, Kenia 

y Sudán. Más de 90% de los casos de LC ocurren en las Américas y el Mediterráneo 

Oriental. Por otra parte, la LM ocurre principalmente en las Américas: Bolivia, Brasil y 

Perú son los países con los registros más altos. 

En las Américas se han registrado casos desde el sur de los Estados Unidos 

hasta el norte de Argentina, con excepción de Chile. En el período 2001-2020 se 

registraron 1.067.759 casos de LC y LM, con un promedio anual de 53.387 y una 

tendencia decreciente. Brasil, Colombia y Perú son los países con más casos. En el 

mismo período se registraron 67.845 casos de LV, con un promedio anual de 3.392; el 

96% se notificaron en Brasil, seguido por Paraguay, Colombia, Venezuela y Argentina. 

Si bien la tendencia también es a la disminución, el área geográfica se incrementa [22]. 

En el Ecuador se ha reportado leishmaniasis en todo el territorio, excepto el 

insular; la forma clínica mayoritaria es LC, no se han reportado hasta la fecha LV. En 

2022 las provincias más afectadas fueron Morona Santiago, Esmeraldas y Pichincha. 

La tendencia, al igual que en otras regiones es que el número de casos reportados 

disminuyan [24]. La figura 2 resume en un esquema la información presentada hasta 

este punto. 
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Figura 2. Resumen esquemático de los principales aspectos de las Leishmaniasis 

 

1.1.2 Manifestaciones clínicas de la leishmaniasis 
 

1.1.2.1 Leishmaniasis visceral (LV) 
  

Es la forma clínica más grave, si no se diagnostica o trata adecuadamente puede 

ocasionar la muerte. Cuando los parásitos y macrófagos infectados invaden hígado, 

bazo, médula ósea y ganglios linfáticos, infectan a los macrófagos locales causando 

fiebre constante o irregular, esplenomegalia leve, hepatomegalia, linfadenopatías, 

palidez mucocutánea causada por anemia grave, y pérdida de peso lenta y progresiva. 

Sin embargo, la mayoría de infectados no presenta ninguno de estos signos y síntomas. 

La LV afecta principalmente a niños menores de 5 años, puede asociarse con aspectos 

nutricionales, pacientes con comorbilidades previas y a otras condiciones de 

inmunosupresión, como infección por VIH y sida. 

 Los pacientes presentan plaquetopenia, infección de la médula ósea y secuestro 

de plaquetas en el bazo. La anorexia es un síntoma frecuente. Las manifestaciones 

menos frecuentes son la ictericia, el edema, alteraciones neurológicas y ataxia 

cerebelosa. La leucopenia, hipoalbuminemia, trombocitopenia e 

hipergammaglobulinemia hace a los pacientes más susceptibles a sangrados e 

infecciones oportunistas, lo que puede agravar la enfermedad y causar la muerte. 
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1.1.2.2 Leishmaniasis Mucocutánea (LM) 
  

Surge como una metástasis, hemática o linfática, de una lesión cutánea, raras 

veces contigua o, por picadura directa. Frecuentemente aparece en los primeros 2 años 

después de haber cicatrizado la lesión cutánea; en algunos pacientes se puede 

presentar simultáneamente y, en otros, no hay evidencia de cicatrices previas, ni 

historial de enfermedad. No se cura espontáneamente, provoca destrucciones y 

mutilaciones graves, afectando la calidad de vida del paciente. 

 Inicialmente se afecta el tabique nasal con sensación de obstrucción nasal, 

prurito o dolor, presencia de costras, rinorrea o hemorragia. El eritema, el edema y la 

infiltración causan aumento de tamaño de la nariz, ocasionalmente hasta las mejillas. 

Se puede llegar a perforar el cartílago del tabique nasal e incluso destruirse todas las 

estructuras, causando una deformidad grave. El proceso puede extenderse al paladar y 

laringe, la úvula se hipertrofia y amputa. Algunos pacientes presentan disfonía, y luego 

afonía, que compromete su capacidad para comunicarse. En los casos fatales, la 

complicación terminal suele ser neumonía por broncoaspiración. 

 

1.1.2.3 Leishmaniasis Cutánea (LC) 
  

En su variante localizada, las lesiones pueden aparecer en cualquier parte del 

cuerpo, pero generalmente la mácula, dejada por la picadura del vector, evoluciona a 

pápula que se ulcera y luego forma una lesión redondeada en forma de cráter u ovalada 

típica, o bien evolucionan como lesiones nodulares. En ocasiones, se forma una costra 

bien adherida, que sangra con facilidad cuando se intenta desprenderla. Cuando se 

desprende se observa la úlcera típica: superficie limpia, rosada, tejido granuloso, forma 

redondeada, de bordes regulares y elevados, indolora y de base indurada. A veces, en 

las úlceras se producen infecciones secundarias con infamación local, dolor y, en 

algunos casos, secreción purulenta. Los parásitos invaden vasos y ganglios linfáticos, 

con aparición de nódulos y adenopatías regionales en su trayecto. La úlcera puede 

curarse espontáneamente en semanas o meses, o, volverse crónica. 

En su variante diseminada, las úlceras granulomatosas de bordes elevados dan 

lugar a varios cientos de lesiones papulares con apariencia de acné en diferentes zonas 
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del cuerpo. Después de las lesiones primarias, el parásito se disemina por la sangre o 

los vasos linfáticos, generando lesiones a distancia de las iniciales. 

La variante difusa, rara pero grave, es una condición anérgica, en la que, por 

efecto directo del parásito o del sistema inmunitario, el hospedador no responde en 

forma adecuada ante la infección. Presenta lesiones numerosas, de tipo nodular y en 

forma de placas que la asemejan a la lepra, con gran contenido de parásitos. La 

respuesta al tratamiento es transitoria, en muchos casos pueden causar deformidades 

o mutilaciones. 

 Finalmente, la variante atípica, se ha descrito en Venezuela y Centroamérica, en 

infecciones con Leishmania infantum, se trata de lesiones circunscritas en forma de 

nódulos o placas, no ulceradas y crónicas [22] [21]. 

  

1.1.3 Fármacos recomendados para el tratamiento de la leishmaniasis 
 

El tratamiento de la leishmaniasis sigue siendo un desafío y depende todavía de 

compuestos con efectos secundarios tóxicos. Se necesitan con urgencia nuevos 

tratamientos para esta enfermedad. El hecho de que más de 20 especies de parásitos 

sean los causantes, hace muy difícil utilizar los mismos regímenes en todas las áreas 

geográficas [25]. 

La selección de la terapia farmacológica debe basarse en función de la forma 

clínica de la enfermedad, la edad y condición del paciente, la relación riesgo-beneficio 

del medicamento, su disponibilidad, el tipo de servicio de salud disponible para la 

administración y el seguimiento, entre otros factores. A continuación, se describen 

algunos de estos tratamientos. 

 

1.1.3.1 Antimoniales pentavalentes 
 

El antimoniato de meglumina y el estibogluconato de sodio son químicamente 

similares, su toxicidad y eficacia dependen del contenido de antimonio: la solución de 

antimoniato de meglumina contiene un 8,1% de Sb5+, mientras que la de estibogluconato 

de sodio contiene un 10%. Se administran por inyección intramuscular o intravenosa en 

infusión (en 5–10 min) o inyección lenta con aguja fina para evitar el riesgo de trombosis. 

En los casos de leishmaniasis cutánea, el fármaco puede administrarse directamente 

en las lesiones.  
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Los efectos adversos más comunes son: anorexia, vómitos, náuseas, dolor 

abdominal, malestar, mialgias, artralgias, cefaleas, sabor metálico y letargo. La 

cardiotoxicidad y la muerte súbita son efectos adversos graves, pero infrecuentes. La 

elevación de las enzimas pancreáticas, hepáticas, la leucopenia, la anemia y la 

trombocitopenia también son frecuentes. Deben vigilarse la bioquímica sérica, el 

hemograma y el electrocardiograma. Se cambiará de fármaco en caso de que 

aparezcan efectos adversos graves: hepatotoxicidad o cardiotoxicidad. Debe 

garantizarse la calidad de los antimoniales pentavalentes puesto que los medicamentos 

de calidad subestándar pueden causar toxicidad grave y muerte.  

 

1.1.3.2. Desoxicolato de amfotericina 
 

La amfotericina B es un antibiótico poliénico administrado por infusión que 

genera frecuentemente reacciones como fiebre alta y escalofríos, así como 

tromboflebitis de la vena inyectada. La nefrotoxicidad también es común, y lleva a la 

interrupción frecuente del tratamiento. Efectos tóxicos infrecuentes, pero graves, son la 

hipopotasemia y la miocarditis. Este tratamiento debe administrarse siempre en un 

hospital para que el paciente pueda ser sometido a monitorización continua. 

Se han utilizado también varias formulaciones lipídicas de amfotericina B, como 

la liposomal, el complejo lipídico de anfotericina B o la dispersión coloidal de anfotericina 

B, cuya eficacia es similar a la del desoxicolato de anfotericina B, pero con toxicidad 

significativamente menor. Se administran por infusión intravenosa durante 2 horas 

pudiendo producir fiebre, escalofríos y dolor de espalda. Se ha observado nefrotoxicidad 

o trombocitopenia transitorias. La mayoría de los ensayos clínicos se han realizado con 

una formulación liposomal de referencia; debería evaluarse la toxicidad, bioequivalencia 

y eficacia de todas las demás formulaciones lipídicas antes de utilizarlas en la clínica. 

 

1.1.3.3. Paramomicina 
 

Es un antibiótico aminoglucósido que se administra por vía intramuscular en 

dosis de hasta 20 mg/kg. El efecto adverso más frecuente es el dolor leve en el lugar de 

la inyección, en un 2% de los casos hay ototoxicidad reversible, la nefrotoxicidad es rara; 

se puede presentar hepatotoxicidad, manifestada por la elevación de las enzimas 
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hepáticas; también se han descrito casos de tetania. Está disponible una formulación 

tópica para la leishmaniasis cutánea. 

 

1.1.3.4. Isetionato de pentamidina 
 

Se administra preferentemente en infusión, la vía intramuscular es una 

alternativa. Presenta efectos adversos graves: diabetes mellitus, hipoglucemia grave, 

choque, miocarditis y nefrotoxicidad, por ello su uso está muy limitado. 

 

1.1.3.5. Miltefosina 
 

Un análogo de los fosfolípidos, desarrollado inicialmente como antineoplásico, 

es el único tratamiento oral disponible; produce frecuentemente efectos colaterales 

gastrointestinales tales como anorexia, náuseas, vómitos y diarrea, que suelen ser de 

corta duración. En ocasiones los efectos pueden ser graves y exigir la interrupción del 

tratamiento, se ha reportado alergia cutánea, elevación de las transaminasas hepáticas 

e insuficiencia renal. Es teratógena: no debe utilizarse en embarazadas ni en mujeres 

en edad de procrear en las que no se pueda garantizar anticoncepción adecuada 

durante y hasta 3 meses después del tratamiento [21]. A pesar de lo anterior, en 

comparación con otras opciones, tiene un perfil de seguridad favorable. Sin embargo, 

su uso se limita por la resistencia y eficacia variable contra diferentes parásitos [25].  

La tabla 1 muestra las recomendaciones, para las Américas, de la Organización 

Panamericana de la Salud, OPS [22], para tratar la leishmaniasis en adultos no 

inmunodeprimidos; constan las vías de administración, dosis y los esquemas. El color 

verde representa una recomendación “fuerte” y el naranja una “condicional”. 
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Tabla 1. Recomendaciones para el tratamiento de leishmaniasis 

 

La tabla 2, compila los efectos secundarios, que requieren de atención médica, 

de los medicamentos recomendados para tratar la leishmaniasis [26]. 

Tipo Substancia Vía Régimen

Anfotericina B liposomal Intravenosa
3 mg/kg/día (hasta  20 mg/Kg)
7 días 

Antimoniales pentavalentes Intravenosa 20 mg de Sb+5/kg/día
20 días

Anfotericina B desoxicolato Intravenosa
1  mg/kg/día (hasta 50 mg/día) 
14-21 días. 

Antimoniales pentavalentes  
+ Pentoxiflina

Intravenosa
o Intramuscular 
+ Oral

20 mg de Sb+5/kg/día + 400 mg  cada 8 h
30 días

Antimoniales pentavalentes
Intravenosa
o Intramuscular 

20 mg de Sb+5/kg/día
30 días

Antimoniales pentavalentes
Subcutánea
(Intralesional)

3 a 5 infiltraciones / sesión
Intervalo entre sesiones 3 a 7 días

Paramomicina Tópica
1 vez al día
20 días

Miltefosina Oral
2,5 mg/kg/día (hasta 150 mg / día)
28 días

Isetionato de Pentamidina Intramuscular
4 - 7 mg/kg/día 
3 dosis cada 72 h

Antimoniales pentavalentes
Intravenosa
o Intramuscular

20 mg de Sb+5/kg/día
 20 días

CUTANEA

MUCOCUTANEA

VISCERAL
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Tabla 2. Resumen de los efectos secundarios de los fármacos recomendados para el 

tratamiento de leishmaniasis. 

 

fiebre y escalofríos disminución de la micción
dolor de cabeza dolor de garganta y fiebre
aumento o disminución de la micción sangrado o hematomas inusuales
latidos cardíacos irregulares diabetes/nivel alto de glucosa en sangre
calambres o dolor muscular somnolencia
náuseas piel enrojecida y seca
dolor en el lugar de la inyección aliento con olor frutal
cansancio o debilidad inusual aumento de la sed
vómitos aumento de la micción
dolor abdominal o de estómago pérdida de apetito
hinchazón de  cara, brazos, manos,  piernas baja azúcar en la sangre
heces con sangre, negras o alquitranadas ansiedad
escalofríos o fiebre escalofríos
mareos sudores fríos
picazón o sarpullido piel fría y pálida
dolor en el escroto dolor de cabeza
manchas rojas en la piel aumento del hambre
reducción volumen eyaculación náuseas
diarrea o vómitos intensos nerviosismo
sangrado o moretones inusuales temblores
cansancio o debilidad inusuales presión arterial baja
ojos o piel amarillos visión borrosa
fiebre confusión
latidos cardíacos irregulares mareos
náuseas desmayos o aturdimiento
dolor en abdomen y espalda cansancio o debilidad inusual
vómitos calambres abdominales o estomacales
cambios en el color  del rostro diarrea
escalofríos náuseas
tos o ronquera ototoxicidad
menor cantidad y frecuencia de  micción hepatotoxicidad
dificultad respiración, opresión en el pecho nefrotoxicidad
desmayo o pérdida del conocimiento dolor en el pecho
voz ronca latidos cardíacos irregulares
hinchazón de los párpados somnolencia
erupción cutánea y/o picazón rubor
hinchazón de la cara desmayo
cansancio o debilidad inusual convulsiones 
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En resumen, las leishmaniasis son zoonosis complejas, lo que hace que su 

erradicación sea poco probable por lo que el enfoque debe estar en la eliminación 

(incidencia cero en una determinada área geográfica). Ninguno de los medicamentos 

actualmente disponibles para el tratamiento resulta satisfactorio; por ello se requieren 

nuevas opciones, especialmente aquellas diseñadas para adaptarse a los sistemas de 

salud rurales que cuentan con recursos limitados [27]. Estas alternativas deben ser 

versátiles en cuanto a su vía de administración, con el objetivo de ser administradas 

preferentemente fuera del entorno hospitalario (en los “Point-of-care” o PoC) y en 

esquemas de corta duración.  

 

1.2 Reposicionamiento de fármacos 
 

El proceso tradicional de descubrimiento y desarrollo de fármacos es un proceso 

costoso en términos de tiempo (12 a 17 años) y, de dinero (sobre 1000 millones de 

dólares). A pesar de las enormes inversiones, las posibilidades de que una molécula se 

comercialice suelen ser mínimas y, aun si llega al mercado, su destino durante su ciclo 

de vida es impredecible [28]. 

La razón de lo anterior está en la alta presión regulatoria a la que están sometidas 

las empresas farmacéuticas durante las cuatro etapas de la I&D de medicamentos: 

descubrimiento de las moléculas, estudios preclínicos, ensayos clínicos y seguimiento 

de la seguridad post comercialización; totalmente justificada para reducir los riesgos en 

cuanto a la seguridad y eficacia de los medicamentos [29][9]. 

La definición de original de Ashburn y Thor, del 2004: “El proceso de encontrar 

nuevos usos para medicamentos existentes” [30], ha sido ampliado para incluir 

sustancias activas que fracasaron en la fase clínica de su desarrollo debido a su 

toxicidad o eficacia insuficiente, así como a medicamentos retirados del mercado por 

motivos de seguridad. Sin embargo, no debería incluir sustancias que aún no hayan sido 

sometidas a investigación clínica; excluye también por su puesto, cualquier modificación 

estructural de la molécula [31]. 

El reposicionamiento de fármacos disminuye significativamente el tiempo hasta 

la comercialización, entre 3 y 12 años y, el coste se reduce, hasta en un 80% según 

algunos autores, e incrementa las posibilidades de introducción al mercado, hasta un 

150%. El proceso regulatorio también se simplifica en algunos países, pero por 
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supuesto, cualquier cambio en la formulación, dosis o vía de administración requerirá 

un nuevo examen del perfil de seguridad [31]. 

Este enfoque también presenta desventajas, desde el punto de vista de una 

compañía farmacéutica, la principal es la débil propiedad intelectual, que puede reducir 

el retorno de la inversión. Como el fármaco ya fue patentado como una nueva entidad 

química, los medicamentos posteriores que lo contengan sólo pueden protegerse 

mediante una nueva solicitud de patente, posiblemente respaldada por un nuevo 

proceso de formulación [31]. 

Las estrategias para el reposicionamiento pueden ser in silico y experimentales, 

pero siempre requieren de una extensa revisión bibliográfica. La estrategia in silico, 

inicia con la evaluación de moléculas aprobadas frente a un target terapéutico usando 

herramientas computacionales; luego, una etapa, in vitro e in vivo, en la que se estudian 

vías fisiopatológicas específicas; y finalmente, una etapa de estudios clínicos.  

En la estrategia experimental, por otro lado, se parte de moléculas de las que se 

tenga cierto conocimiento sobre su seguridad o mecanismo de acción; muchas de ellas 

están comercialmente disponibles o pueden obtenerse de programas de apoyo para la 

investigación. Una vez seleccionadas, se realizan ensayos in vitro, in vivo y clínicos [29] 

[9]. 

Existen varios ejemplos de la aplicación de ambas estrategias o de una 

combinación de ellas, vamos a citar algunas a modo ilustrativo. Se ha descubierto que 

el Itraconazol, aprobado principalmente como agente antifúngico, es inhibidor de la 

angiogénesis. El compuesto ya fue aprobado para ensayos de Fase 2 para investigar 

su eficacia como agente terapéutico de segunda línea en el tratamiento del cáncer de 

pulmón y cáncer de próstata. El Saracatinib, un fármaco de fallido como 

anticancerígeno, mostró una reversión sustancial de los síntomas en modelo de ratón 

con enfermedad de Alzheimer y pasó a estudios Fase 1. La Talidomida es un ejemplo 

de una droga con un excepcionalmente pobre perfil toxicológico que fue reposicionada 

no una sino dos veces, en 1998 para tratar la lepra y en el 2006 para el mieloma múltiple 

[31][9]. 

En el ámbito de las enfermedades tropicales olvidadas encontramos múltiples 

ejemplos. En Malaria, son varios los antibióticos: doxiciclina se utiliza como profilaxis en 

combinación con otros medicamentos, por su actividad sobre esquizontes de este 

parásito, igualmente sucede con la clindamicina. Algunas sulfas, inicialmente indicadas 

para infecciones urinarias, como el cotrimoxazol se han usado exitosamente en esta 

enfermedad. 
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Varios de los medicamentos lesihmanicidas aprobados, fueron reposicionados. 

La anfotericina B originalmente fue desarrollada como antifúngico; la paramomicina, es 

un antibiótico aminoglicósido, que aparte de su actividad frente a leishmania, se puede 

usar contra giardia y entoamebas. La miltefosina fue simultánea pero 

independientemente investigada como antineoplásico. El camino también se ha 

recorrido en sentido inverso: varios fármacos antiprotozoarios se han investigado para 

otras aplicaciones. Quinina, para lupus y artritis; cloroquina como antiamebiano; 

artemisinina como antimicrobiano y anticáncer, son algunos de ellos [32]. 

Tendría mucho sentido reposicionar fármacos para tres de las enfermedades 

tropicales olvidadas más comunes causadas por tripanosomatídeos: tripanosomiasis 

humana africana, chagas y leishmaniasis, que tienen dianas comunes. La 

secuenciación genómica de los tripanosomátidos y los estudios bioinformáticos han 

demostrado la existencia de secuencias proteicas similares a las kinasas humanas y 

pueden usarse como posibles dianas. 

En este contexto, milciclib y dinaciclib, inhibidores de las enzimas humanas, han 

mostrado actividad leishmanicida en el rango nanomolar [33]. Otro ejemplo son las 

estatinas que son potentes inhibidores de la producción de colesterol. Dado que el 

destino de las infecciones con Leishmania spp. depende de los niveles de colesterol del 

huésped, se han descubierto que muchos parásitos protozoarios, como Plasmodium 

falciparum y los Trypanosoma cruzi y varias Leishmania spp. son inhibidos por las 

estatinas [34]. 

Es importante señalar que la identificación de la diana y la comprensión del 

mecanismo de acción de una molécula, son cruciales para acelerar el descubrimiento 

de fármacos. Así, se abren oportunidades para identificar variaciones en los grupos 

funcionales que mejoren la potencia y la selectividad, y nos alertan sobre posibles 

efectos indeseables en el ser humano [35]; criterios válidos tanto para el desarrollo 

tradicional, como para el reposicionamiento de fármacos. 

 

1.3 Sistemas de Nanoencapsulación para administración de fármacos 
 

 Desde que en la década del setenta Taniguchi acuñó el término Nanotecnología 

para describir la manipulación de la materia a nano escala [36], más específicamente: 

la separación, consolidación y deformación de materiales por átomos o moléculas [37], 

esta disciplina ha impactado muchas ciencias e ingenierías [38], una de ellas es la 
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Nanomedicina. Entendida como el diseño y aplicación de nanoplataformas para obtener 

mejores resultados terapéuticos y de diagnóstico, que con micro o macrosistemas [39], 

la Nanomedicina, utiliza extensivamente una gran variedad de nanotransportadores 

como sistemas de entrega de fármacos. A continuación, se repasan los principales 

sistemas usados para entrega de fármacos, la mayoría aún no han llegado a 

comercializarse. 

 

1.3.1 Nanotubos de carbono 
  

Son estructuras huecas en forma de tubo formadas por láminas de grafeno 

enrolladas; pueden tener pared simple múltiple. Su sección transversal puede tener 

entre 0,4 y 100 nm de diámetro, mientras que su longitud puede ser miles mil veces la 

del diámetro. Presentan múltiples ventajas para administrar fármacos, como peso 

ultraligero con alta superficie, y, propiedades químicas, térmicas, mecánicas y eléctricas 

propias. Su particular forma de aguja facilita el proceso de endocitosis mediante la 

penetración de las barreras biológicas. Los nanotubos funcionalizados son solubles en 

agua lo que incrementa el período de circulación en el suero. Por otro lado, los 

nanotubos de carbono no funcionalizados son tóxicos e insolubles en agua. Su 

estabilidad estructural, flexibilidad y superficie modificada han hecho que se usen con 

paclitaxel, mitomicina C, doxorrubicina, metotrexato, etc. para atacar las células 

cancerosas [40]. De todas las nanoestructuras conocidas, es una de las más utilizadas 

en campos tecnológicos muy diversos, sin embargo, su toxicidad es un tema aún 

pendiente [41]. 

 

1.3.2 Nanopartículas de Oro 
  

Se pueden obtener en diferentes formas: estrella, cilindro, prismas, “jaulas”, 

“cáscaras”, entre otras. Sus propiedades más destacables son las ópticas, gracias a 

ellas tienen aplicaciones en la generación de imágenes fotoacústicas y el RMN de 

superficie mejorada; se emplean además en la liberación fototermal de fármacos y en 

terapia génica. También se pueden adherir a su superficie enzimas, carbohidratos, 

fluoróforos, péptidos, péptidos, proteínas y genes, ayudando a superar las barreras 

biológicas, mejorando por tanto la internalización celular; sin embargo, la obtención de 

imágenes de células tumorales, es aún su mayor aplicación [40]. 
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1.3.3 Nanotransportadores magnéticos 
  

Un nanoportador magnético consta de un núcleo metálico de hematita, 

maghemita, nanoferritas o magnetita. Se utilizan para direccionar drogas a las células 

cancerosas, para terapia génica y como sensores, por funcionalización de su superficie. 

Presentan hipertermia por la acción de campos magnéticos alternantes, con 

aplicaciones en liberación de drogas bajo demanda o por el efecto localizado del 

incremento de temperatura; sin embargo, existen problemas en la penetración de los 

campos magnéticos a zonas profunda de los modelos animales. Recubiertas de 

polímero han sido usadas para obtener imágenes debido a su resonancia magnética 

Nanoportadores magnéticos con paclitaxel, mostraron una mayor penetración en las 

células tumorales y una liberación controlada del fármaco con mayor citotoxicidad. Se 

han aplicado también combinando la terapia con el diagnóstico, en el cáncer [42]. 

 

1.3.4 Quantum dots 
  

Son nanocristales de elementos como Se, Zn, Te, Cd, In, As, o P; emiten luz 

dependiendo de su tamaño desde el UV cercano hasta el infrarrojo: las de diámetro 

cercano a 2 nm emiten fluorescencia azul, mientras que los de 5 nm, la emiten roja; 

estas propiedades ópticas permiten su uso en la obtención de imágenes celulares.  

Para disminuir el efecto tóxico de algunos metales y no metales, por ejemplo, el cadmio 

del quantum dot de CdSe, se recubrió con capas de ZnS; lo cual, además, incrementó 

su acumulación en tejido vascular en ratones. Se pueden usar también como sistemas 

de entrega de fármacos, por ejemplo, la modificación de su superficie permitió la unión 

péptidos anticáncer y una mayor internalización celular. También se han empleado 

vehiculizando ARN de interferencia (ARNi) en estudios de supresión génica. Son 

eficientes marcadores fluorescentes que se utilizan en sistemas de entrega de fármacos 

para monitorear su metabolismo [43]. 

 

1.3.5 Nanotransportadores de Sílice mesoporosa 
  

Su principal característica es la extensa área superficial que presentan por la 

presencia de poros en toda su estructura, que permiten la incorporación de fármacos 
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hidrofóbicos e hidrofílicos. El tamaño y la forma de los poros es muy variado y 

dependiente del proceso de síntesis [44]. Además, de presentar una alta capacidad de 

carga, así como, estabilidad química y térmica, entre sus principales ventajas están la 

biodegradabilidad y biocompatibilidad [45]. Se han usado en estudio contra el cáncer 

transportando camptotecina y metotrexato. Hay numerosos estudios clínicos en curso 

para el tratamiento de estas y otras enfermedades. 

 

1.3.6 Nanocristales de fármacos 
 

La obtención de nanocristales mejora la solubilidad de los fármacos hidrofóbicos 

debido a una mayor relación entre la superficie de la partícula y su volumen; las mejores 

tasas de disolución asociadas impactan positivamente en su biodisponibilidad. La 

aplicación de esta tecnología permitiría rehabilitar fármacos con problemas de 

solubilidad o permeabilidad, que habían sido dejados de lado. De entre todas las 

nanopartículas, estas se destacan como las de mayor carga de principio activo, 

teóricamente el 100 %, aunque en la práctica siempre se requiere de surfactantes u 

otros estabilizantes [46]. Fármacos, como resveratrol, glibenclamida, quercetina, 

apigenina, curcumina, entre otros, se han usado para producir nanocristales [47]. 

 

1.3.7 Dendrímeros 
 

Son macromoléculas tridimensionales de arquitectura radial, con varios puntos 

de ramificación, que al multiplicarse le hacen alcanzar dimensiones nanométricas; su 

naturaleza puede ser orgánica o inorgánica, pero los grupos periféricos o terminales 

pueden ser funcionalizados [48]. La solubilidad de los dendrímeros depende de los 

grupos terminales, si son hidrófilos pueden hacerlo soluble en agua. Pueden transportar 

una variedad de moléculas debido a su estructura tridimensional, a sus grupos 

terminales y numerosos espacios internos. Los dendrímeros pueden aumentar la 

solubilidad del fármaco, aumentar el tiempo de circulación sanguínea, mantener 

concentraciones del fármaco superiores a la dosis terapéutica mínima en plasma, 

proteger los fármacos de posibles daños ambientales y modificar la liberación del 

fármaco [49]. 

A diferencia de los polímeros, los dendrímeros se sintetizan en condiciones muy 

controladas, lo que da lugar a compuestos monodispersos con estructuras ramificadas 
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muy regulares y masas moleculares exactas. Se utilizan varios métodos para su 

síntesis, pero en general, empiezan con moléculas centrales multifuncionales a las que 

se añade un grupo reactivo dando como resultado el dendrímero de primera generación; 

luego, la nueva región periférica de la molécula se activa y sufre reacciones con otros 

monómeros [50]. La investigación para aplicarlos como sistemas de entregas de 

fármacos es muy activa en quimioterapéuticos. 

 

1.3.8 Nanomicelas poliméricas 
 

La principal característica es su formación espontánea a partir del 

autoensamblaje de copolímeros de bloques anfifílicos en solución acuosa. En solución 

acuosa diluida, las moléculas anfifílicas están separadas, si se agregan más moléculas 

al sistema, mayor es la adsorción de ellas en la interfaz hasta que se produce su 

agregación debido a la saturación de la solución, punto en el que se alcanza la 

Concentración Micelar Crítica (CMC). Las micelas son estables a concentraciones 

superiores a la CMC, mientras que se observa un desmontaje del sistema por debajo 

de la misma [51]. 

 Los fármacos pueden encapsularse en las micelas durante su formación o en un 

paso posterior, dependiendo de sus características fisicoquímicas, y terminan 

alojándose cerca de la superficie o en el núcleo interno, en función de estas [52].  

 

1.3.9 Liposomas 
 

Los liposomas están entre las nanomedicinas de las que se dispone más 

información en cuanto a su seguridad, eficacia y manufactura a escala industrial. De un 

total de más de 2300 estudios clínicos realizados con liposomas, registrados en la 

librería Nacional de Medicina a la fecha, más de 500 fueron concluidos y disponen de 

resultados [53], así mismo, desde la aprobación del Doxyl, a mediados de la década de 

los noventa, más de una docena de medicamentos liposomales, sin considerar los 

productos genéricos, están aprobados por la FDA (Food and Drug Administration) o la 

EMA (European Medicines Agency) y se comercializan [54]. 

Los liposomas son vesículas esféricas constituidas por lípidos y fosfolípidos que 

forman una bicapa, los unilamelares, o una serie concéntrica de múltiples bicapas, los 

multilamelares, que encierran un compartimento acuoso central. Su tamaño va desde 
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unas decenas de nm hasta la escala micrométrica, la bicapa de fosfolípidos tiene un 

espesor de entre 4 a 5 nm [55]. 

Los métodos de fabricación comúnmente utilizados son los de hidratación de 

película fina, inyección de etanol y doble emulsión. El principal problema asociado es la 

carga de fármaco, es muy importante definir la etapa del proceso en la que se realizará. 

La carga pasiva implica colocar películas lipídicas sobre un sustrato seguida de 

hidratación para formar liposomas. En la de carga activa, el fármaco se incorpora 

después de la preparación del liposoma, generalmente por gradientes de pH 

dependiendo del pKa del fármaco [56]. 

 Son adecuados para aplicaciones diagnósticas y terapéuticas utilizando las vías 

de administración ocular, oral, pulmonar, transdérmica y parenteral [54]. Presentan 

ventajas significativas como alta biocompatibilidad, baja inmunogenicidad, 

biodegradabilidad, vida media prolongada del fármaco, posibilidad de administración 

dirigida, menor toxicidad sistémica, protección de moléculas sensibles, mejor 

biodisponibilidad, entre otras [56]. En contraparte, pueden tener una baja estabilidad 

química pues los fosfolípidos pueden oxidarse o hidrolizarse, su estabilidad física 

también suele ser reto durante su desarrollo y elaboración, los fármacos pueden difundir 

hacia el exterior del liposoma, y, no menos importante, sus costos de producción y 

distribución son elevados [57]. 

 

1.3.10 Niosomas 
  

Son sistemas de entrega autoensamblables, esféricos, vesiculares, uni- o multi 

lamelares, similares a los liposomas, pero tienen como componente principal los 

surfactantes no iónicos. Ofrecen algunas ventajas: mayor estabilidad química y física 

que los liposomas, grupos funcionales hidrofílicos en la superficie, fácilmente 

modificables, menos tóxicos y más biocompatibles porque no tienen carga superficial. 

Al igual que los liposomas, pueden encapsular fármacos hidrofílicos y lipofílicos, 

mejorando su biodisponibilidad, se pueden administrar por vías oral, parenteral, 

transdermal, ocular y pulmonar. Por otro lado, comparten algunas desventajas como el 

escape del fármaco desde el interior y los costos de producción elevados [58].  

Se preparan por hidratación de película fina y por métodos de inyección, con 

éter, pero también evaporación de fase reversa, microfluidización, fluidos supercríticos, 

entre otros [59]. Las propiedades fisicoquímicas de los niosomas dependen del tipo y 
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cantidad de los surfactantes y de los principales aditivos (colesterol y derivados), de la 

temperatura de hidratación, y del tipo de fármacos [60]. 

 

1.3.11 Nanoemulsiones 
 

Una emulsión es una mezcla de dos o más líquidos inmiscibles, con una fase 

que se mantiene dispersa en otra, la fase continua, gracias a la presencia de 

surfactantes que disminuyen la tensión interfacial. Las nanoemulsiones son emulsiones 

transparentes debido a que la fase dispersa tiene diámetros de gota de 20 a 200 nm. El 

menor tamaño de gota trae consigo una mayor relación superficie a volumen, que las 

hace termodinámicamente inestables, por lo que en la interfaz deben adicionarse 

cosurfactantes; a pesar de ello, pequeños cambios en condiciones físicas o químicas 

puede causar desestabilización, razón por la cual se debe controlar el pH y el ambiente 

iónico, y es común incrementar la viscosidad del medio añadiendo polímeros naturales 

o sintéticos [61]. 

 Los surfactantes tradicionales pueden presentar problemas de 

biodegradabilidad, biocompatibilidad e incluso toxicidad; los biosurfactantes son 

alternativas naturales producidos por microorganismos. En cuanto a su carga pueden 

ser aniónicos o no iónicos, y químicamente son glicolipídos, biopolímeros, lipopéptidos 

y oligopéptidos. Suelen tener concentración micelar crítica menor que los surfactantes 

sintéticos [62]. 

 Los métodos de elaboración tradicionales generalmente requieren de la 

incorporación de alta energía para disminuir el tamaño de gota de una emulsión, 

mediante Ultrasonido o de Homogenizadores de alta presión. Más recientemente se han 

desarrollado métodos basados en microfluídica. Existen opciones de baja energía, como 

aquellas que parten de una microemulsión a la que se va agregando la fase acuosa, 

presentan como desventaja el uso de concentraciones más a altas de surfactante e 

incluso solventes [61]. 

 De propiedades bien conocidas, permiten desarrollar una gran variedad de 

medicinas: vacunas, antineoplásicos, los más variados antimicrobianos han sido 

vehiculizados en ellas [58]. Su pequeño tamaño les permite penetrar en los tejidos y 

prolongar su circulación, el núcleo oleoso se puede cargar con drogas lipofílicas, 

protegiéndola del ambiente o de las enzimas, mejorando a la vez la absorción y por tanto 
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la biodisponibilidad. Además, se puede decorar la superficie con polímeros hidrofílicos, 

anticuerpos monoclonales y marcadores para diagnóstico [63]. 

 

1.3.12 Lípidos nanoestructurados 
 

Las nanopartículas sólido lipídicas se desarrollaron para mejorar la estabilidad 

de los liposomas, controlando además la liberación del fármaco y disminuyendo la 

toxicidad por la ausencia de solventes orgánicos; sin embargo, aun presentaban una 

baja carga útil debido a la reorganización interna de la red cristalina. Se desarrollaron 

entonces los lípidos nanoestructurados (NLC) que contienen lípidos sólidos y líquidos, 

en relación 70:30 a 99:1, generando un núcleo lipídico menos ordenado que favorece 

una mayor incorporación de los fármacos en forma molecular y aglomerados amorfos, 

disminuyendo además el riesgo de que sean expulsados durante el almacenamiento 

[64][65]. 

 Entre los lípidos sólidos se pueden nombrar triglicéridos, ácidos grasos, 

alcoholes grasos, ceras y esteroles; entre los líquidos, además de triglicéridos, ácido y 

alcohole grasos se pueden nombrar los aceites vegetales, lecitina, aceites esenciales, 

escualeno, tocoferol, etc. También se requieren surfactantes para estabilizar la 

nanoestructura en el medio acuoso, por ejemplo, polisorbatos, fosfolípidos, 

polaxámeros, algunos surfactantes aniónicos, e incluso cosurfactantes como glicerol, 

propilenglicol, polietilenglicoles, etc. [66][67]. 

 Su preparación generalmente involucra un paso de nanoemulsificación, por lo 

que aplican los métodos antes mencionados; además se han reportado técnicas como 

el spray drying [66], y otras como inyección de solvente, evaporación de solvente de 

emulsificación y difusión del solvente de emulsificación [65], las cuales se tratarán en 

próximas secciones. 

 Se han reportado múltiples estudios con fármacos administrados por varias vías 

como la parenteral: bromocriptina, apomorfina, baicaleina, para enfermedades 

neurodegenerativas; transdermal: donepezil para tratar el Alzheimer, clotrimazol como 

antifúngico; oral: repaglinide en la diabetes; ocular: mangiferina para el tratamiento de 

las cataratas; pulmonar: montelukast sódico para el asma; pero por su puesto su mayor 

aplicación está en el área de la quimioterapia: docetaxel, paclitaxel, doxorubicina, 

quercetina, etopósido, tamoxifen, etc. [66]. 
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1.3.13 Nanopartículas sólido lipídicas (SLNP) 
 

1.3.13.1 Definición 
 

Son sistemas coloidales de lípidos sólidos a temperatura ambiente, 

generalmente de forma esférica o de plaqueta, con tamaños de 50 a 1000 nm [68], 

estabilizados por surfactantes hidrofílicos y cosurfactantes [69]. Las dispersiones de 

SLNP son similares a las emulsiones o/w, pero el lípido es sólido a temperatura 

ambiente [70]. 

 Se han reportado tres tipos de estructuras, figura 3, de las SLNP, dependientes 

de sus componentes y método de elaboración. La estructura de matriz homogénea (Tipo 

I), es propia de fármacos muy lipofílicos que están disueltos en la matriz lipídica, o 

dispersos como agregados amorfos. Se pueden formar por ruptura mecánica, en frío, 

de partículas más grandes; o, por homogeneización en caliente la matriz lipídica con el 

fármaco disuelto. En la estructura de corteza enriquecida (Tipo II), que se produce 

durante el enfriamiento de la matriz lipídica fundida, las moléculas de lípidos precipitan 

primero, formando un núcleo lipídico, la concentración del fármaco aumenta en el resto 

del lípido fundido, alcanza su límite de solubilidad y cristaliza formando una capa 

exterior. Por último, la estructura de núcleo enriquecido (Tipo III), es opuesta a la anterior 

y se produce cuando el fármaco está cerca de su límite de solubilidad en el lípido fundido 

y precipita primero, rodeándose de una cubierta de lípido con menor concentración de 

fármaco [65] [71] [72].  

 

 

Figura 3. Representación esquemática de los tipos de estructuras para SLNP 
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1.3.13.2 Ventajas y Desventajas de las SLNP 
 

Como es bien conocido, no existe un nanotransportador perfecto, el tipo de 

nanopartícula debe ser seleccionado desde el diseño del nanomedicamento en función 

de la vía de administración prevista, de las características fisicoquímicas del fármaco 

que va a ser encapsulado, y, de otras particularidades como por ejemplo los equipos 

disponibles y la escala de manufactura. A continuación, se resumen las ventajas y 

desventajas más relevantes de las SLNP, las cuales deben considerarse para 

aprovechar las unas, y mitigar, en lo posible, el efecto de las otras. 

 

Ventajas  

 

• Pueden aumentar la biodisponibilidad del fármaco. 

• Mejoran la estabilidad del fármaco. 

• La capacidad de encapsulación de fármacos es superior a la de otros 

nanotransportadores. 

• Pueden encapsular fármacos hidrofílicos y lipofílicos. 

• Son biodegradables. 

• Permiten reducir o eliminar el uso de solventes orgánicos. 

• Son biocompatibles. 

• Permiten esterilizar y liofilizar el sistema. 

• Es factible aumentar la escala de producción. 

• El costo de producción es relativamente menor que el de otras nanopartículas. 

• El proceso de producción genera baja cantidad de residuos que representen una 

amenaza para la salud humana o el medio ambiente [69] 

• Excelente reproducibilidad [73] 

 

Desventajas 

 

• Durante el almacenamiento, la matriz lipídica, especialmente de aquellos 

altamente purificados, puede sufrir transiciones polimórficas de un estado de alta 

energía uno de baja energía, formándose una red cristalina más organizada que 

puede expulsar gradualmente el fármaco [71]. 



 

31 
 

• El tamaño de partícula puede aumentar durante el almacenamiento 

• Tienen baja capacidad de carga para fármacos hidrofílicos [69]. 

 

1.3.13.3 Componentes de las SLNP 
 

A continuación, en la tabla 3, se citan ejemplos de los componentes más 

utilizados, omitiendo nombres comerciales, tanto de las substancias puras o como de 

combinaciones [65,68,69,73–77]. 

Componente Clase Ejemplo 

LIPIDOS 

Esteres de 

glicerol 

Gliceril palmitoestearato, Gliceril behenato, 

Gliceril monoestearato 

Gliceril tripalmitato, Gliceril trimiristato, Gliceril 

triestearato 

Triglicéridos de cadena media 

Ácidos 

grasos 
Ácidos esteárico, mirístico, palmítico. 

Ceras 

Cetil palmitato 

Cera de abeja 

Cera carnauba 

Alcoholes 

grasos 
Alcoholes estearílico, cetílico 

Lípido 

ionizable 
PHC, N - palmitoil homocisteina 

SURFACTANTE 

No iónico 

Polisorbato 20, 60 y 80 

Polietilenglicol)-bloque-polipropilenglicol)-bloque-

polietilenglicol)) 182, 188, 407 

Polioxietilenglicol éter de aceite de ricino 

hidrogenado 

Aniónico 
Glicolato de sodio 

Dodecil sulfato de sodio 

Catiónico 
CTAB, Bromuro de hexadeciltrimetilamonio 

DOTAP, 1,2-dioleoil-3-trimetilamonio-propano 

Anfotérico 
Lecitina de soya 

Fosfatidil colina 
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ESTABILIZANTE 

Cosurfactante 

1-Butanol, etanol 

Glicerol, propilenglicol 

Ácidos propiónico, butírico. 

Taurocolato sódico 

Polímeros 
Alcohol polivinílico 

Polietilenglicol 

 

 

Tabla 3. Clasificación y ejemplos de los componentes más usados para la síntesis de 

nanopartículas sólido lipídicas 

  

Los lípidos más utilizados son los ácidos grasos, alcoholes grasos y ésteres del 

glicerol; en ocasiones se incluyen en la formulación lípidos ionizables con la finalidad de 

modificar la carga superficial y hacerlos más estables, o para facilitar el escape 

endosomal o para favorecer la incorporación de macromoléculas cargadas como ADN 

o ARN [68,76,77]. 

Los surfactantes reducen la tensión interfacial de los componentes permitiendo 

la emulsificación, pero además estabilizan las nanopartículas una vez formadas. 

Nanopartículas que emplean lípidos catiónicos, se han beneficiado en cuanto a su 

estabilidad, con el uso de surfactantes con amonio cuaternario [69], pero no se debe 

olvidar que, si bien los surfactantes iónicos previenen mejor la agregación de partículas, 

también son más tóxicos, por lo que la cantidad usada debe ser la mínima necesaria; 

las formulaciones generalmente llevan de 0,5 a 5 % de surfactantes totales [65].  

 Los cosurfactantes se añaden cuando se requiere una película interfacial más 

flexible, que permita estabilizar estructuras más pequeñas, y por tanto con mayor 

energía libre [78]. Los polímeros por otra parte, a las concentraciones usualmente 

empleadas en estas formulaciones, forman capas adicionales sobre las nanopartículas 

previniendo su agregación por estabilización estérica [79,80]. 

 

1.3.13.4 Métodos de elaboración de las SLNP 
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Homogeneización a alta presión 
 

Es la principal técnica empleada para producir SLN; es rápida, escalable, no 

requiere de solventes y hay múltiples equipos disponibles. Debido a la alta presión 

aplicada, 100 - 1000 bares, las partículas son obligadas a pasar por espacios de pocos 

micrómetros, de tal manera que se reduce su tamaño por los fuertes esfuerzos cortantes 

y fuerzas cavitacionales. Este aporte sustancial de energía puede elevar la temperatura 

de la dispersión afectando a sustancias termosensibles [74]. 

El proceso se puede realizar en frío o en caliente, en ambos casos, la disolución 

o dispersión de la droga en el lípido se realiza a temperaturas aproximadamente 5 - 10 

°C superiores a su punto de fusión [69]. En la homogeneización a alta presión en 

caliente, una pre-emulsión a temperatura mayor que el punto de fusión del lípido se 

somete a tres o más ciclos de homogeneización, una vez que el tamaño de gota se ha 

reducido lo suficiente, la dispersión se enfría para generar SLNP por recristalización de 

la matriz lipídica. 

 En la homogeneización a alta presión en frío, el fármaco se disuelve o dispersa 

en lípido fundido, la mezcla es rápidamente enfriada y el sólido resultante se muele 

hasta tamaño micrométrico, antes de dispersarse en una solución acuosa de 

surfactantes. Finalmente, la suspensión se hace pasar varias veces por el 

homogeneizador de alta presión [73]. 

 

Técnica de la Microemulsión 
 

Al igual que el anterior, empieza disolviendo el fármaco en lípidos fundidos a una 

temperatura superior a sus puntos de fusión (entre 5 y 10 °C). Se agrega una solución 

acuosa de surfactante con una temperatura superior a la temperatura del lípido fundido 

con agitación continua hasta que se obtiene una microemulsión transparente. Esta 

microemulsión caliente se dispersa en agua fría mediante agitación suave y las 

microgotículas se rompen en nanogotículas que cristalizan para formar SLNP; 

finalmente, las nanopartículas deben concentrarse mediante ultrafiltración o liofilización  

[65] . No requiere de la aplicación de altas energías, las microemulsiones se forman 

espontáneamente, pero para ello requieren altas cantidades de surfactante lo cual es 

su principal desventaja [72]. 
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Método de homogeneización de alto cizallamiento por ultrasonicación  
 

La técnica consiste en calentar un lípido sólido hasta 5 a 10 °C por encima de su 

punto de fusión, dispersarlo en una solución acuosa de tensioactivo, a la misma 

temperatura, con agitación a alta velocidad para formar una emulsión, y, mediante 

sonicación, reducir el tamaño de gota. El enfriamiento gradual de la emulsión hasta 

debajo de la temperatura de cristalización de los lípidos produce una dispersión de 

SLNP [72]. 

 Una de las ventajas de proceso es que no requiere solvente, sin embargo, las 

nanopartículas obtenidas pueden tener alta dispersión en cuanto a su tamaño. También 

existe el riesgo de contaminar la dispersión con fragmentos de metal procedentes de la 

sonda ultrasónica [65]. 

 

Doble emulsificación 
 

Esta técnica es adecuada para fármacos y péptidos hidrófilos. Se prepara una 

emulsión w/o con la solución acuosa del fármaco y una mezcla de lípidos derretidos. 

Esta emulsión primaria se dispersa en una solución acuosa de surfactante hidrófilo para 

formar una emulsión doble w/o/w. Luego, la doble emulsión se agita y se aísla por 

filtración. Finalmente, el enfriamiento precipita las SLNP [72]. 

 Cada etapa de emulsificación incrementa la polidispersión de la gota, como 

resultado, el tamaño y estructura de las SLNP es difícil de controlar, lo que limita su uso 

en aplicaciones que requieren un control y liberación precisos de fármacos [74]. 

 

Emulsificación y difusión del solvente 
 

Esta técnica utiliza un solvente orgánico parcialmente miscible en agua como, 

por ejemplo: lactato de butilo, acetato de metilo, acetato de etilo, acetato de isopropilo y 

alcohol bencílico [69]. El solvente está saturado con agua para lograr el equilibrio 

termodinámico, evitando la difusión del disolvente de las gotas de la fase interna a la 

fase externa acuosa. El lípido y el fármaco se dispersan en el disolvente y luego se 

añaden a una solución acuosa que contiene un tensioactivo, formando una emulsión 

o/w. Las partículas se forman añadiendo más agua, en relación 1:5 a 1:10, lo que facilita 

la difusión del disolvente hacia la fase continua e incita la precipitación de las 
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nanopartículas [65]. Posteriormente, el disolvente se elimina mediante liofilización o 

destilación al vacío. Este método se aplica a compuestos hidrófilos y lipófilos y no 

necesita temperaturas elevadas [69]. 

 

Emulsificación y evaporación del solvente 
 

Implica la disolución de la matriz lipídica en un solvente orgánico inmiscible en 

agua, y su emulsificación en una fase acuosa. El solvente se evapora a presión 

reducida, con agitación constante, durante varias horas, precipitando los lípidos como 

nanopartículas. A veces se requiere un paso intermedio de homogeneización para 

reducir el tamaño de la gota [72]. Es un método adecuado para fármacos termolábiles, 

pero tiene como principal inconveniente el uso de disolventes orgánicos que dejan 

residuos nocivos. La concentración del lípido determina el tamaño de la partícula [65]. 

 

Microfluidica 
 

Los métodos tradicionales para elaborar SLNP presentan generalmente baja 

reproducibilidad en cuanto a las características físicas y químicas, y dificultades para 

escalar los procesos del laboratorio a la industria. Los métodos basados en microfluidos 

ofrecen una alternativa para disminuir estos inconvenientes. Su principio implica la 

manipulación de líquidos en dimensiones de microescala utilizando un dispositivo 

micromezclador, que permite un control preciso del caudal y presión a la que se 

combinan la fase oleosa, mezcla de lípidos y fármaco, con la fase acuosa. La rápida 

mezcla de las fases inducida por el micromezclador permite el autoensamblado de las 

SLNP debido a la rápida dilución del solvente orgánico. Las nanopartículas así 

producidas muestran una distribución de tamaño homogénea, reproducible y una 

estabilidad mejorada en comparación con las técnicas convencionales. La producción 

se puede escalar usando varios dispositivos en paralelo. De hecho, Pfizer/BioNTech y 

Moderna Therapeutics usan esta tecnología para la producción en masa de vacunas 

COVID-19 [81]. 

 

Técnica del contactor de membrana 
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Este método usa un módulo de membrana cilíndrico. La fase acuosa que 

contiene un tensioactivo fluye desde el interior de la membrana, a temperatura mayor 

que la de fusión del lípido, y éste se comprime fundido a través de los poros de la 

membrana desde el exterior hacia el interior para pasar a la fase acuosa. Las SLNP se 

forman por enfriamiento de la dispersión. El método es escalable y el tamaño de las 

partículas se puede ajustar con el tamaño de poro de la membrana [72]. 

 

Inyección de solvente 
 

También conocida como nanoprecipitación, o técnica del desplazamiento de 

disolvente, fue desarrollada y patentada por primera vez por Fessi et al. en 1989. 

Brevemente, un disolvente miscible en agua que contiene lípidos y fármacos 

hidrofóbicos, la llamada fase orgánica, se mezcla con una fase acuosa [73]. La rápida 

desolvatación de los lípidos y fármacos conduce a una rápida precipitación de SLNP y 

a la encapsulación inmediata del fármaco, por lo general, el proceso ocurre bajo 

agitación; es común la utilización de una aguja para que la inyección ocurra en el seno 

del líquido [72]. El proceso de nanoprecipitación está influenciado por el efecto 

Marangoni, que es un fenómeno intrincado y acumulado de turbulencia interfacial debido 

al flujo, difusión, y cambios de tensión superficial en la interfaz de dos disolventes 

miscibles [82]. 

 El tamaño y la eficiencia de encapsulación se pueden modificar ajustando la 

velocidad de agitación, la relación solvente/antisolvente y la concentración de 

lípidos/surfactante/fármaco. Para reducir la distribución en el tamaño de las 

nanopartículas, se usa una solución sobresaturada de lípidos para promover la 

nucleación espontánea. Para obtener un tamaño de nanopartícula más pequeño, la 

mezcla debe completarse antes de que ocurra la precipitación. Sin embargo, el principal 

inconveniente de la nanoprecipitación es el control limitado de la dinámica de fluidos, lo 

que da como resultado nanopartículas con una distribución de tamaño demasiado 

amplia, especialmente para los grandes volúmenes de la producción a gran escala [71]. 

 El uso de disolventes orgánicos es una desventaja de este método, aunque 

algunos son farmacéuticamente aceptables, no se pueden utilizar para vías particulares 

como la parenteral, ocular o intravenosa, ya que cualquier disolvente residual podría 

afectar negativamente al paciente [74]. Esta técnica es fácil y rápida, se utiliza en el 

laboratorio para producir SLN para evaluaciones preclínicas; no requiere de equipos 

complejos [68]. 
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 En base a las consideraciones anteriores, en la figura 4 se realiza una 

clasificación multidimensional, en tres niveles, de los métodos de elaboración de SLNP. 

La tecnología requerida y la energía necesaria durante el proceso para generarlas se 

clasifican como baja, media y alta; la escalabilidad, entendida aquí como la factibilidad 

para transferir el método del laboratorio a la industria, sigue un orden inverso; y, el 

consumo de solventes y surfactantes se categorizó en bajo, medio y alto. Es importante 

anotar que se trata de una generalización en base a la interpretación e integración de la 

literatura revisada, que tiene la finalidad de guiar, en una primera aproximación, la 

selección de un método de elaboración, no se pretende incluir en espacios estancos a 

la totalidad de formulaciones y procesos existentes. 
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Figura 4. Clasificación de los métodos de elaboración en el contexto de las SLNP 
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1.3.13.5 Caracterización de las SLNP 
 

 Se han utilizado varias técnicas de caracterización para controlar y predecir el 

comportamiento de los nanotransportadores tanto in vitro como in vivo. Las más 

comunes evalúan sus propiedades fisicoquímicas, la carga del fármaco, la velocidad de 

liberación del fármaco, estabilidad del nanotransportador y la estabilidad del fármaco 

entre otras. A continuación, se describen las principales técnicas para las SLNP, 

haciendo énfasis en las aplicadas por disponibilidad de equipos. 

 

1.3.13.5.1 Caracterización Físicoquímica 
 

Las propiedades fisicoquímicas de los nanotransportadores incluyen su tamaño 

de partícula, distribución del tamaño de partícula, carga superficial y morfología. Su 

determinación puede predecir, en gran medida, la estabilidad física de los 

nanotransportador y permite valuar la consistencia entre lotes; así mismo, en casos 

específicos, podrían ser un indicativo de la manera en que interactúan con 

macromoléculas o estructuras biológicas. 

 El tamaño de partícula y la polidispersión son, junto con la morfología, las 

características más importantes, y las primeras que generalmente se investigan. La 

dispersión en el tamaño de las partículas se expresa por el índice de polidispersidad 

(PDI). El tamaño y la forma de las partículas afectan su captación celular, vida media de 

circulación, biodistribución y eliminación [83]. 

 La técnica más utilizada para conocer el tamaño de partícula y el PDI de la 

población de partículas es la dispersión de luz dinámica, (del inglés Dynamic Light 

Scattering o DLS), la cual determina el diámetro de las partículas mediante las 

propiedades de dispersión de la luz asociadas al movimiento browniano de las mismas; 

por ello, partículas grandes con movimiento demasiado lento no son adecuadas para 

esta técnica. Los resultados obtenidos deben ser confirmados por microscopía 

electrónica, pues tiene entre sus limitantes la de asumir partículas esféricas [83]. 

 La carga superficial de los nanotransportadores influye en su estabilidad física, 

captación celular y biodistribución; se expresa como potencial zeta (ζ), e indica posibles 

interacciones electrostáticas entre ellos y por tanto su tendencia a la agregación, en 

detrimento de su la estabilidad física de la dispersión. Su medición implica la aplicación 

de una corriente eléctrica a través de la dispersión, registrando el movimiento de las 
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partículas mediante velocimetría láser Doppler; la dispersión de luz electroforética es el 

método más utilizado [84]. 

Por lo general, la dispersión de nanotransportadores debe diluirse antes de la 

medición del potencial zeta, para obtener lecturas reproducibles; sin embargo, se debe 

considerar que la carga superficial es muy sensible a la fuerza iónica y el pH del medio, 

por lo que la selección del medio de disolución debe ser cuidadosa. Así mismo, la 

aplicación de corriente eléctrica durante la medición puede afectar la muestra, por lo 

que es preferible descartarla.  

 La morfología de los nanotransportadores impacta en propiedades biológicas, 

como su vida media, eficacia y toxicidad. Formas no esféricas como discos, elipsoides, 

cilindros, cubos y otras más complejas, tienen profundos efectos en esos procesos 

biológicos.  

La microscopía de fuerza atómica (del inglés, Atomic Force Microscopy, AFM) 

permite estudiar la forma de nanotransportadores y las características estructurales de 

su superficie, su rugosidad, con alta resolución. Permite examinar las propiedades 

nanomecánicas de cada partícula en condiciones más cercanas a las fisiológicas. Este 

método de caracterización escanea físicamente las partículas mediante la punta de una 

sonda de escala atómica, que puede o no estar en contacto con la superficie mostrando 

la topografía de los objetos a través de la medición de las fuerzas entre la punta y la 

muestra [85]. 

Entre las microscopías electrónicas destaca la de barrido (del inglés Scanning 

Electron Microscopy, SEM) que proporciona información sobre la topografía mediante 

visualización directa. Las muestras se secan sobre un soporte y se recubren con un 

metal con alta conductividad eléctrica, como el oro, mediante pulverización catódica. La 

superficie de la muestra se escanea con un haz de electrones enfocado y se registran 

los electrones secundarios emitidos desde su superficie. 

La microscopía electrónica de transmisión (del inglés Transmisión Electron 

Microscopy, TEM), a diferencia de la anterior, no usa los electrones emitidos desde la 

superficie de la muestra, sino los transmitidos a través de ella. La TEM permite una 

mayor resolución por lo que generalmente se prefiere para estudiar la morfología de las 

SLNP. En el proceso TEM convencional, un haz incidente de electrones se transmite a 

través de una extremadamente fina lámina de muestra, transformándose en electrones 

no dispersos, electrones elásticamente dispersos o electrones inelásticamente 

dispersos. Un conjunto de lentes electromagnéticos enfoca y proyecta los electrones en 

una pantalla para generar una imagen [84]. 
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1.3.13.5.2 Eficiencia de carga 

 

 Debido a las pequeñas dimensiones involucradas, la determinación de la 

composición exacta de las partículas y la ubicación del fármaco en su estructura es 

altamente desafiante. La espectroscopia de rayos X se puede utilizar para examinar la 

constitución química de la superficie de los nanotransportadores mediante un análisis 

elemental que puede ser un indicativo de encapsulación exitosa. La espectroscopia 

Raman puede proporcionar datos sobre las propiedades superficiales de las moléculas 

en función de sus respectivas transiciones vibratorias. Para estudiar las interacciones 

entre los componentes del nanotransportador, se requiere calorimetría diferencial de 

barrido (DSC). Además, las interacciones poliméricas se pueden investigar mediante 

espectroscopia infrarroja, mientras que el análisis de difracción de rayos X puede revelar 

la cristalinidad de los componentes en los nanoportadores [83][84]. 

 

 La eficacia de encapsulación (EE) es una de las principales variables a 

caracterizar en los nanotransportadores; se utilizan los métodos directo e indirecto para 

la cuantificación. En el método indirecto, el EE se mide determinando la concentración 

del fármaco no atrapado en la capa sobrenadante después haber separado las 

nanopartículas por centrifugación, magnetismo, filtración, adsorción, o cualquier otro 

proceso. Por otro lado, en el directo, la concentración del fármaco atrapado se mide 

dentro de las nanopartículas mediante su solubilización en un solvente adecuado, 

seguido de la filtración y el análisis del fármaco mediante el método apropiado. 

Dependiendo de la estructura química y concentración del fármaco, se puede cuantificar 

mediante espectrofotometría UV, Fluorescencia y por cromatografía líquida de alta 

resolución (HPLC) [83]. 

 

1.3.13.5.3 Liberación in vitro 

 

La liberación del fármaco nanoencapsulado es crucial para predecir la eficacia 

terapéutica y los efectos secundarios, es decir, el comportamiento in vivo; por su puesto, 

que un fármaco se libere al medio no asegura su efectividad, pero si no se libera o lo 

hace a una velocidad demasiado baja, muy probablemente no habrá efectos in vivo.  
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La información obtenida de las pruebas de liberación in vitro es fundamental en 

la optimización de la formulación, y constituyen un parámetro muy importante para 

evaluar la consistencia en los procesos de síntesis, midiendo la variación entre lotes. 

Para obtener un perfil de liberación de fármacos in vitro se incuban, los 

nanotransportadores a temperatura y pH fisiológicamente relevante; se retiran muestras 

en diferentes tiempos y se determina la concentración del fármaco liberado [84]. Este 

método requiere la separación efectiva de los nanotransportadores del medio mediante 

filtros de jeringa, centrifugación, ultracentrifugación o ultrafiltración. Después del 

muestreo, se debe reponer el volumen retirado con medio fresco a la misma 

temperatura.  

Se puede adaptar la configuración del equipamiento usado, cambiando el 

tamaño del contenedor, la forma de agitación y los procedimientos de muestreo. Cuando 

el volumen de la muestra, la cantidad de la droga y la señal analítica lo permiten, se 

deberían usar equipos reportados en la bibliografía oficial, las Farmacopeas, como el 

aparato USP I (canasta), USP II (paleta) o USP IV (celda de flujo), éste último es 

especialmente adecuado para nanotransportadores [86]. La agitación de las partículas 

en el medio de liberación es crucial para evitar su agregación. Aunque en general se 

recomienda mantener condiciones sink (exceso de disolvente), se han reportado 

métodos no sink para fármacos pobremente solubles en agua [83]. 
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2. Objetivos 

 

El propósito central de esta Tesis doctoral es avanzar en el desarrollo de un 

sistema de nanoencapsulación lipídica accesible para la liberación controlada de 

terapias locales destinadas al tratamiento de la leishmaniasis. Este enfoque implica el 

reposicionamiento de fármacos aprobados, buscando abordar la enfermedad de manera 

más eficiente. 

 

 Para la consecución del objetivo general, se establecieron los siguientes 
objetivos concretos: 

 

1. Seleccionar compuestos leishmanicidas a través del procesamiento de 

información proveniente de bases de datos y estudios de acoplamiento molecular.  

 

2. Categorizar las sustancias con mayor actividad leishmanicida entre las 

seleccionadas mediante estudios in vitro con promastigotes, identificando el candidato 

más prometedor para la siguiente etapa de desarrollo. 

 

3. Desarrollar una formulación simple y un proceso de síntesis reproducible para 

obtener nanopartículas sólidas lipídicas que encapsulen el fármaco seleccionado. 

 

4. Evaluar la eficacia de las nanopartículas sólidas lipídicas a través de ensayos in 

cellulo e in vivo, para determinar su actividad leishmanicida, avanzando hacia la 

validación de su viabilidad clínica. 
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3. Materiales y Métodos 

 

3.1 Selección de substancias leishmanicidas 

 

 La primera etapa de la investigación implicó escoger cuidadosamente las 

substancias con las que se trabajarían los siguientes meses. Para optimizar recursos se 

elaboró una lista de substancias que podían manejarse adecuadamente, pero, 

incrementando las posibilidades de ubicar una con alta actividad leishmanicida y baja 

citotoxicidad. 

 La primera opción, la más viable, era provechar las librerías de substancias que 

organizaciones como MMV (Medicines for Malarian Venture) ofrecen de manera gratuita 

a los investigadores; se trata de colecciones de varios cientos de substancias de las 

cuales se dispone algún dato de actividad frente a enfermedades infecciosas, así como 

su citotoxicidad. El cribado, la selección rigurosa, en este caso requería de 

complementar la información, cruzar referencias y procesar la base de datos disponible 

en la mencionada iniciativa. 

 La segunda opción era adquirir substancias, por lo que se decidió partir sobre 

una base de conocimiento experimental directo: las fluoroquinolonas, estudiadas desde 

años antes en el laboratorio dirigido por una de nuestra colaboradora, la Dra. Ana 

Poveda del Instituto de Investigación en Zoonosis (CIZ), de la Universidad Central del 

Ecuador, quien venía trabajando experimentalmente con promastigotes aplicando estos 

inhibidores de las topoisomerasas. Se habían categorizado algunas de ellas mediante 

su actividad sobre promastigotes, por lo que se seleccionó este grupo de antibióticos 

para, aplicando acoplamiento molecular in sillico, ubicar las de mayor afinidad a las 

enzimas y por tanto las de mayor posibilidad de presentar actividad leishmanicida. 

 

3.1.1 Procesamiento de Bases de datos 

 

La información disponible en las bases de datos de “Pathogen box” 

(https://www.mmv.org/mmv-open/pathogen-box/about-pathogen-box) de la iniciativa 

Medicines for Malaria Venture (MMV: https://www.mmv.org/about-us/what-we-

do/overview-our-work), fue cuidadosamente revisad y complementada con la disponible 
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en artículos científicos y páginas web. Se elaboró una tabla con actividad contra 

Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei, Leishmania infantum, Leishmania donovani, 

citotoxicidad en macrófagos y hepatocitos, así como parámetros fisicoquímicos que 

permitió clasificarlas en tres niveles, asignando a cada uno una puntuación que sirvió 

para priorizar las sustancias con mayor posibilidad de presentar actividad leishmanicida. 

 

3.1.2 Acoplamiento molecular 

 

 Empleando el programa de libre acceso Auto Dock Vina 

(http://vina.scripps.edu/index.html) se realizó el acoplamiento molecular (molecular 

docking) de la proteína Toposisomerasa (TOP II) de Leishmania, con fluoroquinolonas, 

según lo descrito en detalle en [87], proyecto de investigación se grado de la Facultad 

de Ciencias Químicas de la Universidad Central del Ecuador, diseñado y dirigido por el 

doctorando en su calidad de docente. Brevemente: se revisaron artículos científicos 

acerca de actividad de fluoroquinolonas, incluyendo aquellas que se estudiaron in vitro 

en el laboratorio de Replicación del DNA e Inestabilidad del Genoma del CIZ (Instituto 

de Investigación en Zoonosis de la Universidad Central del Ecuador), y se seleccionaron 

42 fluoroquinolonas representativas de las cuatro generaciones de estos antibióticos. 

Sus estructuras, obtenidas de PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/), se 

procesaron en ChemAxon (https://chemaxon.com/), herramienta Chemicalize 

(https://chemicalize.com/welcome), se calculó sus pKa, y las curvas de distribución 

dependientes del pH. Mediante los programas ACD/ChemSketch y MarvinSketch 

(https://chemaxon.com/marvin) se modificó las cargas de las moléculas para pH 7; se 

depuraron, optimizaron y corrigieron en la opción Check Structure y se guardaron en 

formato mol y sdf. 

En base a investigaciones anteriores [88], se seleccionaron las proteínas 

humanas TOP II alfa (5GWK) y TOP II beta (5GWJ), su estructura se tomó de las bases 

de datos PDBj (https://pdbj.org/) y RCSB (https://www.rcsb.org/) y se investigó los 

posibles aminoácidos de interés para su unión con ligandos, sus centros activos, y 

secuencias de interés biológico en la página Uniprot (https://www.uniprot.org/). Se 

seleccionó además la TOP II de Leishmania amazonensis estudiada y validada en 

estudios previos [89]. 

Se determinaron, usando DockingServer (https://www.dockingserver.com/web), 

los mejores sitios de unión en cada una de las proteínas ensayadas, se subieron las 

fluoroquinolonas junto con meglumina antimoniato, una fármaco leishmanicida, como 
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ligandos y se especificó el pH al que estaban protonadas. Se cargaron las proteínas a 

utilizar, especificando la cadena y los mejores sitios de unión ubicados previamente.  

El acoplamiento se realizó en DockingServer, añadiendo cargas parciales de 

Gasteiger al ligando; se agregaron los átomos de hidrógeno no polares y enlaces 

rotativos. Los átomos de hidrógeno principales, las cargas de tipo de átomo unido de 

Kollman y los parámetros de solvatación se agregaron con la ayuda de herramientas 

AutoDock. Se generaron mapas de afinidad y un espaciado de 0,375 Å usando Autogrid. 

Se usaron funciones dieléctricas dependientes de la distancia y el conjunto de 

parámetros de AutoDock en el cálculo de los términos electrostáticos y de van der 

Waals. Las simulaciones de acoplamiento se realizaron utilizando el algoritmo genético 

lamarckiano (LGA) y el método de búsqueda local. La posición inicial, orientación y 

torsiones de las moléculas, al azar. Todas las torsiones giratorias se liberaron durante 

el acoplamiento. Cada experimento de acoplamiento se derivó de 2 corridas diferentes 

que se configuraron para terminar después de un máximo de 250.000 evaluaciones de 

energía. El tamaño de la población se estableció en 150. Durante la búsqueda, se aplicó 

un paso de traslación de 0.2 Å y pasos de cuaternión y torsión de 5. 

 

3.2 Determinación de la actividad leishmanicida 

 

Una vez concluida la etapa in silico, la siguiente consistió en escoger el mejor 

candidato mediante ensayos in vitro consecutivos; los métodos, de menor a mayor 

complejidad técnica y de uso de recursos fueron: contaje directo de promastigotes, que 

requiere de varias horas de trabajo pero bajo consumo de reactivos; pasando luego a 

un análisis cuantitativo para determinar el IC50 de las substancias, basado en la 

medición de fluorescencia generada por el ADN combinado con un fluoróforo; y, 

finalmente un método por citometría de flujo. 

 

3.2.1 Actividad leishmanicida por contaje directo de promastigotes 

 

Los promastigotes de Leishmania infantum, se cultivaron en medio Schneider 

(Schneider’s Drosophila Medium. Dominique Dutscher. Ref. L0207-500) suplementado 

con Suero fetal bovino o SFB (FBS Standard. PAN Biotech. Ref. P30-3306) al 10% y 

Gentamicina (Gentamicin (50mg/ml). Gibco. Ref. 15750-045) al 0,05%. A partir de 

cultivos que hayan alcanzado una concentración de 106 a 107 parásitos por ml (p/ml), se 
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prepararon dispersiones de promastigotes de concentración 105 p/ml en el mismo medio 

de cultivo. 

En tubos eppendorf de 2,0 ml, se dispensó 1 ml de la dispersión de parásitos, y 

se adicionó una solución de la substancia de prueba en Dimetil sulfóxido o DMSO (CAS  

67-68-5. Sigma-Aldrich. Ref. D1435). Se preparó un control del cultivo y uno con DMSO 

en la misma proporción que la añadida en el tubo con la substancia. Se incubó a 25 – 

27 °C durante, 2, 3 o 5 días. Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Se tomaron 

10 l del sobrenadante de cada tubo, y se fijaron con 90 l de formaldehido al 4 % 

preparado a partir de Paraformaldehído, 16% p/v solución acuosa libre de metanol. 

(Thermo scientific. Ref. 043368.9M) y Buffer fosfato salino 1x o PBS (PBS pH 7.4 (10X). 

Gibco. Ref. 70011-036). Para contar los parásitos en hemocitómetro, cuando fue 

necesario; se realizaron diluciones con PBS 1x para obtener entre 20 a 200 parásitos 

en los 4 cuadrantes. 

Alternativamente, los parásitos se pueden contar sin fijar, para observar el patrón 

de movimiento y seleccionar los más activos para infectar macrófagos, por ejemplo. En 

este caso, se debe centrifugar el cultivo entre 800 – 1000 RPM durante 3 minutos, para 

separar los parásitos muertos. Tomar 10 l del sobrenadante, diluir en 990 l de PBS o 

de medio Schneider y contar. 

 

3.2.2 Estudio de Viabilidad Mediante el Método de Fluorescencia 

 

A partir de cultivos de promastigotes de 5 a 7 días, se preparó una dispersión de 

1 x 105 p/ml en el mismo medio de cultivo. En una placa obscura de 96 pocillos se 

colocaron 100 l del cultivo en las filas A, B, C, D, E, F. Se colocaron 100 l de medio 

Schneider en las filas G y H. En la columna 12 se colocaron 75 l de cultivo en las filas 

A, B, C, D, E, F. En G12 y H12 se colocó 75 l de medio de cultivo. 

Se añadió en la columna 12, 25 l de una dispersión de las nanopartículas en el 

medio que corresponda. Con la pipeta multicanal se homogenizó 3 veces cada pocillo. 

Se tomó 100 l y transfirió a la columna 11, se homogeneizó 3 veces. Se continuó de la 

misma manera hasta la columna 2. Se incubó 72 horas a 25 ºC y se colocaron 200 l 

de PBS en cada pocillo, se centrifugó a 4000 RPM durante 5 minutos, eliminándose 

inmediatamente 200 l del sobrenadante (de lo contrario los parásitos vuelven al 

sobrenadante). 
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Se añadieron 150 l de un buffer de lisis hipotónico (Tris 20mM pH:7.5, EDTA 

5mM, Tritón 0.008%, Sarcosine 0.008%) en presencia de un fluoróforo, Sybr-Gold 0.1x. 

Se homogeneizó 3 veces antes de medir la Fluorescencia (Excitación: 495, Emisión: 

539) en lector multiplacas BioTek Synergy H1 Multimode Reader. 

Para determinar la citotoxicidad en macrófagos se procedió de la misma manera, 

pero el cultivo de macrófagos se realizó en DMEM suplementado con SBF al 10% en 

incubadora a 37 ºC con 5% de CO2. 

 

3.2.3 Estudio del Efecto Leishmanicida por Citometría de Flujo 

 

A partir de un cultivo de 5 a 7 días de Leishmania infantum en medio Schneider 

suplementado con 10% de SFB, se preparó una dispersión de 7,5 x 105 p/ml; se 

dispensó en tubos eppendorf. 

Se preparó una dilución de delamanid (CAS 681492-22-8. Targetmol. Ref. 

T4202) a una concentración de 9,33 µM en etanol, se añadió a los tubos para obtener 

concentraciones que podían estar entre 3,12 y 50,00 nM. Se prepararon además tubos 

con un volumen de etanol correspondiente al de la más alta concentración de fármaco, 

se incluyó cultivo sin tratamiento como control. 

A las 48 h de incubación, se centrifugaron los tubos a 3000 RPM durante 3 

minutos. Se eliminaron 950 l de sobrenadante y se remplazaron con 950 l de PBS. 

Se centrifugó a 3000 RPM durante 3 minutos y eliminó 950 l del sobrenadante. 

Se añadieron 1000 l de PFA al 1% en PBS y se incubó durante 15 minutos, los 

tubos se centrifugaron a 3000 RPM durante 3 minutos. Se eliminaron 950 l y añadieron 

250 l de Yoduro de Propidio 1:500 en PBST (Triton al 0,1 % en PBS). Se dejó en 

refrigeración durante toda la noche. Se centrifugaron los tubos a 3.000 RPM durante 3 

minutos, se eliminó el sobrenadante y se añadió 250 l de PBS. Finalmente, los tubos 

se llevaron al citómetro de flujo, máximo dentro de la siguiente hora. 

 

3.2.4 Identificación de cambios morfológicos en promastigotes por efecto del 

delamanid 
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Durante la cuantificación directa de promastigotes mediante microscopía se 

observaron cambios morfológicos en los parásitos tratados con delamanid, para 

evidenciarlos y explorar el posible mecanismo de acción del fármaco, se cultivaron 

promastigotes de Leishmania infantum en el medio y condiciones anteriormente 

descritos, y se trataron con delamanid a concentración 25 nM, y nocodazol (CAS  

31430-18-9. Sigma Life Science. Ref. M1404) a concentración 5 M. Así mismo, se 

trataron parásitos con fármaco y con SLNP con y sin fármaco para evidenciar la similitud 

del efecto. Utilizando el microscopio Motic SE2000, con aumento 20x y 40x, se 

fotografiaron seis días después de una única administración y comparándose con un 

cultivo control sin tratar. 

 

3.3 Desarrollo de la formulación de las nanopartículas sólido lipídicas 

(SLNP) 

 

Una vez seleccionada la molécula, delamanid, se estudiaron sus características 

fisicoquímicas, especialmente solubilidad acuosa y coeficiente de partición (lipofilicidad), 

lo que decantó, de entre las varias posibilidades, a las SLNP como el sistema de entrega 

de fármacos a desarrollar. 

De todos los métodos descritos para su elaboración, se seleccionó el de solvente 

- antisolvente por su potencial para ser adaptado a requerimientos mínimos de 

tecnología. Su principal, desventaja, la necesidad de un solvente orgánico, se pensó 

sobrellevar, desde el inicio del diseño, usando las mínimas cantidades de etanol, 

excipiente empleado en formas farmacéuticas parenterales, orales y tópicas. 

 La formulación se optimizó en etapas: la primera enfocada en el tamaño de 

partícula, la segunda en la reproducibilidad del tamaño, luego en la estabilidad del 

tamaño de partícula y finalmente en su carga superficial. Posteriormente, se evaluó la 

reproducibilidad del proceso en al menos tres síntesis independientes y consecutivas de 

las SLNP. 

 

3.3.1 Síntesis de SLNP 

 

La formulación desarrollada se describe a continuación: 
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Fase orgánica: en un tubo eppendorf de 1,5 ml se pesaron 3,8 mg de ácido 

esteárico (CAS 57-11-4. Thermo Scientific. Ref. A12244), se añadió 740 l de una 

solución 0,5 mg/ml de delamanid en etanol, y 260 l de una solución 2,4 mg/ml de la sal 

de amonio de N-palmitoil homocisteina PHC, (CAS 474942-73-9. Avanti Polar Lipids. 

Ref. 870320P), en etanol. Se sonicó en baño durante 60 segundos hasta disolución total 

del lípido. 

Fase acuosa: en un tubo eppendorf de 15 ml se colocaron 160 l de bromuro de 

cetil trimetil amonio o CTAB (CAS 57-09-0, Thermo Scientific. Ref. A15235), al 1% en 

PBS; 40 l de Tween 80 (CAS 9005-65-6. Sigma Aldrich. Ref. P8074) al 10% en PBS y 

4600 l de PBS 0,25x. Agitar en vórtex durante 30 segundos. 

Se inyectaron 200 l de la fase orgánica en la solución acuosa, sonicando con 

sonda a 40% de amplitud (130 W / 20 KHz), 5 pulsos de 30 segundos. Se filtró por 

membrana de MCE (mixed cellulose esters) de 0,22 m. La dispersión se almacenó a 4 

ºC hasta su uso (figura 5). 

Para la determinación química de la eficiencia de encapsulación, la liberación in 

vitro y otros ensayos, fue necesario incluir en la formulación un componente que 

incremente la densidad de las partículas lipídicas de tal manera que se puedan separar 

por centrifugación. Para ello se añadieron 10 l de la dispersión de nanopartículas 

magnéticas de 200 nm (BNF Dextran. Micromod. Ref. 84-00-102), en 1.000 l de agua 

destilada filtrada por 0,22 m, se agitó en un vórtex durante 15 segundos; se centrifugó 

a 13.000 RPM con enfriamiento a 4 ºC durante 15 minutos. Se eliminó el sobrenadante 

y repitió el lavado. El pellet se resuspendió en 200 l de agua destilada filtrada, 

sonicando en baño durante unos pocos segundos. Se añadió 100 l de esta dispersión 

en la fase acuosa de la síntesis. 
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Figura 5. Esquema de elaboración de las SLNP por el método solvente antisolvente 

 

3.3.2 Caracterización de las SLNP sintetizadas 

 

3.3.2.1 Tamaño de partícula y potencial zeta (ζ potential) 

 

La Dispersión de luz dinámica (DLS) permite determinar el tamaño de partículas 

coloidales, mediante las fluctuaciones temporales de la de la intensidad de la luz 

dispersada por partículas en movimiento Browniano. La carga superficial de una 

partícula coloidal en suspensión se asimila al potencial zeta, el cual corresponde al 

potencial eléctrico en el espacio circundante constituido por moléculas de agua, 

moléculas adsorbidas y contraiones. En DLS su valor deriva de la velocidad de las 

nanopartículas y su tamaño. Su magnitud, independientemente de la carga, puede ser 

un indicativo de la estabilidad física: mientras menor es su valor, mayor será la tendencia 

a aglomerarse o precipitar. 
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El DLS mide el diámetro hidrodinámico de la partícula, es decir, el 

correspondiente a la partícula rodeada de moléculas de agua, contraiones y moléculas 

adsorbidas en su superficie; no el diámetro de la partícula sola, sino de toda la nube de 

moléculas, iones y átomos que rodean y acompañan en su movimiento. 

Para la caracterización de los diferentes lotes de nanopartículas, se diluyeron 

100 ul de la dispersión de SLNP en un tubo eppendorf con 900 l de PBS 0,25x. Se 

agitó en vórtex durante 15 segundos antes de transferirlo a la cubeta de plástico de 1 

cm y medirlo en DLS, Malvern Zetasizer Ultra. Se recuperó la dispersión anterior y se 

transfirió a la celda con electrodos para la medición del potencial zeta en el mismo 

equipo. 

 

3.3.2.2 Preparación de muestras para TEM  

 

Se colocaron 10 l de la dispersión de SLNP en un tubo eppendorf con 990 l 

de agua destilada filtrada por membrana 0,22 m, se agitó en vórtex durante 15 

segundos. Se colocaron 7 l sobre la rejilla (Ref. CF400-CU. Carbon film, 400 Mesh 

Copper) para TEM, y se dejaron secar dentro de una placa Petri durante 24 horas a 

temperatura ambiente. Las imágenes se obtuvieron en JEOL JEM 1011. 

 

3.3.2.3 Eficiencia de encapsulado 

 

Se colocaron 650 l de la dispersión de SLNP en un tubo eppendorf de 1,5 ml y 

se centrifugó a 13.000 RPM con enfriamiento a 4 ºC durante 15 minutos. Se transfirieron 

alícuotas de 200 l del sobrenadante a una placa transparente de 96 pocillos y se 

determinó su absorbancia a 340 nm, cuantificando con una curva de calibración 

preparada el mismo día, en el lector multiplacas Biotek, SYNERGY HTX. 

 

3.3.2.4 Eficiencia de liberación in vitro 

 

Se dispensaron 1667 l de la dispersión de SLNP en 3 tubos eppendorf de 2 ml, 

y se centrifugaron a 13.000 RPM con enfriamiento a 4 ºC durante 15 minutos; se eliminó 

el sobrenadante y se añadieron 1667 l de PBS en cada tubo, resuspendiendo las SLNP 
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en baño ultrasónico durante 5 a 10 segundos. Se transfirió el contenido de los 3 tubos 

a un frasco con tapa hermética (volumen total de muestra: 5 ml). Se colocó en una placa 

de calentamiento dentro de la incubadora a temperatura suficiente para mantener el 

líquido a 37,5 ºC en continua agitación magnética a 200 RPM.  

A cada tiempo establecido se tomaron, usando una jeringuilla de 1 ml, 500 l de 

la dispersión; se centrifugaron a 13.000 RPM con enfriamiento a 4 ºC durante 15 

minutos, se transfirió el sobrenadante a pocillos de una placa de 96 para medir la 

absorbancia. Sobre el pellet, se añadió 500 l de PBS a 37,5 ºC y se resuspendió en 

baño ultrasónico durante 5 a 10 segundos, regresándolos al frasco con tapa hermética 

para continuar con el estudio. Se cuantificó la cantidad de fármaco liberada en el 

sobrenadante a 340 nm frente a una curva de calibración preparada en PBS el mismo 

día del análisis. 

 

3.4 Estudios de la eficacia in vitro, in cellulo e in vivo de las SLNP 

 

La eficacia de las nanopartículas sintetizadas no puede predecirse mediante su 

caracterización fisicoquímica y debe ser confirmada mediante estudios en los que se 

evalúe su interacción con parásitos, células y organismos superiores.  

 En primera instancia se verificó la actividad del fármaco encapsulado en las 

nanopartículas, en un cultivo de promastigotes. Se verificó la captación de las SLNP por 

macrófagos infectados mediante microscopía electrónica de transmisión; y la liberación 

del contenido mediante una prueba de concepto con pigmentos fluorescentes. 

Escalando al siguiente nivel, se ensayó la liberación de un pigmento desde las SLNP 

aplicadas tópicamente en ratones. Las pruebas definitivas de eficacia fueron la actividad 

leishmanicida en amastigotes intracelulares y en animales infectados. 

 

3.4.1 Actividad leishmanicida de las SLNP en promastigotes 

 

A partir de cultivos de promastigotes de Leishmania infantum, en medio 

Schneider suplementado con SFB al 10%, que hayan alcanzado una concentración de 

106 a 107 parásitos por ml (p/ml), se prepararon dispersiones de concentración 105 p/ml 

en el mismo medio de cultivo. 
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Se colocó 1 ml de la dispersión de parásitos en tubos eppendorf de 2,0 ml y se 

adicionó la dispersión de nanopartículas en volumen adecuado para alcanzar la 

concentración deseada del fármaco. Se preparó un control del cultivo sin tratamiento y 

otro control con nanopartículas sin fármaco, en el mismo volumen que el añadido en el 

tubo de prueba. Se incubó a 25 – 27 °C durante, 2 días. Todos los ensayos se realizan 

por triplicado. Se tomaron 10 l del sobrenadante de cada tubo, y fijaron con 90 l de 

formaldehido al 4% en PBS para contar los parásitos en hemocitómetro haciéndose 

diluciones con PBS para obtener entre 20 a 200 parásitos en los 4 cuadrantes en caso 

necesario. 

Alternativamente, los parásitos se pueden contar sin fijar, para observar 

paralelamente el patrón de movimiento o los cambios morfológicos. En este caso se 

tomaban 10 l del sobrenadante diluidos en 990 l de PBS o de medio Schneider para 

recuento. 

 

3.4.2 Localización subcelular de las SLNP mediante TEM  

 

En una placa de seis pocillos se colocaron 200.000 células DH82 por pocillo, con 

medio RPMI (RPMI Medium 1640 (1X) + Glutamax-l. Gibco. Ref. 61870-010) 

suplementado con SBF al 10% y Gentamicina al 0,05%, y se incubaron a 37 ºC / 5 % 

CO2 durante 24 horas para asegurar su adhesión.  

Tras reemplazar el medio, se añadieron 2 x 106 promastigotes de Leishmania 

infantum (de un cultivo de 5 a 7 días) y se incubaron durante 4 horas. Se eliminaron los 

parásitos no internalizados, se lavó con PBS a 37 ºC y se incubaron a 37 ºC / 5 % CO2 

durante 12 horas para asegurar la formación de amastigotes. Se administró SLNP con 

delamanid, en concentración correspondiente al IC50 y se incubó a 37 ºC / 5 % CO2 

durante 48 horas.  

A continuación, se lavaron las células con PBS y se levantaron mediante 

micropipeta. Se transfirieron a un tubo eppendorf de 1,5 ml y se centrifugaron a 1200 

RPM durante 3 minutos, se lavaron con PBS, se centrifugó en las mismas condiciones, 

se eliminó el sobrenadante y se fijó con glutaraldehído al 3% en buffer fosfato 0,12 M, 

durante 20 minutos. Se centrifugó a 12.000 RPM a 4 ºC durante 5 minutos y se eliminó 

el sobrenadante. 

En lo posterior, entre lavados se centrifugó 5 minutos a 7000 RPM. Para la 

inclusión, se lavó el pellet con PBS durante 15 minutos por tres ocasiones; se añadió 
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tetraóxido de osmio al 2 % en buffer fosfato 0,12 M con CaCl2 al 0,5%, y se dejó en 

agitación durante 3 horas a temperatura ambiente. Se lavó durante 15 minutos con NaCl 

2,4% por dos ocasiones. 

Se lavó con acetona al 30% durante 10 minutos, por dos ocasiones, luego con 

acetona al 50%, y dejar 12 horas con uranilo en acetona al 70% (filtrado por 0,45 m) y 

con acetona al 80% durante 10 minutos por 2 ocasiones; finalmente con acetona al 95% 

y acetona al 100%. La muestra se embebió en resina Araldite (Durcupan ACM, Sigma-

Aldrich), como se describe a continuación. 

Se añadió acetona:Mezcla B (75:25) y se dejó 1 hora. Luego acetona:Mezcla B 

(50:50), acetona:Mezcla B (25:75) y se dejó en Mezcla B durante 12 horas. Se colocó 

Mezcla B nueva durante 3 horas, se colocó el código y dejó en estufa a 65ºC durante 

48 horas.  

La mezcla A es Epoxiresina (Resina epóxica. Durcupan. Ref. 44611), 

Endurecedor (Hardener 964. Durcupan. Ref. 44612) y Plastificante (Component D. 

Durcupan. Ref. 44614), 10:10:0,1 (v/v). La mezcla B contiene 100 ml de Epoxiresina y 

1,6 ml de acelerador (Accelerator 960. Durcupan. Ref. 44613) 

 

3.4.3 Prueba de concepto de liberación in cellulo 

 

Se prepararon SLNP con delamanid y DiI (41085-99-8. Invitrogen. Ref. D282), 

un pigmento fluorescente (excitación: 549 nm, emisión: 565 nm), para dar seguimiento 

a la liberación del contenido de las nanopartículas mediante el microscopio confocal 

Nikon A1R.  

Se colocaron macrófagos J774 (macrófagos murinos, derivados de células 

mononucleares de médula ósea) en placas de 6 pocillos con cubreobjetos redondos 

conteniendo medio DMEM (Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium-high glucosa. Sigma 

Life Science. Ref. D6429) suplementado con 10% de SFB, se incubaron a 37 ºC / 5 % 

CO2 durante 24 horas para asegurar su adhesión a la placa de cultivo. A continuación, 

se trataron con las nanopartículas durante 24 horas. 

Se eliminó el medio, se lavó con PBS y los cubreobjetos se fijaron con 

paraformaldehido al 4% en PBS durante 15 minutos. Se mantuvieron sumergidos en 

PBS y refrigerados hasta la tinción. Los cubreobjetos se enjuagaron con PBS, se tiñeron 

con DAPI (CAS 28718-90-3. Sigma Life Science. Ref. D9542) 1:4000 durante 3 minutos, 
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se montaron sobre portaobjetos (Immu-Mount. Epredia. Ref. 9990402) y se observaron 

en el microscopio confocal Nikon A1R. 

 

3.4.4 Prueba de concepto de liberación transdermal 

 

Similar al caso anterior, se prepararon SLNP con delamanid y DiR (CAS 100068-

60-8. Invitrogen. Ref. D12731), un pigmento que fluorescente en el infrarrojo cercano 

(excitación: 750 nm, emisión: 780 nm), para dar seguimiento a la liberación del contenido 

de las nanopartículas mediante microscopia confocal.  

Se seleccionaron al azar seis ratones adultos (BALB/C; Janvier-Labs, Laval, 

France), mantenidos en condiciones libres de patógenos, tres machos y tres hembras, 

y se los dividió en tres grupos experimentales para tiempos cero, 2 y 24 horas. Con el 

ratón ligeramente sedado, se eliminó el pelo del lomo, de un área de 1 x 2 cm 

aproximadamente, inmediatamente junto a la cabeza, con una rasuradora eléctrica.  

Se aplicaron 20 l de la dispersión de nanopartículas tópicamente y se dejó secar 

durante 5 minutos. Los ratones se mantuvieron en jaulas individuales. Una vez 

cumplidos los tiempos estipulados, se procedió a la eutanasia y se disecó y seccionó la 

piel de la zona de aplicación y de una zona adyacente sin contacto con nanopartículas.  

El tejido se colocó en casetes de biopsia y se sumergió en PFA al 4% durante al 

menos 1 hora. Para la deshidratación, los cortes se lavaron por dos ocasiones con PBS 

antes de proceder a la deshidratación. Para ello, se sumergieron en etanol al 50% 

durante 1 hora, luego en etanol al 70% por el mismo tiempo, e igualmente por etanol al 

96%. Se pasaron los cortes a etanol al 100% durante 30 minutos, se repitió este paso. 

Finalmente se sumergió en xilol durante 10 minutos, repitiéndose este paso un total de 

tres ocasiones. Para la inclusión, se sumergió en una mezcla xilol – parafina (50:50) en 

estufa a 60 ºC durante 30 minutos, luego en parafina durante dos horas, se cambió de 

parafina y se sumergió 1 hora más y se repitió este paso. 

Para el montaje en parafina se orientó el corte de piel en un molde para 

histología, y se cubrió con parafina nueva fundida, se rotuló y refrigeró. Los cortes de 

aproximadamente 70 m se realizaron en un micrótomo LKB, colocando los fragmentos 

en la superficie de agua a 52 ºC para separarlos y se los colocó en un portaobjetos con 

superficie cargada positivamente (Superfrost Plus Adhesion Microscope Slides. Epredia. 

Ref. J1800AMNZ). Se dejaron secar a temperatura ambiente y se almacenaron en 

refrigeración.  
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Para deparafinar, los portaobjetos se colocaron de manera perpendicular dentro 

de estufa a 60 ºC durante 20 minutos para que escurra la parafina. Se sumergieron en 

xilol durante 20 minutos, se repitió este paso. Se pasó luego a etanol al 100% durante 

10 minutos por dos ocasiones, etanol 96% durante 10 minutos por dos ocasiones, etanol 

70% durante 10 minutos, etanol 50% durante 10 minutos, PBS durante 10 minutos. Se 

tiñó con DAPI 1:4000 durante 3 minutos, se lavó con PBS, y finalmente con agua 

destilada, se colocó medio de montaje (Immu-Mount. Epredia. Ref. 9990402) y 

cubreobjetos para su observación mediante microscopía confocal. 

 

3.4.5 Actividad leishmanicida de las SLNP en amastigotes 

 

Se colocó en cada pocillo de placas Lab-Tek, (8 well glass slide. Lab-Tek 

Chamber slide, system. Ref. 177402), 5 x 104 macrófagos DH82, y se llevó a un volumen 

de 300 l con medio RPMI completo. Se incubó a 37 ºC / 5% CO2 durante 1 hora. Se 

verificó al microscopio la adhesión de las células. 

Se centrifugó un cultivo de Leishmania infantum, de entre 5 a 7 días, a 800 - 

1000 RPM durante 3 minutos. Se pasó el sobrenadante a otro tubo y centrifugó a 3000 

RPM por 3 minutos. Se eliminó el sobrenadante, se resuspendió en medio completo, se 

tomó 10 l del sobrenadante y colocó en un tubo con 990 l de PBS 1x para contar los 

parásitos vivos y móviles. 

Se colocaron en cada pocillo de la placa LABTECK, con los macrófagos 

adheridos, 2,5 x 105 parásitos. La placa se incubó a 37 ºC / 5% CO2 durante 4 horas. Se 

eliminó el medio de cultivo con los parásitos no internalizados y se lavó por dos 

ocasiones con PBS. Se añadió 300 l de medio de cultivo (control), o de medio de cultivo 

con el fármaco o nanopartículas según corresponda e incubó a 37 ºC / 5% CO2 durante 

48 horas. A continuación, se eliminó el medio de cultivo, lavó con PBS, se añadió 250 

l metanol y se fijó durante 5 minutos. Finalmente se dejó secar al ambiente (invertido 

sobre papel secante).  

Para la tinción se añadió 250 l de Giemsa (Giemsa Stain. Sigma – Aldrich. Ref. 

48900) diluido 1/20 en agua de grifo y filtrado 0,2 m. Se dejó a temperatura ambiente 

durante 15 minutos y se lavó con agua destilada por inmersión en vaso de precipitados 

(2 a 5 veces). Se dejó secar al ambiente (invertido sobre papel secante). Se retiraron 

los pocillos, eliminando la silicona, se colocó medio de montaje y un cubreobjetos. Se 

contaron 400 células por duplicado en un microscopio Olympus BX41. El porcentaje de 
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células infectadas y la media del número de amastigotes por célula infectada fueron 

evaluados. El índice de infección se calculó por multiplicación de los dos parámetros.  

 

3.4.6 Actividad leishmanicida de las SLNP in vivo 

 

En la figura 6, se esquematiza el estudio realizado. Primero se prepararon SLNP 

con y sin delamanid (abreviado en adelante como Dm), sin nanopartículas de hierro. Se 

agruparon 15 ratones hembra (BALB/c; Janvier-Labs, Laval, France) de 8 semanas de 

edad en cuatro grupos experimentales: control (n=4), nanopartículas sin fármaco (SLNP, 

n=3), nanopartículas con delamanid (SLNP Dm. n=4), y delamanid en solución (Dm, 

n=4). Todos los ratones fueron inoculados, por vía subcutánea en la almohadilla plantar 

de la pata derecha, con 1 x 104 promastigotes metacíclicos de Leishmania major. A partir 

de la segunda semana postinfección se iniciaron los siguientes tratamientos durante tres 

semanas (2 veces/semana) inoculando 10 l peri-lesionalmente:  

Grupo Dm (solución de delamanid a una concentración 18,7 M en PBS estéril); 

grupo SLNP Dm (dispersión de SLNP con delamanid correspondiente a una 

concentración de 18,7 M); grupo SLNP (dispersión de SLNP sin fármaco).  

A partir de la cuarta semana postinfección se determinó la progresión de las 

lesiones restando del ancho, en mm, de la almohadilla plantar derecha (infectada), el 

ancho de la almohadilla plantar izquierda, control, de cada individuo. Durante la sexta 

semana se registró fotográficamente el avance de la lesión.  

Al llegar a la séptima semana postinfección, para determinar la carga parasitaria, 

se practicó eutanasia a todos los ratones, para extraer su bazo y ganglio linfático 

poplíteo drenante del punto de infección. Los órganos se sometieron a un ensayo de 

dilución límite a partir de una dilución inicial del macerado de órgano en 4 ml de medio 

Schneider con SFB al 10%, sembrando replicas por cuadriplicado de 50 l sobre 200 l 

de medio en placas de 96 pocillos y cultivándolos a 26 ºC durante 7 días. Se estimaron 

los valores de carga parasitaria usando microscopio Olympus BX41, para localizar los 

pocillos con promastigotes y que representan la máxima dilución alcanzada.  
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Figura 6. Esquema del ensayo in vivo para determinar la actividad leishmanicida de las 

SLNP en modelo murino. 

 

El estudio fue aprobado por el Comité de Bienestar Animal de la Comunidad de 

Madrid, España, (referencia: PROEX 211/18) siguiendo la legislación española y de la 

Unión Europea (Ley 32/2007, R.D. 53/2013 y Directiva del Consejo 2010/63/UE). 

 

3.4.7 Tratamiento estadístico de resultados 

 

Para comparar entre dos grupos, en los que por el número de muestras no fue 

posible hacer supuestos de homogeneidad de varianzas y normalidad de la distribución, 

se aplicó una prueba no paramétrica de Mann-Whitney. Cuando la comparación debía 

hacerse entre 3 o más grupos con las mismas características, la prueba no paramétrica 

fue la de Kruskal-Wallis y para el análisis de comparaciones múltiples se aplicó la prueba 

de Dunn. Cuando fue posible se aplicó un análisis paramétrico ANOVA de una vía y el 

análisis de comparaciones múltiples por el método de Tukey. Se utilizó el software 

GraphPad Prism. 
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4. Resultados  

 

4.1 Selección de substancias leishmanicidas 

4.1.1 Procesamiento de Bases de datos 

 

A partir de base de datos “Pathogen box” del proyecto Medicines for Malaria 

Venture (MMV) se elaboró una tabla de las substancias con actividad frente a 

tripanosomatideos y su citotoxicidad. Los datos no disponibles se complementaron 

cuando fue posible con la de artículos científicos. Para acotar la selección se incluyeron 

parámetros fisicoquímicos característicos de moléculas con actividad biológica 

(Drugability) y con información sobre el mecanismo de acción reportado. Las 

substancias se clasificaron en tres grupos: alta, media, baja actividad. 

Mediante el estudio de la información de las tablas antes mencionadas se 

seleccionaron las seis substancias con mayor potencial de presentar alta actividad 

leishmanicida, con baja citotoxicidad, y con características fisicoquímicas apropiadas 

para ser encapsuladas en sistemas de entrega de fármacos. La figura 7 muestra la 

estructura química de las substancias. 

 

 

 

Figura 7. Estructura de las seis substancias seleccionadas por su alta actividad frente a 

tripanosomatideos y baja citotoxicidad. 
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4.1.2 Acoplamiento molecular 

 

Mediante la aplicación de estudios bioinformáticos en el software Autodock Vina 

se identificaron varias Fluoroquinolonas con alta afinidad por TOP II de Leishmania y 

baja afinidad por TOP II  y TOP II  humanas. De entre las 42 fluoroquinolonas, 

representativas de todas las generaciones, se seleccionan las tres representadas en la 

figura 8.  

 

 

Figura 8. Estructura química de las substancias con mayor afinidad frente a enzimas de 

interés. 

 

A las tres fluoroquinalonas, se añadió la enrofloxacina por haberla usado 

experimentalmente en estudios in vitro en investigaciones previas, y, la prulifloxacina 

por lo disímil de su estructura (véase figura 9): anillo de cuatro miembros incluyendo N1 

y un átomo de azufre, [90], descritos como potenciadores de la actividad [91,92]. 

 

 

Figura 9. Estructura química de las dos fluoroquinolonas adicionales incluidas. 
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4.2 Determinación de la actividad leishmanicida 

 

4.2.1 Actividad leishmanicida por contaje directo de promastigotes 

 

Para esta primera etapa experimental se utilizó la ciprofloxacina como referencia, 

dado que el valor de su Concentración Inhibitoria 50, IC50, se había determinado 

experimentalmente aplicando metodologías basadas en fluorescencia, en proyectos de 

investigación anteriores [93]. Se llevaron a cabo una serie de pruebas de actividad 

leishmanicida en etapas sucesivas, comparando la cantidad de parásitos vivos en los 

cultivos tratados con ciprofloxacina con la presente en los cultivos tratado con las 

substancias a testar.  

Los compuestos que presentaron mayor actividad leishmanicida que la 

substancia de referencia (ciprofloxacina), se ensayaron a concentraciones cada vez 

menores hasta que se pudo estimar la concentración que causaba una reducción del 

cincuenta por ciento en la población de parásitos (IC50). De los compuestos 

investigados, el delamanid (MMV688262) mostró una actividad notable contra los 

promastigotes; así mismo, la prulifloxacina fue la substancia con mayor actividad entre 

las fluoroquinolonas. La figura 10 muestra el ordenamiento de las substancias en función 

de su actividad leishmanicida; la escala de IC50 está invertida por lo que, a la izquierda, 

arriba aparece la substancia con mayor actividad.  
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Figura 10. Actividad leishmanicida relativa de las substancias seleccionadas, 

determinada por contaje de parásitos. 

4.2.2 Estudio de Viabilidad Mediante el Método de Fluorescencia 

 

A las dos substancias con mayor actividad, determinadas en la etapa anterior, 

se aplicó el método de fluorescencia, descrito previamente, para cuantificar su IC 50 en 

promastigotes, tabla 4. Se tomó como referencia la enrofloxacina porque se había 

confirmado su actividad sobre promastigotes, en solución [94] y encapsulada en 

nanosistemas [95]. 

 

Fármaco IC 50 (uM) 

delamanid 0,03 

prulifloxacina 180,23 

enrofloxacina 451,30 

 

Tabla 4. IC 50 de delamanid y prulifloxacina determinada por el método de fluorescencia. 
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El delamanid es un nitroimidazol bicíclico, aprobado para uso oral contra 

Mycobacterium tuberculosis multirresistente. Tiene un espectro de acción muy estrecho 

y no tiene actividad sobre la microflora intestinal aeróbica o anaeróbica. Es un 

profármaco que en Mycobacterium se activa mediante una nitroreductasa dependiente 

de deazaflavina F420. Se escinde generando especies reactivas de nitrógeno, por lo 

que su efecto es doble, por un lado, la interrupción de la biosíntesis de los ácidos metoxi 

y ceto micólico, componentes de la pared celular, y por otro, la interrupción de la 

actividad respiratoria [96]. 

En un estudio realizado con promastigotes de Leishmnaia donovani de cepas 

clínicamente aisladas, se demostró que las nitroreductasas no juegan un papel en la 

activación del delamanid en ninguna de las etapas del ciclo vital, por lo que el 

mecanismo de acción de este fármaco sería diferente al del fexinidazol; sin embargo, 

delamanid es rápidamente metabolizado por el parásito [97]. Es importante recalcar que 

el fexinidazol es un nitroimidazol, al igual que delamanid, y es utilizado en el tratamiento 

de la tripanosomiasis africana. 

La prulifloxacina, por otro lado, es una molécula lipofílica perteneciente a las 

fluoroquinolonas; es un profármaco de un derivado carboxílico de tiaceto quinolina, la 

ulifloxacina [98,99], y tiene un amplio espectro antimicrobiano frente a bacterias gram 

positivas y gram negativas. Se absorbe rápidamente por vía oral, alcanza su Cmax en 

1 hora, y se metaboliza rápidamente en ulifloxacino. Tiene actividad intracelular y una 

vida media de 10 a 12 horas, lo que permite una administración una vez al día [100–

103]. Es bien tolerado, con un efecto y un perfil de seguridad similares a otros fármacos 

de referencia de la clase de las quinolonas. Los eventos adversos son de gravedad leve 

a moderada, siendo los más comunes dolor gástrico, diarrea, náuseas y erupción 

cutánea [99]. Su principal mecanismo de acción es el bloqueo de la ADN girasa y la TOP 

IV bacterianas, esenciales para la replicación, transcripción, recombinación y reparación 

del ADN [104,105]. 

En los tripanosomátidos, las TOP comparten muchas características con sus 

contrapartes humanas, pero exhiben diferentes requisitos de actividad enzimática, sitios 

catalíticos variables y diferentes sensibilidades a los bloqueadores enzimáticos [106]. 

Los estudios estructurales y mecanicistas sobre la TOP II de kinetoplástidos mostraron 

diferencias suficientes entre la enzima del parásito y sus contrapartes eucariotas [107] 

como para convertirlas en objetivos atractivos para la terapia [108]. 
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Se ha informado actividad micromolar para algunas fluoroquinolonas contra 

Trypanosoma brucei [109], así como para Leishmania panamensis [110]. Otros 

investigadores probaron la enrofloxacina sola y en combinación, contra Leishmania 

infantum, mediante estudio in vitro e in vivo en perros, demostrando no tener actividad 

en el primer caso, pero sí una mejoría en la evolución de la lesión cutánea cuando se 

combina con metronidazol [111]. 

 

4.2.3 Estudio del Efecto Leishmanicida Mediante Citometría de Flujo 

 

Se utilizó citometría de flujo para confirmar el IC50 de delamanid, estudiar su 

variación entre especies de Leishmania y determinar la citotoxicidad en las células 

eucarióticas utilizadas los ensayos in cellulo. (Tabla 5). 

 

Especie / Línea celular IC 50 (nM) 

Leishmania infantum 17,21 ± 0,95 

Leishmania major 21,95 ± 2,82 

Leishmania mexicana 13,51 ± 0,93 

DH82 (macrófagos caninos) > 1,6 x 105 

J774 (macrófagos murinos) > 1,6 x 105 

 

Tabla 5. IC 50 del delamanid para promastigotes de tres especies de Leishmania y 

citotoxicidad en dos líneas de macrófagos (n=3,  ± DS). 

 

La concentración inhibitoria 50 para las tres especies de Leishmania se sitúa en 

el rango nanomolar, lo que destaca la notable eficacia del compuesto contra estos 

patógenos. También es crucial resaltar que, al examinar la citotoxicidad en las células 

eucariotas estudiadas, observamos que esta es al menos cuatro órdenes de magnitud 

mayor. Este contraste enfatiza la selectividad del compuesto hacia Leishmania, ya que 

se requieren concentraciones significativamente más altas para afectar negativamente 

las células del hospedador. 

Los valores de IC50 obtenidos son congruentes con los reportados para 

Leishmania donovani: 18,5 nM, en el estudio realizado con promastigotes de cepas 

clínicamente aisladas [97]. La marcada diferencia de tres órdenes de magnitud en los 
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valores de la IC50 entre delamanid y prulifloxacina, junto con el margen de seguridad 

más amplio observado para el primero, motivó la decisión de centrar el estudio 

exclusivamente en este fármaco. 

 

4.2.4 Identificación de cambios morfológicos en promastigotes por efecto del 

delamanid. 

 

La observación de la morfología de los parásitos tratados con fármacos puede 

mostrar los daños por la inhibición de la diana del fármaco; por supuesto esta 

información debe ser complementada con otros ensayos para identificar los objetivos 

moleculares de los fármacos [35]. 

Se utilizó microscopía de contraste de fases para evaluar el impacto del delamanid 

en el parásito, específicamente en posibles alteraciones morfológicas y signos de 

muerte celular. Este enfoque permitió analizar su influencia en el crecimiento y la 

estructura del parásito (figura 11).  

 

 

 

Figura 11. Cambios morfológicos (A) y detención en la citocinesis (B) de promastigotes 

expuestos a delamanid. (C) parásitos sin tratamiento 

 

Además de una disminución notable en la población de promastigotes de 

Leishmania infantum, tras el tratamiento con delamanid, se observaron cambios 

morfológicos importantes, que incluyen aumento de tamaño, forma redondeada de los 

parásitos y anomalías notables en la citocinesis, todo evidente desde el día dos de una 

sola administración de delamanid, incluso a concentraciones inferiores que su IC50.  

b 
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Como se describió anteriormente, el mecanismo de acción más aceptado en la 

actualidad para el delamanid en Mycobacterium tuberculosis es la inhibición de la 

síntesis de ácidos micólicos. La presencia de estos ácidos (figura 12) se ha descrito en 

la envoltura celular de varios géneros y especies de microorganismos, pero, hasta la 

fecha no se han detectado en Leishmania [112].  

 

 

 

Figura 12. Ácido alfa micólico 

Se ha detectado eso sí, en las fosfatidiletanolaminas de los tripanosomatídeos 

incluida Leishmania, el ácido cis-9,10-metilenoctadecanoico (figura 13), un ciclo 

propano ácido graso, cuya estructura guarda relación con la de los ácidos micólicos 

[113]. 

 

 

 

Figura 13. Ácido cis-9,10-metileneoctadecanoico 

 

Es importante señalar que un mayor contenido de C19∆ se ha asociado con la 

resistencia a fármacos leishmanicidas como la anfotericina B y la miltefosina [114], por 

lo que la combinación de delamanid con esos leishmanicidas tradicionales abre nuevas 

posibilidades para el tratamiento de cepas resistentes. Y, aunque la función de los 

ciclopropano ácidos grasos y de la ciclopropano ácido graso sintasa aún no se 

comprende completamente, su ubicación en el retículo endoplásmico y la membrana 

celular [115], así como su papel en el mantenimiento de la estructura del parásito y su 

resistencia al ambiente ácido al que está expuesto dentro del macrófago, justifica su 

importancia como posible diana terapéutica [116]. 
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De hecho, la presencia de ciclo propano ácidos grasos, y su relación con la 

resistencia a ambientes ácidos, ha sido también reportada en Helicobacter pylori, 

Escherichia coli y Salmonella enterica [117,118]. Estos ácidos grasos parecen aumentar 

la fluidez en la membrana plasmática de los microrganismos al tiempo que inducen un 

estado más ordenado. Este efecto podría explicar cómo estos ácidos grasos mejoran la 

estabilidad de la membrana frente a altas presiones osmóticas y temperaturas, 

reduciendo a la vez su permeabilidad a las toxinas [119]. 

Basados en lo expuesto, proponemos como hipótesis para futuras 

investigaciones, que la inhibición de la biosíntesis de ciclo propano ácidos grasos podría 

ser la explicación detrás de la actividad leishmanicida del delamanid, sugiriendo así su 

posible participación en el mecanismo de acción del fármaco. 

Para fortalecer la base de nuestra proposición, es relevante destacar que los 

mutantes nulos de la sintasa de ciclopropano ácidos grasos de Leishmania mexicana 

presentan una morfología celular modificada, mayor susceptibilidad a condiciones de 

pH ácido y un patrón de crecimiento alterado en medios carentes de suero [120]. Estos 

hallazgos ofrecen evidencia adicional que respalda la posible conexión entre la 

inhibición de la biosíntesis de ácidos grasos y la actividad antimicrobiana del delamanid. 

Como una segunda posibilidad para explicar el mecanismo de acción del 

delamanid en Leishmania, proponemos como hipótesis la participación de las 

aurorakinasas como dianas moleculares. La inhibición de LdAIRK con hesperadina, en 

Leishmania donovani, tuvo efecto en la integridad del citoesqueleto y la citocinesis [121]. 

Se observaron cambios similares en la morfología celular cuando se usaron barasertib 

y GSK-1070916, otros inhibidores de estas enzimas, aun en concentraciones 

nanomolares [122], por lo que, los cambios morfológicos observados en promastigotes 

tratados con delamanid, podrían también ser explicados por la inhibición de las 

aurorakinasas. 

Identificamos una tercera posibilidad al explorar si el fenotipo observado en el 

proceso de la citocinesis tiene origen microtubular. Se trató un cultivo de promastigotes 

con nocodazol 5 M durante 3 días, observándose, figura 14, cambios morfológicos 

similares a los causados por el delamanid.  



 

79 
 

 

 

Figura 14. Cambios morfológicos observados en promastigotes tratados con nocodazol 

5 M durante 72 horas. 

El nocodazol es un benzimidazol usado como antineoplásico por la inhibición de 

la polimerización de los microtúbulos generada por su afinidad con la subunidad beta de 

la tubulina [123]. Los microtúbulos son constituyentes del citoesqueleto el cual, entre 

otras funciones, mantiene la morfología celular y participa en su proceso de división  

[124,125]. Existen similitudes estructurales entre nocodazol y delamanid, la tercera 

hipótesis que postulamos es que el mecanismo de acción del delamanid podría implicar 

la inhibición de las tubulinas. 

En definitiva, (i) las sintasas de los ciclopropano ácidos grasos, (ii) las aurora 

kinasas, y (iii) las tubulinas deben ser investigadas como dianas moleculares del 

delamanid. Al develar el mecanismo de acción de este fármaco en Leishmania se 

podría, en primer lugar, identificar otras substancias con potencial actividad 

leishmanicida y, luego, extrapolar este conocimiento a otras enfermedades tropicales 

olvidadas, empezando, pero no limitándose, a las causadas por tripanosomátidos: 

tripanosomiasis africana (enfermedad del sueño) y enfermedad de Chagas. Los 

primeros pasos en la investigación deberían ser estudios in silico, de Relación 

Cuantitativa Estructura-Actividad (QSAR) y de Acoplamiento molecular, incluyendo 

inhibidores conocidos de las enzimas antes mencionadas, y al delamanid, como 

referencia. 

 

4.3 Desarrollo de nanopartículas sólido-lipídicas (SLNP) 
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El delamanid es un compuesto lipofílico que exhibe una alta afinidad por una 

matriz rica en lípidos, como la compuesta por los ácidos grasos de una nanopartícula, 

de ahí la elección de este sistema de nanoencapsulación. Adicionalmente, los 

tripanosomátidos necesitan cantidades sustanciales de lípidos para la construcción de 

sus membranas y el anclaje de proteínas glicosiladas en su superficie [126]; así, las 

SLNP diseñadas serían una fuente de lípidos para el parásito, pero llevando en su 

interior un fármaco que, paradójicamente, le impide utilizarlos para construir con ellos 

su barrera protectora. 

Las SLNP tienen además otras ventajas: son muy biocompatibles, 

biodegradables, permiten controlar el patrón de liberación del fármaco, presentan 

relativa factibilidad de escalamiento de procesos y son muy versátiles en términos de 

vías de administración ya que pueden administrarse por vía transdermal, parenteral, 

pulmonar, e incluso por vías ocular, oral y cerebral [127]. 

El principal uso previsto de las SLNP diseñadas es la administración por vía 

tópica, por lo que es importante destacar entre sus características el incremento de la 

penetración o permeación a través de la piel, el incremento de la solubilidad del fármaco 

y la posibilidad de generar un depósito cutáneo que actúe como reservorio para 

liberación extendida. Por otro lado, para el caso de la vía parenteral, que es otra opción 

de vía de administración de las SLNP diseñadas, es importante destacar el aumento de 

la concentración plasmática, la acumulación en las células hepáticas y el potencial para 

estimular el sistema inmunológico [128]. 

Los componentes básicos de las SLNP son su matriz lipídica y los tensioactivos 

que mantienen su estabilidad física; si es necesario, se puede incluir un modificador de 

carga superficial para mejorar la estabilidad. Como componentes secundarios podemos 

nombrar conservantes y crioprotectores, estos últimos imprescindibles cuando hay un 

paso de liofilización en el proceso [73,128,129]. 

En el presente diseño, se combinó: (i) un lípido aniónico, el componente principal, 

(ii) un lípido catiónico en relación 6:1; (iii) un tensioactivo no iónico y (iv) uno catiónico 

como modificador de carga, en relación 5:2. Además se incorporó un PBS diluido (1:4) 

en agua destilada filtrada por membrana 0,22 m. Finalmente, el antisolvente 

seleccionado fue el etanol por su baja toxicidad. 

Los métodos de fabricación usuales para producir nanopartículas pueden 

requerir la incorporación de energía térmica o mecánica mediante calentamiento, 

cizallamiento, ultrasonido, etc.; o, alternativamente, cambios en la solubilidad, tensión 

superficial, etc.; en muchos casos se utiliza una combinación de las estrategias 
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mencionadas [73,127–129]. En el presente desarrollo, los principios involucrados fueron 

la insolubilización solvente-antisolvente, modulada por ultrasonido y estabilizada 

mediante la disminución de la tensión interfacial.  

El diseño cuidadoso del proceso permitió combinar estos principios en pocos y 

simples pasos, aplicables sin que sean necesarios equipos de alta tecnología, 

generando SLNP con características muy reproducibles entre una síntesis y otra. 

 

4.3.1 Síntesis de SLNP 

 

Los componentes de la formulación, figura 15, fueron seleccionados en función 

de su lipofilicidad y solubilidad, por el principio de similar polaridad con el fármaco 

delamanid; así mismo, los lípidos se complementan en cuanto a su carga iónica. Los 

surfactantes por su parte se seleccionaron para estabilizar las nanopartículas en 

dispersión, considerando su carga y su balance hidrofílico – lipofílico, (Hydrophilic-

Lipophilic Balance, HLB). 

 

 

Figura 15. Estructura química de los componentes de las nanopartículas sólidas 

lipídicas, con sus parámetros fisicoquímicos más relevantes. 
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La combinación de los componentes en proporciones y orden de adición adecuados, 

generan las nanopartículas representadas en el esquema de la figura 16. 

 

 

 

Figura 16. Esquema de la probable distribución de los componentes en un corte 

trasversal de SLNP dispersas en medio acuoso a pH fisiológico. 

 

La fórmula de manufactura (f.m.), que describe la cantidad de cada componente 

expresada en mg, utilizada en una partida de síntesis de 5000 mg, es decir, en un lote 

de producción a escala de laboratorio; y, la formula porcentual (f.p.), que describe lo 

mismo en porcentaje peso/peso, se muestran en la Tabla 6. 
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COMPONENTE f.m. f.p. 

mg % (p/p) 

delamanid 0,074 0,0015 

PHC 0,125 0,0025 

ácido esteárico 0,760 0,0152 

etanol 162,000 3,240 

CTAB 1,600 0,0320 

Tween 80 4,000 0,0800 

PBS 4831,400 96,6290 

Total 5000,000 100,0000 

 

Tabla 6. Fórmula de manufactura y fórmula porcentual de las SLNP 

 

4.3.2 Caracterización de las SLNP sintetizadas 

 

4.3.2.1 Tamaño de partícula y potencial zeta (ζ potential) 

 

 La figura 17 muestra el tamaño de partícula de cuatro lotes sintetizados 

independientemente. Se aprecia la baja variabilidad intra- e inter-lotes, evidenciando la 

robustez de la formulación y del proceso. El tamaño de partícula de las nanopartículas 

diseñadas, determinado por DLS estuvo entre 120 y 150 nm. 

 

Figura 17. Tamaño de partícula de 4 lotes de SLNP sintetizados (n=3, Me ± DS). 
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Se realizó una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para comparar las 

medianas (n=3) del tamaño de partícula entre cuatro lotes (Lote 1, Lote 2, Lote 3 y Lote 

4) elaborados independientemente. El estadístico de prueba de Kruskal-Wallis fue de 

9,359 con 3 grados de libertad (p=0,002), indicando diferencias estadísticamente 

significativas. Posteriormente, se realizaron pruebas de comparaciones múltiples para 

identificar diferencias específicas entre los grupos, calculando el valor p ajustado, que 

toma en cuenta el número de comparaciones realizadas. Los resultados de la prueba 

de Dunn indicaron que la mediana del Lote 1 (143,1) no difiere significativamente de la 

mediana del Lote 2 (140,2), (p>0,999); tampoco se encontraron diferencias significativas 

entre los Lotes 1 y 3 (148,2), (p=0,676); ni entre los Lotes 1 y 4 (149,0), (p=0,846); ni 

entre los Lotes 2 y 3 (p=0,055); ni entre los Lotes 2 y 4 (p=0,076); ni entre los Lotes 3 y 

4 (p>0,999). Todos los análisis se realizaron con un nivel de significancia establecido en 

α=0,05. Estos resultados muestran que no hay diferencias significativas en el tamaño 

de partícula de los cuatro lotes elaborados independientemente. 

La caracterización del tamaño de partícula a través de la técnica de Dispersión 

Dinámica de Luz (DLS) desempeña un papel crucial en el proceso de desarrollo de 

nanopartículas. La rapidez con la que se obtienen los resultados mediante esta técnica 

es particularmente valiosa, ya que guían de manera ágil y efectiva la optimización de la 

formulación. También se usan para controles de proceso, controles de calidad rutinarios 

y estudios de estabilidad, siempre que se correlacionen sus resultados con los obtenidos 

mediante técnicas directas para medir tamaño de partícula por TEM. 

Debido al enorme número de partículas que participan en la medición en DLS, 

se puede describir la distribución de tamaños de partículas en una muestra mediante el 

Índice de polidispersión (Polydispersity Index, PDI); mientras más cercano a 0 es su 

valor, más estrecha es la distribución de tamaños en torno a la media. Un bajo PDI 

puede resultar de un mayor control de los parámetros de la elaboración de las 

nanopartículas, así como de la robustez de la formulación, debido a que se han 

controlado adecuadamente las fuentes de variabilidad inherentes al producto y al 

proceso. 

 Este fue el caso de las nanopartículas diseñadas, una vez optimizadas, el valor 

del PDI nunca superó un valor de 0,3, incluso entre varios lotes de SLNP; tal como se 

parecía en la figura 18, en la que se representan los promedios y la variación de este 

parámetro en cuatro lotes preparados independientemente. 
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Figura 18. Índice de polidispersión de 4 lotes de SLNP (n=3, Me ± DS). 

 

Se realizó una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para comparar las 

medianas (n=3) del Índice de polidispersión entre cuatro lotes (Lote 1, Lote 2, Lote 3 y 

Lote 4) elaborados independientemente. El estadístico de prueba de Kruskal-Wallis fue 

de 4,846 con 3 grados de libertad (p=0,194), indicando que no hay diferencias 

estadísticamente significativas. Posteriormente, se realizaron pruebas de 

comparaciones múltiples para identificar diferencias específicas entre los grupos, 

calculando el valor p ajustado, que toma en cuenta el número de comparaciones 

realizadas. Los resultados de la prueba de Dunn indicaron que la mediana del Lote 1 

(0,193) no difiere significativamente de la mediana del Lote 2 (0,203), (p>0,999); 

tampoco se encontraron diferencias significativas entre los Lotes 1 y 3 (0,226), 

(p=0,189); ni entre los Lotes 1 y 4 (0,213), (p>0,999); ni entre los Lotes 2 y 3 (p=0,846); 

ni entre los Lotes 2 y 4 (p > 0,999); ni entre los Lotes 3 y 4 (p>0,999). Todos los análisis 

se realizaron con un nivel de significancia establecido en α=0,05. Estos resultados 

muestran que no hay diferencia en el Índice de polidispersión de los cuatro lotes 

elaborados independientemente. 

El potencial zeta ligeramente positivo determinado en tres lotes independientes 

de nanopartículas, figura 19, es congruente con la carga positiva de los grupos amonio 

cuaternario y amina presentes en varios de los componentes. La magnitud de la carga 
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nunca superó los 15 mV, lo cual, como se verá en breve, no tuvo un efecto significativo 

en su estabilidad física, dentro de la ventana temporal para la cual estas partículas 

fueron diseñadas. 

 

 

Figura 19. Potencial zeta de 3 lotes de SLNP (n=3, Me ± DS). 

 

Se realizó una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para comparar las 

medianas (n=3) del potencial zeta entre tres lotes (Lote 1, Lote 2 y Lote 3) elaborados 

independientemente. El estadístico de prueba de Kruskal-Wallis fue de 1,067 con 2 

grados de libertad (p=0,664), indicando que no hay diferencias estadísticamente 

significativas entre las medianas del Lote 1 (7,516), Lote 2 (11,260) y Lote 3 (11,140). 

Los resultados de la prueba de Dunn arrojaron valores de p>0,999 para todas las 

comparaciones. Todos los análisis se realizaron con un nivel de significancia establecido 

en α=0,05. Estos resultados muestran que no hay diferencia en el potencial zeta de tres 

lotes elaborados independientemente. 

 

4.3.2.2 Estabilidad física de las nanopartículas 

 

Parte de la contribución que pretende este trabajo es superar la limitación del 

escalamiento de la síntesis desde el laboratorio hasta nivel industrial, debida a la 
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inestabilidad física de estos nanotransportadores que complica su producción y cadena 

de abastecimiento. De ahí el enfoque en el diseño de un producto y un proceso que 

permita la elaboración de SLNP a pequeña escala, bajo demanda y personalizadas, 

destinadas a formar parte de preparaciones farmacéuticas: cremas, geles, etc., 

elaboradas en PoC, puntos de atención al paciente, dispensadas para ser aplicadas 

durante unos pocos días. 

En ese contexto, las nanopartículas diseñadas, se han monitorizado durante una 

semana, almacenadas en refrigeración. Como se observa en la figura 20, el tamaño de 

partícula no llega a 180 nm hasta el día 7 en refrigeración (izquierda); el índice de 

polidispersión no supera el valor de 0,25 (centro); y, el potencial zeta mantiene su signo, 

y en su magnitud no hay diferencias durante el tiempo de estudio (derecho). 

 

 

Figura 20. Estabilidad física de SLNP almacenadas a 4 °C durante 7 días (n=3, Me ± DS). 

 

Se realizó una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para comparar las 

medianas (n=3) del tamaño de partícula entre las tres determinaciones (día 0, día 1 y 

día 7) durante el estudio de estabilidad. El estadístico de prueba de Kruskal-Wallis fue 

de 7,200 con 2 grados de libertad (p=0,004), indicando diferencias estadísticamente 

significativas. Posteriormente, se realizaron pruebas de comparaciones múltiples para 

identificar diferencias específicas entre los grupos, calculando el valor p ajustado, que 

toma en cuenta el número de comparaciones realizadas. Los resultados de la prueba 

de Dunn indicaron que la mediana del día 0 (140,2) no difiere significativamente de la 

mediana del día 1 (160,4), (p=0,539); tampoco se encontraron diferencias significativas 

entre el día 1 y día 7 (176,1), (p=0,539); pero sí entre los días 0 y 7 (p=0,022). Todos 

los análisis se realizaron con un nivel de significancia establecido en α=0,05. 
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Estos resultados muestran que no hay diferencia significativa en el tamaño de 

partícula tras un día de almacenamiento a 4 °C, tampoco entre el día 1 y el 7, pero sí 

entre el inicio y el final del estudio. El tamaño de partícula se mantiene por debajo de 

180 nm al finalizar el estudio de estabilidad. 

Así mismo, se realizó una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para 

comparar las medianas (n=3) del Índice de polidispersión entre las tres determinaciones 

(día 0, día 1 y día 7) durante el estudio de estabilidad. El estadístico de prueba de 

Kruskal-Wallis fue de 5,422 con 2 grados de libertad (p=0,071), indicando que no hay 

diferencias estadísticamente significativas. Los resultados de la prueba de Dunn 

indicaron que la mediana del día 0 (0,203) no difiere significativamente de la mediana 

del día 1 (0,207), (p>0,999); tampoco se encontraron diferencias significativas entre el 

día 0 y día 7 (0,235), (p=0,158); ni entre los días 1 y 7 (p=0,111). Todos los análisis se 

realizaron con un nivel de significancia establecido en α=0,05. Estos resultados 

muestran que no hay diferencia significativa en el Índice de polidispersión durante el 

tiempo que duró el estudio de estabilidad. 

Finalmente, se realizó una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para 

comparar las medianas (n=3) del potencial zeta entre las tres determinaciones (día 0, 

día 1 y día 7) durante el estudio de estabilidad. El estadístico de prueba de Kruskal-

Wallis fue de 0,267 con 2 grados de libertad (p=0,929), indicando que no hay diferencias 

estadísticamente significativas. Los resultados de la prueba de Dunn indicaron que la 

mediana del día 0 (11,260) no difiere significativamente de la mediana del día 1 (6,037), 

(p>0,999); tampoco se encontraron diferencias significativas entre el día 0 y día 7 

(9,168), (p>0,999); ni entre los días 1 y 7 (p>0,999). Todos los análisis se realizaron con 

un nivel de significancia establecido en α=0,05. 

Estos resultados muestran que no hay diferencia significativa en el potencial zeta 

durante el tiempo que duró el estudio de estabilidad. En definitiva, las SLNP diseñadas 

mantienen sus características durante al menos siete días almacenaje a 4 °C. 

 

4.3.2.3 Caracterización de las SLNP por TEM 

 

 Las mediciones en el DLS dan importante información de tamaño y carga, pero 

no permiten conocer la forma general ni los detalles estructurales de las nanopartículas, 

por lo cual la microscopia electrónica es un complemente obligado de aquel la técnica. 

Como se comenta en materiales y métodos, la necesidad de incluir las nanopartículas 
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de hierro tiene únicamente fines de separación mediante centrifugación; un efecto 

secundario positivo de esto es el incremento del contraste en microscopía electrónica, 

lo cual permitió ubicarlas fácilmente al aplicar esta técnica. En la figura 21, se observan 

microfotografías electrónicas de SLNP; todas ellas tienen como constante la forma 

esférica, el tamaño inferior a 200 nm y la presencia de nanopartículas de hierro en su 

interior. 

 

 

Figura 21. Imagen TEM de SLNP con nanopartículas de hierro encapsuladas en su 

interior. 

 

4.3.2.3 Eficiencia de encapsulado 

 

 La cantidad de fármaco encapsulado en una SLNP depende en parte de su 

solubilidad en los lípidos. El delamanid tiene un log P de 5,6 indicativo de su alta 

lipofilicidad, pues podría entenderse como una molécula que es 5 órdenes de magnitud 

más afín por una fase lipídica que por una fase acuosa. Los resultados experimentales 

confirman lo anterior, la mayor parte del fármaco usado en la síntesis, entre el 84 y 85%, 

se encapsuló (figura 22). 
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Figura 22. Eficiencia de encapsulamiento de delamanid en las SLNP (n=3, Me ± DS). 

 

Se realizó una prueba no paramétrica de Mann-Whitney para comparar las 

medianas (n=3) de la Eficiencia de encapsulamiento entre dos lotes. El estadístico de 

prueba fue de 3,0 con p=0,700, indicando que no hay diferencias estadísticamente 

significativas. Todos los análisis se realizaron con un nivel de significancia establecido 

en α=0,05. Estos resultados muestran que no hay diferencia significativa en la Eficiencia 

de encapsulamiento entre dos lotes fabricados independientemente.  

 

4.3.2.4 Eficiencia de Liberación in vitro 

 

 El hecho de que la substancia activa se libere desde un sistema de 

encapsulación y entrega, de una nanopartícula en este caso, no es garantía para su 

efectividad; sin embargo, si la liberación in vitro no se produce, su fallo in vivo es 

altamente probable. La figura 23 muestra el perfil de disolución de las SLNP en medio 

a pH y temperatura fisiológicas; más del 60% del fármaco se libera durante los primeros 

5 días en una cinética prácticamente lineal (orden cero). En transcurso de una semana, 

más del 80% se ha transferido al medio de disolución. 
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Figura 23. Perfil de disolución in vitro de SLNP en PBS pH 7,4 (n=4,  ± DS). 

 

4.4 Eficacia de las SLNP in vitro, in cellulo e in vivo 

 

4.4.1 Actividad leishmanicida de las SLNP en promastigotes 

 

 La actividad leishmanicida de la substancia debe ser confirmada, cuando se 

encuentra encapsulada en nanopartículas. Se ensayó la actividad de las nanopartículas 

frente a promastigotes usando como controles el cultivo de parásitos sin tratamiento y 

con nanopartículas sin fármaco, para conocer el efecto de los componentes del 

nanotransportador. Adicionalmente, se evaluó el efecto de las nanopartículas de hierro 

en la formulación (figura 24). 
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Figura 24. Actividad leishmanicida de SLNP por contaje de promastigotes (n=3, Me ± DS). 

 

Se realizó una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para comparar las 

medianas (n=3) del número de promastigotes entre grupos: Control, SLNP (SLNP sin 

fármaco) y SLNP Fe (SLNP sin fármaco, pero con nanopartículas magnéticas). El 

estadístico de prueba de Kruskal-Wallis fue de 0,090 con 2 grados de libertad (p=0,986), 

indicando que no hay diferencias estadísticamente significativas entre las medianas del 

Control (257,5), SLNP (255,0) y SLNP Fe (242,5). Los resultados de la prueba de Dunn 

arrojaron valores de p>0,999 para todas las comparaciones. Todos los análisis se 

realizaron con un nivel de significancia establecido en α=0,05. 

Así mismo, se compararon las medianas (n=3) entre Dm (delamanid, el fármaco 

libre), SLNP Dm (SLNP con fármaco) y SLNP Dm Fe (SLNP con fármaco y con 

nanopartículas de hierro). El estadístico de prueba de Kruskal-Wallis fue de 7,200 con 

2 grados de libertad (p=0,004), indicando diferencias estadísticamente significativas. 

Los resultados de la prueba de Dunn indicaron que la mediana de Dm (15,0) no difiere 

significativamente de la mediana SLNP Dm (89,2), (p=0,539); tampoco se encontraron 

diferencias significativas entre el SLNP Dm y SLNP Dm Fe (144,2), (p=0,539); pero sí 

entre Dm y SLNP Dm Fe (p=0,022). Todos los análisis se realizaron con un nivel de 

significancia establecido en α=0,05. 
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 Los resultados antes descritos indican que los excipientes de las nanopartículas 

no tienen efecto sobre los promastigotes; así mismo, la presencia de nanopartículas de 

hierro no afecta la actividad de delamanid encapsulado. Por otro lado, el fármaco 

encapsulado en las SLNP mantiene su actividad leishmanicida frente a promastigotes, 

si bien ésta es menor que la del fármaco en solución. Esto se explica por la liberación 

prolongada desde las nanopartículas, demostrada en los estudios de disolución in vitro 

donde se muestra como a las 48 horas solo una cuarta parte del delamanid es liberado. 

Esto representa una oportunidad interesante para el diseño de formulaciones 

farmacéuticas que incluyan las SLNP, puesto que permitiría disminuir el número de 

administraciones, y con ello, incrementar el cumplimiento por parte del paciente a la vez 

que disminuir los efectos adversos. 

 

4.4.2 Captación celular de SLNP mediante TEM 

 

 Una condición altamente deseable para el tratamiento de infecciones 

intracelulares con nanotransportadores, es que éstos sean capturados por la célula y no 

que solamente liberen su contenido en el medio extracelular. La opsonización, el 

proceso inmunológico que utiliza opsoninas para marcar patógenos extraños y 

eliminarlos a través de fagocitosis, principalmente a cargo de los macrófagos, que suele 

presentarse como una desventaja para los nanotransportadores, puede utilizarse como 

estrategia para aumentar la efectividad del tratamiento de infecciones intracelulares, por 

ejemplo para la leishmaniasis [129]; es importante señalar que la respuesta del 

organismo ante la presencia de nanopartículas también depende del tamaño, forma, 

topografía, carga superficial, entre otras características [130,131]. 

 Para confirmar su internalización celular, se incubaron las SLNP Dm con 

macrófagos infectados durante 48 horas, se fijaron, embebieron en resina, se cortaron 

en el ultramicrótomo. Las secciones ultrafinas, colocadas sobre rejillas, se examinaron 

en TEM. Las imágenes obtenidas se muestran en la figura 25, en la cual las flechas 

blancas corresponden a los mismos recuadros magnificados, la flecha negra en la 

primera fotografía indica un parásito intracelular muerto. 
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Figura 25. Imagen TEM de la captación celular de SLNP por macrófagos infectados con 

Leishmania. 

 

Gracias a la presencia de nanoparticulas en el interior de las SLNP, el TEM 

permitió la identificación y observación de algunos nanotransportadores intracelulares 

rodeados de membranas, probablemente incluidos en fagosomas (recuadro 5a), lo que 

sugiere captación por fagocitosis. Otras SLNP se observaron libres en el citoplasma sin 

membranas circundantes (recuadro 5b). 

 

4.4.3 Prueba de concepto de liberación in cellulo 
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 A continuación, se investigó la liberación del fármaco desde la SLNP al interior 

celular, prueba de concepto in cellulo que se acerca más a lo que ocurrirá dentro de un 

organismo. 

 Como se estableció anteriormente, lo que se busca en el diseño de 

nanotransportadores destinados a infecciones intracelulares, es que estos sean 

internalizados en las células que contienen los parásitos. Dado que no puede 

descartarse la liberación del fármaco en el ambiente celular, se sintetizaron 

nanopartículas de idéntica composición, pero encapsulando además un pigmento 

fluorescente lipofílico cuyo comportamiento se podría aproximar al del fármaco. Esta 

prueba de concepto permitió evidenciar la liberación de la carga de la nanopartícula y 

su permeación al interior de la célula (figura 26). 

 

 

 

Figura 26. Actividad leishmanicida de SLNP de delamanid frente a promastigotes. 

 

La fuerte fluorescencia citoplasmática que se observa en los macrófagos, indica 

la liberación exitosa del colorante encapsulado y su permeación al ambiente intracelular. 

 

4.4.4 Prueba de concepto de liberación transdermal 
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Para evaluar la liberación de carga de la nanopartícula in vivo, y sobre todo su 

penetración transdermal, se realizó una prueba de concepto: las SLNP cargadas con 

delamanid y un pigmento fluorescente que emite en el canal infrarrojo cercano, se 

aplicaron tópicamente sobre piel de ratones normales. A varios tiempos tras la 

aplicación, se sacrificaron ratones y se recogió la piel que se procesó histológicamente 

para observación por microscopía confocal (figuras 27, 28 y 29). El canal rojo muestra 

la fluorescencia del pigmento que fue encapsulado en las partículas, los núcleos están 

teñidos con DAPI (canal azul), el canal verde representa la autofluorescencia del tejido. 

 

 

Figura 27. Microscopía confocal de piel después de la administración tópica de las SLNP 

Dm (0 horas) 

La figura 27 es una imagen representativa de piel después de la administración 

tópica de las SLNP Dm (0 horas) tomadas mediante microscopía confocal. El pigmento 

fluorescente encapsulado se observa en el canal rojo. 

 

Figura 28. Microscopía confocal de piel 2 horas después de la administración tópica de 

los SLNP Dm. 
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La figura 28 es una imagen representativa de piel después de 2 horas de la 

administración tópica de las SLNP Dm tomadas mediante microscopía confocal. El 

pigmento fluorescente encapsulado se observa en el canal rojo. 

 

 

Figura 29. Microscopía confocal de piel 1 día después de la administración tópica de los 

SLNP Dm. 
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La figura 29 es una imagen representativa de piel 1 día después de la 

administración tópica de las SLNP Dm tomadas mediante microscopía confocal. El 

pigmento fluorescente encapsulado se observa en el canal rojo. 

Luego de pocos minutos de la aplicación, el pigmento se distribuye en el estrato 

córneo (figura 27), a las 2 horas de la aplicación se lo puede detectar en el citoplasma 

de las células de la capa basal (figura 28) y a las 24 horas es notable su acumulación 

en el folículo piloso (figura 29). En conclusión, este estudio demuestra como las SLNP 

liberan eficientemente su contenido lipofílico tras su aplicación tópica in vivo. 

 

4.4.5 Actividad leishmanicida de las SLNP en amastigotes 

 

Los promastigotes se cultivan en medio líquido, por lo que, alcanzar 

concentraciones efectivas por adición de fármaco o por liberación desde un sistema de 

entrega, no garantiza su actividad leishmanicida frente a amastigotes intracelulares, 

puesto que para alcanzarlos se deben superar varias barreras biológicas. Por tanto, la 

actividad leishmanicida de un fármaco frente a promastigotes es solo un indicativo de 

su efectividad, misma que debe ser confirmada en amastigotes intracelulares, la forma 

clínicamente relevante del parásito. 

Para evaluar la eficacia del tratamiento con SLNP, se infectaron macrófagos 

caninos DH82 con Leishmania infantum y se sometieron a tres tratamientos diferentes: 

nanopartículas sin fármaco (SLNP), nanopartículas que encapsulan delamanid (SLNP 

Dm), y el fármaco libre (Dm); cada uno en dos niveles de concentración. Tras 48 horas, 

se cuantificó el número de células infectadas y el número de amastigotes por célula, 

mediante tinción con Giemsa. Los valores resultantes se utilizaron para calcular el índice 

de infección, proporcionando una medida general de la carga parasitaria (figura 30). 
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Figura 30. Actividad leishmanicida de SLNP frente a amastigotes (n=6, Me ± DS). 

 

Se realizó una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para comparar las 

medianas (n=6) del Índice de infección entre siete grupos: Control de infección, SLNP 

1x (SLNP sin fármaco, administradas en el mismo volumen que las SLNP con delamanid 

a concentración 25nM), SLNP 2x (SLNP sin fármaco, administradas en el mismo 

volumen que las SLNP con delamanid a concentración 50nM), Dm 2nM (delamanid a 

concentración 2 nM), Dm 6nM ( fármaco a concentración 6nM), SLNP Dm 25nM (SLNP 

con delamanid a concentración 25nM), SLNP Dm 50nM (SLNP con delamanid a 

concentración 50nM).  

El estadístico de prueba de Kruskal-Wallis fue de 29,020 con 6 grados de libertad 

(p<0,0001), indicando diferencias estadísticamente significativas. Posteriormente, se 

realizaron pruebas de comparaciones múltiples para identificar diferencias específicas 

entre los grupos, calculando el valor p ajustado, que toma en cuenta el número de 

comparaciones realizadas. Los resultados de la prueba de Dunn indicaron que la 

mediana del Control de infección (127,4) no difiere significativamente de la mediana de 

SLNP 1x (147,0), ni de la mediana de SLNP 2x (122,5), tampoco de Dm 2nM (93,9), ni 

de Dm 6nM (67,0), todos con un valor p>0,999; pero si difiere significativamente de 

SLNP Dm 25nM (31,7), (p=0,037) y de SLNP Dm 50nM (20,3), (p=0,015).  
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Tampoco se encontraron diferencias significativas entre SLNP 1x y SLNP 2x 

(p>0,999), ni entre SLNP 1x y Dm 2nM (p>0,999), ni entre SLNP 1x y Dm 6nM (p=0,566); 

pero sí entre SLNP 1x y SLNP Dm 25nM (p=0,004) y entre SLNP 1x y SLNP Dm 50nM 

(p=0,002). 

No se encontraron diferencias significativas entre SLNP 2x y Dm 2nM (p>0,999), 

ni entre SLNP 2x y Dm 6nM (p>0,999), tampoco entre SLNP 2x y SLNP Dm 25nM 

(p=0,054); pero si entre SLNP 2x y SLNP Dm 50nM (p=0,023). 

Tampoco se encontraron diferencias significativas entre las dos dosis de fármaco 

en solución, Dm 2nM y Dm 6nM (p>0,999), ni entre Dm 2nM y SLNP Dm 25nM (p=0,805) 

ni entre Dm 2nM y SLNP Dm 50nM (p=0,416); ni entre Dm 6nM y SLNP Dm 25nM 

(p>0,999), ni entre Dm 6nM y SLNP Dm 50nM (p>0,999). Finalmente, tampoco hubo 

diferencias significativas en la actividad leishmanicida en amastigotes al administrar 

SLNP Dm 25nM o SLNP 50 nM (p>0,999). 

Todos los análisis se realizaron con un nivel de significancia establecido en 

α=0,05. La convención común es asignar asteriscos para indicar diferentes niveles de 

significancia, y el número de asteriscos generalmente refleja el nivel de significancia 

alcanzado en una comparación. Para este contexto: un asterisco (*) representa un nivel 

de significancia de p<0,050, dos asteriscos (**) un nivel de significancia de p<0,010 y 

tres asteriscos (***) representan un nivel de significancia de p<0,001. 

En resumen, no hay diferencia estadísticamente significativa entre el índice de 

infección de las SLNP sin fármaco y el delamanid en solución. Sin embargo, las 

nanopartículas con delamanid (SLNP Dm) presentaron diferencias estadísticamente 

significativas respecto del control de infección y de las nanopartículas sin fármaco, 

presentando el menor índice de infección de todos los tratamientos. Estos resultados 

demuestran que el delamanid encapsulado en SLNP presenta un mayor efecto 

leishmanicida en comparación con el delamanid en solución, forma no encapsulada.  

Este resultado es congruente con los otros estudios reportados en este 

documento: el fármaco encapsulado mantiene su actividad leishmanicida, las 

nanopartículas son internalizadas en macrófagos infectados, liberan el fármaco 

intracelularmente y presentan actividad frente a amastigotes. El fármaco administrado 

como solución, libre en el medio extracelular aparentemente no ingresa lo suficiente 

para alcanzar concentraciones leishmanicidas. 
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4.4.6 Actividad leishmanicida de las SLNP in vivo 

 

 Dentro del contexto de esta Tesis Doctoral, la confirmación final de la efectividad 

de las SLNP encapsulando delamanid, se logró con el estudio in vivo; la verificación 

directa de la progresión de la infección a lo largo del estudio constituyó una herramienta 

de gran utilidad. La figura 31 muestra el estado de las lesiones a la semana 6 de 

infección, es decir, dos semanas luego de la última administración de los tratamientos. 

El efecto de las SLNP encapsulando delamanid se evidencia por la diferencia entre el 

tamaño de la almohadilla plantar del grupo de animales tratados intralesionalmente con 

SLNP encapsulando delamanid, y el resto de los grupos, figura 30. Es importante 

resaltar que el tamaño de la lesión no disminuye con el fármaco libre. Estos resultados 

son consistentes con los descritos en secciones previas, en los que se dejaba entrever 

la importancia de que el fármaco esté encapsulado en nanotransportadores que puedan 

ser internalizados en las células. 

 

 

 

Figura 31. Fotografías representativas del estado de las lesiones a la semana sexta del 

estudio, dos semanas después de finalizada la administración de los tratamientos. 

 

 Con la finalidad de obtener información numérica sobre la eficacia de los 

tratamientos, se calculó la progresión de la infección relacionando el ancho de la pata 

derecha (infectada) con la izquierda (control) de cada individuo. La figura 32 muestra los 

resultados obtenidos desde la última administración del tratamiento, hasta el final del 

estudio. 
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Figura 32. Actividad leishmanicida de SLNP evidenciada por la Progresión de la 

infección (n=4, Me ± DS). 

 

Se realizó una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para comparar las 

medianas de la Progresión de la Infección entre los grupos Control (n=4), SLNP (n=3), 

SLNP Dm (n=4) y Dm (n=4) a la semana 4 del estudio. El estadístico de prueba de 

Kruskal-Wallis fue de 5,963 con 3 grados de libertad (p=0,104), indicando que no hay 

diferencias estadísticamente significativas. Posteriormente, se realizaron pruebas de 

comparaciones múltiples para identificar diferencias específicas entre los grupos, 

calculando el valor p ajustado, que toma en cuenta el número de comparaciones 

realizadas. Los resultados de la prueba de Dunn indicaron que la mediana del Control 

(1,00) no difiere significativamente de la mediana del grupo tratado con SLNP (0,65), 

(p>0,999); tampoco se encontraron diferencias significativas entre el Control y SLNP 

Dm (0,30), (p=0,172); ni con el grupo tratado con Dm (0,27) (p=0,206). Todos los análisis 

se realizaron con un nivel de significancia establecido en α=0,05. Los análisis 

estadísticos para las semanas 5, 6 7, tampoco mostraron diferencias significativas. 

 Si bien, debido a la alta dispersión de los datos, no se encontraron diferencias 

estadísticamente significativas entre los grupos, las tendencias son evidentes, como se 

aprecia en la figura 33.  
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Figura 33. Tendencias en la progresión de la infección. 

 

Al finalizar la administración de los tratamientos, semana 4, la progresión de la 

infección entre los grupos tratados con SLNP Dm y Dm es similar, siendo muy notoria 

la diferencia de ambos grupos con el control de infección. En la semana 5, la liberación 

prolongada del fármaco desde la nanopartícula permite mantener la diferencia en la 

progresión de la infección entre el grupo tratado con SLNP Dm y el Control hasta el final 

del estudio; en contraste, en el grupo que fue tratado con el fármaco libre, el efecto 

prácticamente desaparece una semana después de finalizado el tratamiento. 

Curiosamente, las nanopartículas sin fármaco parecen tener un efecto inicial, 

probablemente por activación del sistema inmune, pero se pierde una semana luego de 

finalizado el tratamiento. 

 En un próximo estudio in vivo, aparte de incrementar el número de individuos, se 

deberían incluir variables como la dosis, la frecuencia de administración (diaria, en lugar 

de dos veces por semana) y la duración del tratamiento (incrementarlo de 2 a 8 

semanas). Por otro lado, el avance de la infección deberá documentarse por la medición 

del ancho y del espesor de la pata, fue evidente que el incremento en esta última 

dimensión fue mayor que en la primera. De hecho, sería altamente recomendable usar, 

en un estudio futuro, herramientas de fotogrametría y software especializado en 

reconstrucción 3D para estimar el volumen de la infección a partir de fotografías desde 
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varios ángulos. La reproducción de objetos digitales mediante fotogrametría es está 

usando con aplicaciones médicas, por ejemplo, en cardiología [132]. 

 Para evaluar la infección, más allá del sitio de inoculación de los parásitos, se 

determinó la carga parasitaria en bazo y ganglio poplíteo, por el método dilución límite. 

Los datos obtenidos se aprecian en la figura 34. 

 

 

Figura 34. Carga parasitaria de los individuos al final del estudio (n=4, Me ± DS). 

 

Se realizó una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para comparar las 

medianas de la Carga parasitaria entre los grupos Control (n=4), SLNP (n=3), SLNP Dm 

(n=4) y Dm (n=4) en Bazo, al final del estudio. El estadístico de prueba de Kruskal-Wallis 

fue de 7,125 con 3 grados de libertad (p=0,052), indicando que no hay diferencias 

estadísticamente significativas. Posteriormente, se realizaron pruebas de 

comparaciones múltiples para identificar diferencias específicas entre los grupos, 

calculando el valor p ajustado, que toma en cuenta el número de comparaciones 

realizadas. Los resultados de la prueba de Dunn indicaron que la mediana del Control 

(4,35) no difiere significativamente de la mediana del grupo tratado con SLNP (4,70), 

(p=0,756); tampoco se encontraron diferencias significativas entre el Control y SLNP 

Dm (4,00), (p=0,335); ni con el grupo tratado con Dm (4,35) (p>0,999). Todos los análisis 

se realizaron con un nivel de significancia establecido en α=0,05. 
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También se realizó una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para comparar 

las medianas de la Carga parasitaria entre los grupos Control (n=4), SLNP (n=3), SLNP 

Dm (n=4) y Dm (n=4) en Ganglio poplíteo, al final del estudio. El estadístico de prueba 

de Kruskal-Wallis fue de 7,750 con 3 grados de libertad (p=0,032), indicando diferencias 

significativas. Posteriormente, se realizaron pruebas de comparaciones múltiples para 

identificar diferencias específicas entre los grupos, calculando el valor p ajustado, que 

toma en cuenta el número de comparaciones realizadas. Los resultados de la prueba 

de Dunn indicaron que la mediana del Control (11,69) no difiere significativamente de la 

mediana del grupo tratado con SLNP (11,69), (p>0,999); tampoco se encontraron 

diferencias significativas entre el Control y SLNP Dm (8,54), (p=0,068); ni con el grupo 

tratado con Dm (8,54) (p=0,164). Todos los análisis se realizaron con un nivel de 

significancia establecido en α=0,05. 

Las diferencias no fueron tan evidentes como en el caso de la progresión de la 

infección, muy probablemente debido a que al tiempo de la eutanasia ya habían 

transcurrido tres semanas desde la finalización del tratamiento. En un siguiente estudio 

se deberá disponer de suficiente número de individuos para realizar un seguimiento 

semanal de la carga parasitaria. 
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5. Conclusiones 

 

Esta tesis doctoral representa un paso adelante en el desarrollo de 

nanopartículas sólidas lipídicas para la liberación controlada de terapias destinadas al 

tratamiento de la leishmaniasis, reposicionando un fármaco aprobado, el delamanid, 

dentro de un enfoque de nanomedicina accesible. 

 

1. A través de revisión de información y de estudios de acoplamiento molecular, 

se identificaron once moléculas con potencial para ser reposicionados como 

leishmanicidas. Los estudios in vitro con promastigotes mostraron a la prulifloxacina y el 

delamanid como las más promisorias.  

2. Por su alta actividad leishmanicida y baja citotoxicidad, se seleccionó al 

delamanid para diseñar una formulación y un proceso que lo encapsule en 

nanopartículas sólido-lipídicas. 

3. La eficiencia de encapsulación fue notablemente alta y el fármaco exhibió 

liberación prolongada in vitro. Los resultados mostraron una liberación exitosa de la 

carga útil dentro de los macrófagos, así como una penetración eficiente en la piel 

después de la aplicación tópica. 

4. Los estudios in cellulo e in vivo demostraron que las SLNP encapsulando 

delamanid tienen mayor actividad leishmanicida, sobre amastigotes intracelulares, que 

el fármaco en solución. 

5. El proceso de fabricación es sencillo, energéticamente eficiente, rentable y 

altamente reproducible, y permite obtener un sistema de entrega para fármacos con baja 

solubilidad acuosa para tratar leishmaniasis. Esta plataforma puede ser expandida para 

el tratamiento de enfermedades tropicales olvidadas, infecciones intracelulares, cáncer 

y otras enfermedades. 
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6. Conclusions 

 

This doctoral thesis represents a step forward in the development of solid lipid 

nanoparticles for the controlled release of therapies aimed at treating leishmaniasis, 

repositioning an approved drug, delamanid, within an accessible nanomedicine 

approach. 

1. Through information review and molecular docking studies, eleven molecules 

with the potential to be repositioned as leishmanicidal agents were identified. In vitro 

studies with promastigotes showed prulifloxacin and delamanid to be the most promising.  

2. Due to their high leishmanicidal activity and low cytotoxicity, delamanid was 

selected to design a formulation and a process that encapsulates it in solid lipid 

nanoparticles. 

3. The encapsulation efficiency was remarkably high, and the drug exhibited 

prolonged release in vitro. The results demonstrated successful payload release within 

macrophages, as well as efficient penetration into the skin after topical application. In 

cellulo and in vivo studies showed that SLNPs encapsulating delamanid have greater 

leishmanicidal activity against intracellular amastigotes than the drug in solution. 

4. The manufacturing process is simple, energetically efficient, cost-effective, and 

highly reproducible, enabling the production of a drug delivery system for poorly water-

soluble drugs to treat leishmaniasis. This platform can be expanded for the treatment of 

neglected tropical diseases, intracellular infections, cancer, and other illnesses. 
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7. Perspectivas futuras del estudio 

 

7.1. Incorporación de las SLNP con delamanid en Formas 
Farmacéuticas 

 

La primera y más evidente perspectiva del presente estudio es la inclusión de las 

SLNP en vehículos para uso tópico: formas farmacéuticas clásicas como las emulsiones 

o/w o los hidrogeles. Por la naturaleza lipídica del nanosistema y el fármaco, éstos 

últimos serían la primera opción por probar. En paralelo se podrían ensayar sistemas no 

tradicionales como parches transdermales con microagujas que mejoran el 

cumplimiento terapéutico por parte del paciente al disminuir el número de aplicaciones. 

Además de los sistemas no invasivos descritos, es mandatorio la aplicación de 

las nanopartículas por vía parenteral, no solo como referencia de otras vías en estudios 

in vivo, sino como apoyo durante tratamientos que requieran inicialmente altas 

concentraciones plasmáticas del fármaco, o que tengan contraindicada la vía tópica por 

la edad o condición del paciente. 

En tercera línea estaría la aplicación de las SLNP desarrolladas por vías de 

administración alternativas. En este contexto, la administración pulmonar, mediante 

aerosoles, del delamanid encapsulado en las SLNP aquí desarrolladas tendría 

perspectivas más bien en el tratamiento de la tuberculosis. 

Además, se considera que la vía de administración oral no debe ser dejada de 

lado: estudios comparativos se las SLNP con los comprimidos orales actualmente 

aprobados para tuberculosis, podrían sustentar el uso de estos nanotransportadores 

para, mejorando la biodisponibilidad del fármaco, disminuir su dosis. 

Finalmente, cabe destacar el potencial de las SLNP que contienen 

nanopartículas de hierro para ser empleadas en la liberación bajo demanda del fármaco 

empleando hipertermia por inducción magnética: al llegar al punto de fusión de los 

lípidos la gran mayoría del fármaco quedaría libre en el medio. También podrían incluirse 

en su estructura nanovarillas (nanorods) de oro estimulables por luz láser con la misma 

finalidad. 

 

7.2. Investigación de la diana molecular del delamanid 
 



 

119 
 

En el presente estudio se han postulado tres enzimas como posibles dianas 

farmacológicas del delamanid: ciclopropano ácido graso sintasas, Aurorakinasas y 

Tubulinas. Estas hipótesis deben ser confirmadas mediante estudios in silico 

(acoplamiento y dinámica molecular), in vitro (cinética enzimática, co-cristalización del 

ligando con la proteína y difracción de rayos x, estudios estructurales por microscopia 

confocal y electrónica, entre otras). Esta investigación básica permitirá identificar otros 

fármacos leishmanicidas, extrapolar su mecanismo de acción a otras enfermedades 

infecciosas y diseñar nuevas moléculas farmacológicamente activas 

 

7.3. Identificación de substancias estructuralmente similares a 
delamanid con potencial actividad leishmanicida 

 

Sin obstar lo anterior, aun sin haberse validado la diana farmacológica, se 

pueden identificar moléculas estructuralmente similares al delamanid y realizar ensayos 

tanto en forma libre como encapsulada (en SLNP), con promastigotes y amastigotes. 

Un ejemplo de lo anterior son los Benzimidazoles representados en la figura 35, 

junto con su Log P y solubilidad acuosa. Estos antihelmínticos, que comparten el grupo 

imidazol con el delamanid, tienen alta afinidad por la –tubulina inhibiendo la 

polimerización de los microtúbulos en parásitos. Debido su lipofilicidad y baja solubilidad 

acuosa es mandatorio que se usen encapsuladas en SLNP como las aquí desarrolladas. 

 

 

Figura 35. Benzimidazoles aprobados con grupos funcionales relacionados al delamanid.  
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Estas mismas substancias y nanoestructuras pueden ser ensayadas en otras 

enfermedades tropicales olvidadas, e incluso cáncer. Se ha documentado la actividad 

antineoplásica de algunas de ellas, pero su uso no ha prosperado, probablemente por 

su baja biodisponibilidad.  

 

7.4. Aplicación de las SLNP diseñadas a tratamientos combinados para 
leishmaniasis 

 

 Varios de los regímenes terapéuticos recomendados para la leishmaniasis son 

combinaciones de fármacos [18] [22], con la finalidad de potenciar efectos, disminuir 

períodos de administración o reducir el riesgo de resistencia. Las SLNP desarrolladas 

tienen el potencial de utilizarse como sistemas de entrega simultánea, no solo de 

delamanid con otro leishmanicida, sino de las combinaciones recomendadas de los 

fármacos actualmente aprobados. 

Aparte de la anfotericina, de conocida lipofilicidad, otros agentes leishmanicidas 

actualmente aprobados son susceptibles de incorporarse en SLNP. Entre ellos se debe 

destacar la miltefosina, un fármaco anfifílico, análogo a los fosfolípidos, con log P de 

2,68 y solubilidad acuosa de 0,00022 mg/ml, características apropiadas para usos en 

nanotransportadores lipídicos y en estructuras micellares [133]. Llama la atención su 

estructura de tensoactivo (figura 36) y aún más, que presenta un grupo de amonio 

cuaternario que recuerda la del lípido catiónico usado en las SLNP. 

 

 

Figura 36. Estructura de la Miltefosina, leishmanicida análogo a los fosfolípidos. 

 

7.5. Aplicación de las SLNP diseñadas a otras ETD 
 

 Entre las veinte enfermedades tropicales olvidadas, la Tripanosomiasis emerge 

como una candidata preeminente para aprovechar las nanopartículas desarrolladas en 

este estudio, especialmente debido a las notables similitudes en la biología de los 
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parásitos. Estas afinidades allanan el camino para formular la hipótesis de que estas 

nanopartículas podrían demostrar actividad prometedora tanto en la Tripanosomiasis 

africana como en la enfermedad de Chagas. 

 Diversas enfermedades tropicales olvidadas son ocasionadas por parásitos 

pluricelulares, tales como nemátodos, trematodos o tenias. Entre ellas se encuentran la 

Dracunculiasis, Equinococosis, Trematodiasis de transmisión alimentaria, 

Geohelmintiasis, Teniasis, Esquistosomiasis, Oncocercosis y Filariasis. Algunas de 

estas enfermedades pueden abordarse mediante benzoimidazoles para tratamiento o 

prevención. En este contexto, las SLNP utilizadas como sistema de entrega emergen 

como alternativas terapéuticas prometedoras, ofreciendo la posibilidad de tratamientos 

más eficaces. 

La filariasis linfática (elefantiasis) puede ser de especial interés, la hipótesis a 

probar en este caso sería si el encapsular el albendazol en SLNP incrementa su 

efectividad en parásitos adultos. Sería muy interesante también, ensayar estas mismas 

SLNP frente a Echinococus que en la actualidad a veces solo se pueden eliminar con 

cirugía [17]. 

 

7.6. Aplicación de las SLNP diseñadas a otros antibióticos 
 

 En el ámbito de los antimicrobianos, el mismo delamanid abre todo un capítulo, 

pues es reconocido su estrecho espectro de acción, aquí la hipótesis sería si su 

incorporación en SLNP amplía su ámbito de aplicación a otras Mycobacterias, 

Mycobacterium ulcerans y Mycobacterium leprae, por ejemplo, causantes de otras 

enfermedades tropicales olvidadas), y por supuesto a otras bacterias patógenas para 

las cuales hoy urgen nuevas alternativas de tratamiento.  

Por demás está señalar que el mismo sistema de entrega podría ser utilizado 

con muchos otros antibióticos que han caído en desuso por su falta de efectividad. Los 

mecanismos de resistencia relacionados con el ingreso del antibiótico a la bacteria 

podrían ser evadidos o superados por la internalización que las SLNP consiguen; varios 

estudios han evaluado las aplicaciones de la nanotecnología en la lucha contra la 

resistencia antimicrobiana [134]. 
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