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Microcapsules and microspheres: A vision to integral 
characterization and applications for biotechnological drugs delivery

Microcápsulas y microesferas: una visión a la caracterización integral 
y aplicación para la liberación de medicamentos biotecnológicos

Elvia Zárate-Hernández, Rosa Alejandra Hernández-Esquivel, José Trinidad Pérez-Urizar*

Universidad Autónoma de San Luis Potosí, Facultad de Ciencias Químicas, Laboratorio de Farmacología, Avenida Dr. Manuel Nava núm. 6, Zona Universitaria, 
San Luis Potosí, San Luis Potosí, México, C. P. 78210.

RESUMEN
Los microacarreadores basados en microcáp-
sulas y microesferas han sido ampliamente es-
tudiados y ensayados para controlar la libera-
ción de medicamentos biotecnológicos (MB), 
disminuyendo la dosificación o modificando la 
vía de administración. Los métodos para la ob-
tención de microacarreadores, son complejos y 
variados, por lo que es necesario determinar 
los requisitos mínimos que debe cumplir el sis-
tema. El objetivo de este trabajo fue establecer 
las principales características que deben ser 
evaluadas en los microacarreadores para ga-
rantizar que la actividad biológica de los medi-
camentos biotecnológicos permanezca intacta 
a través del proceso de microencapsulación y,
por lo tanto, que la seguridad del MB (desarro-
llo de reacciones inmunes) se mantenga inal-
terada. Las características a evaluar de un mi-
croacarreador deben describir las propiedades
del material, tamaño y forma del sistema, car-
ga de la partícula, funcionalidad, eficiencia de 
la microencapsulación y la cinética de libera-
ción. Mientras que la integridad de los MB pue-
de ser evaluada a partir de parámetros críticos
de calidad: estructura y función biológica del 
MB, pureza del producto, presencia de agrega-
dos de alto peso molecular, estructura de orden
superior y ensayos de actividad biológica. La 
caracterización de los microacarreadores debe 
enfocarse en la seguridad del biopolímero y pro-
teínas  ensayadas.

PALABRAS CLAVE: medicamento biotecnológico, 
microesferas,  estabilidad proteica. 

ABSTRACT
Microcarriers based on microcapsules and mi-
crospheres have been widely studied and tested 
to control the release of biotechnological drugs 
(BD), diminishing the dosage or modifying the 
route of administration. The methods for ob-
taining microcarriers are complex and varied, 
so it is necessary to determine the minimum
characteristics with which the system must com-
ply. The aim of this work was to establish the 
main characteristics that should be evaluated
in the microcarriers in order to guarantee that
the biological activity of biotechnological drugs
remains intact through the microencapsulation 
process, and therefore the safety of the BD (de-
velopment of immune reactions) remains unal-
tered. The characteristics of a microcarrier to 
be evaluated must describe the properties of the
material, the size and shape of the system, the 
particle load, functionalization, the microencap-
sulation efficiency, and the kinetics of liberation. 
Whereas the integrity of BD can be evaluated by 
critical quality parameter such as: structure and 
biological function of the BD, product purity,
presence of high molecular weight aggregations,
higher order structure and biological activity 
tests. The characterization of the microcarriers
must focus on the safety of the bipolymer and
proteins  tested.

KEYWORDS: biotechnology drug, microspheres, 
protein  stability.
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INTRODUCCIÓN
En los últimos 30 años se han aprobado di-
versos medicamentos biotecnológicos (MB) pa-
ra diferentes padecimientos, tales como dia-
betes, artritis o cáncer, por mencionar algunos
(Schellekens, 2009; Bhawani y col., 2018). Con 
más de 8 500 productos en desarrollo, esta 
industria fue valuada en $ 174.7 billones de 
dólares en 2019, y para 2020 se proyectaba 
un crecimiento de $ 248.7 billones de dólares 
(Agyei y col., 2017; Jiang y col., 2017; Informa, 
2019). 

En su mayoría, los MB se caracterizan por ba-
ja biodisponibilidad oral (menor al 2 %), tiem-
po de vida media corto en fluidos biológicos 
(aproximadamente de 30 min) y una escasa ab-
sorción gastrointestinal. Estas características 
limitan la vía de administración y la confinan 
a la intravenosa, subcutánea e intramuscular 
(Bruno y col., 2013; Pawar y col., 2014; Pachio-
ni-Vasconcelos  y  col.,  2016). 

Para mantener las concentraciones terapéu-
ticas, los MB deben ser administrados varias 
veces al día, esquema que compromete el éxi-
to terapéutico a largo plazo (Pawar y col., 2014; 
Pachioni-Vasconcelos y col., 2016). Para hacer 
frente a este problema, el uso de microaca-
rreadores ha favorecido los sistemas de admi-
nistración de fármacos, células y proteínas, 
disminuyendo los efectos colaterales asocia-
dos a los tratamientos y garantizando el éxito 
farmacológico (Pawar y col., 2014; Shah y Sch-
wendeman, 2014). Los sistemas micrométricos
están representados por polímeros, lípidos, me-
tales y materiales inorgánicos (Tabla 1), los 
cuales pueden estar en el rango micro y nano-
métrico (Bilati y col., 2005; Bruno y col., 2013;
Wang  y  col.,  2013). 

Cada sistema tiene peculiaridades únicas, sin 
embargo, los sistemas micrométricos ofrecen 
las siguientes ventajas: (i) protección al bio-
fármaco de una rápida degradación y aclara-

Tabla  1.  Ventajas  y  desventajas  de  los  sistemas  poliméricos.
Table  1.  Advantages  and  disadvantages  of  polymeric  systems.

Sistema Ventaja Desventaja
Sistema polimérico

Micro-nano 
partículas

Alta estabilidad 
Alta capacidad de carga 

Propiedades flexibles  
Adaptable a diferentes vías de 

administración  

Formación de agregados 
dependiendo de la 

metodología 
La aplicación es en 

proteínas y enzimas 

Micelas

Propiedades flexibles  
Liberación controlada  

Incorporación de sustancias 
poco solubles 

Requieren estabilizantes 
a baja concentraciones                      
Proceso costoso para la 

síntesis de polímeros 

Dendrímeros Procesos fácilmente escalables Baja biocompatibilidad 

Hidrogeles	 Liberación controlada  
Biocompatibilidad alta  

Baja resistencia a la 
tracción 

Metales inorgánicos

Oro 
Carbono 
Silicio 

Medianamente biocompatible 
Superficie multipotencial 

Manufactura sencilla 
Propiedades flexibles 

No biodegradable
Toxicidad
Requiere 

funcionalidad

Fuente: modificado a partir de Bracho-Sanchez y col. (2016).
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miento después de su administración, así co-
mo de efectos ambientales de pH, luz, tempera-
tura y humedad; (ii) el efecto terapéutico pue-
de prolongarse, a diferencia de la forma tra-
dicional de administración y (iii) el perfil de 
liberación puede controlarse, dependiendo del 
diseño de la microesfera o microcápsula Figu-
ra 1 (Wang y col., 2013; Pachioni-Vasconcelos y 
col.,  2016; Hu  y  col.,  2017). 

El objetivo de este trabajo fue destacar las prin-
cipales características que deben ser evaluadas 
en el desarrollo de microacarreadores, enfati-
zando la seguridad de los medicamentos bio-
tecnológicos, tras el proceso de microencapsu-
lación, para el desarrollo de nuevas formas de 
administración.

Métodos de preparación de microcápsulas y
microesferas  a  partir  de  biopolímeros
Las micropartículas tienen un diámetro me-
dio de 1 µm a 1 000 µm y pueden dividirse en 
microcápsulas o microesferas. El término “mi-

crocápsula” hace referencia a un cuerpo esfé-
rico que recubre al principio activo, mientras 
que el término “microesfera” se refiere a una 
matriz homogénea, donde la sustancia activa 
está inmersa en el cuerpo de la esfera. Los 
métodos de obtención de microesferas y mi-
crocápsulas se categorizan en tres tipos (Ta-
bla 2): métodos químicos, fisicoquímicos y fí-
sico-mecánicos (Coelho y col., 2010; Jyothi y 
col., 2010; Singh y col., 2010; Wong y col., 
2018). El material empleado debe ser biocom-
patible, de baja toxicidad y biodegradable en
fluidos biológicos (Bracho-Sanchez y col., 2016). 
En este sentido, los polímeros hidrofílicos, co-
mo el alginato o quitosano, ofrecen una venta-
ja determinante al ser inmunotolerables y so-
lubles  en  agua  (McClements,  2018). 

Caracterización integral de microcápsulas y 
microesferas 
La caracterización integral de microesferas y 
micropartículas se resume en la Tabla 3 y es-
tá basada en la determinación de lo siguiente: 

Figura 1. Representación esquemática de la liberación de biofármaco en fluidos biológicos de for-
ma tradicional (línea sólida), en comparación con la liberación de biofármaco en dosis repetidas (lí-
nea  punteada)  y  a  partir  de  un  sistema  en  microesferas  (línea  segmentada). 
Figure 1. Schematic representation of the release of biopharmaceutical into biological fluids in a 
traditional way (solid line), compared to the release of biopharma in repeated doses (dotted line) 
and  from  a  system  in  microspheres  (dotted  line).

Fuente: modificado a partir de Wang y col. (2013).
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Tabla  2.  Métodos  para  la  obtención  de  microcápsulas  y  microesferas. 
Table  2.  Methods  for  obtaining  microcapsules  and  microspheres  obtention.

M
ét

od
o

Polímero 
empleado

Material 
encapsulado

Factores de 
proceso

 
( m) Aplicación

Métodos químicos

Em
ul

si
ón Polietilenglicol 

Eextrinas 
Quitosano 

Alginato 
Liposomas

Súper óxido 
dismutasa bovina 

Albúmina 
Sérica bovina 
Metformina 

Insulina
Cúrcuma

Interfase 
agua-aceite 

Agitación
Reacción de

entrecruzamiento  

0.5 a 
1 000

Liberación 
de fármacos

Morita y col. 
(2000); Yuan 
y col. (2009); 

Perry y 
McClements 

(2020); 
Zheng y 

McClements 
(2020)

Po
lic

on
de

ns
ac

ió
n 

in
te

rf
ac

ia
l

-
Albúmina sérica 

bovina
 Pigmentos

Interfase de la 
emulsión

0.5 a
 1 000

Industria 
alimenticia 

Industria 
farmacéutica

Ozkan y col. 
(2019)

Métodos fisicoquímicos

C
oa

ce
rv

ac
ió

n

Goma 
tragacanto 

Gelatina
 Goma arábica

Beta-caroteno Aglomeración 5 a 1 000 Liberación de 
fármacos

Ozkan y col. 
(2019)

Ev
ap

or
ac

ió
n 

co
n 

so
lv

en
te

Ácido 
poli(láctico-
co-glicólico)

Glucosa oxidasa Aglomeración 0.5 a 
1 000

Liberación de 
fármacos

Li y col. 
(2000); 

Ozkan y col. 
(2019)

Pr
ec

ip
ita

ci
ón

Goma gelana Proteínas
Características 
químicas de los 

materiales
5 a 1 000 Liberación de 

fármacos
Coelho y col. 

(2019)

Métodos físico-mecánicos

Se
ca

do
 p

or
 

as
pe

rs
ió

n Alginato 
Quitosano 

Inulina 
Maltodextrina

Insulina
Jugo de arándano Temperatura 1 a 500

Industria
alimenticia

Industria
farmacéutica  

Yuan y col. 
(2009); 

Bowey y col. 
(2013)

Li
ofi

liz
ac

ió
n

Celulosa 
Maltodextrinas 

Quitosano

Albúmina sérica 
bovina

 Té verde 
Toxoide tetánico

Sonicación 20 a 500
Industria

farmacéutica  
Industria

alimenticia    

Sánchez y 
col. (1999); 

Costantino y 
col. (2000)

En
ca

ps
ul

ac
ió

n 
el

ec
tr

os
tá

tic
a

Alginato 
Pectina Extracto de cocoa Capacitancia 20 a 500 Industria 

alimenticia
Ozkan y col. 

(2019)
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i) propiedades del material, ii) tamaño de par-
tícula, morfología, forma o estructura del cris-
tal, iii) propiedades de superficie, como carga, 
funcionalidad, iv) eficiencia de la microencap-
sulación, v) cinética de liberación, vi) estabili-
dad  del  MB  (Gill  y  col.,  2010). 

La forma de las partículas puede ser observa-
da a partir de diversas microscopias, cuyo al-
cance depende de las necesidades y limitacio-
nes propias de la metodología. Las microsco-

pias más empleadas son microscopia electró-
nica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés: 
Scanning Electron Microscopy), microscopia 
electrónica de transmisión (TEM, por sus si-
glas en inglés: Transmission Electron Micros-
copy), microscopia de fuerza atómica (AFEM, 
por sus siglas en inglés: Atomic Force Electro-
luminescence Microscopy), entre otras (Roks-
tad y col., 2014; Chogale y col., 2016). El radio 
hidrodinámico determina la vía por la cual 
podrá ser administrada la formulación, por lo 

Parámetro Método Aplicación Referencia
Material 
(matriz) NMR Resonancia magnética 

nuclear Microesferas  Chen y Zeng (2017)

FTIR Espectroscopía de infrarrojo 
con transformada de Fourier Microesferas Chen y Zeng (2017)

IR Infrarrojo Microesferas Ribeiro y col. (2005)

Forma y tamaño 
de partícula  TEM  Microscopia electrónica de 

trasmisión  

Albúmina 
Interferón 
Lisozima 

Nanopartículas  

Zhou y col. (2008); 
Nigen y col. (2010); 
Bronze-Uhle y col. 

(2017)

SEM  Microscopia electrónica de 
barrido  

Hormona de 
crecimiento 
Interferón 

Eritropoyetina  

Zhou y col. (2008); 
Jagtap y col. (2012); 
Kang y col. (2014);  

Ghasemi y col. (2019)

AFEM Microscopia de fuerza 
atómica  Lisozima  Nigen y col. (2010)

Tamaño  DLS  Radio hidrodinámico  Insulina
 Filgrastim  

Bowey y col. (2013); 
Kiafar y col. (2016)

SPR  Análisis de superficie de 
plasmones  

Albúmina sérica 
humana  Bhakta y col. (2015)

Porosidad  MIP Potenciometría de intrusión 
con mercurio o helio  Lisozima  Reinhold y 

Schwendeman (2013) 

Propiedades 
térmicas  DSC Calorimetría diferencial de 

barrido  
Albúmina 

sérica bovina 
Eritropoyetina  

Kang y Singh (2003); 
Jagtap y col. (2012) 

TGA  Análisis termogravimétrico  Eritropoyetina  
Abdelhakim y col. 

(2019);  
Nguyen y col. (2020)

Eficacia de la 
encapsulación/
Cinética de 
liberación

HPLC  Cromatografía de líquidos  Filgrastim 
Insulina  

Kiafar y col. (2016); 
Agrawal y col. (2017) 

Tabla 3.  Principales  técnicas  de  caracterización  de  microesferas  y  microcápsulas. 
Table 3.  Main  techniques  for  characterization  of  microspheres  and  microcapsules.
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que la técnica de dispersión dinámica de luz 
(DLS, por sus siglas en inglés: Dynamic Light 
Scattering) es comúnmente usada para este 
fin; la principal desventaja de este método es 
la interferencia que implican moléculas de 
grandes dimensiones, las cuales pueden sedi-
mentar o formar agregados, comprometiendo 
la fiabilidad de los resultados (Andhariya y 
Burgess,  2016). 

Las propiedades físicas de las microcápsulas 
y microesferas dependen de las propiedades 
térmicas de una sustancia y se analizan por 
calorimetría diferencial de barrido (DSC, por 
sus siglas en inglés: Differential Scanning Ca-
lorimetry) o termogravimetría (TGA, por sus 
siglas en inglés: Thermogravimetric Analysis), 
lo que permite determinar la temperatura y el
flujo de calor asociado a las transiciones tér-
micas, como la temperatura de fusión o transi-
ción vítrea, así como pérdida de masa (Schick,
2009;  Gill  y  col.,  2010). 

Las propiedades de superficie determinan el
grado de biotolerabilidad de estas moléculas en 
el organismo receptor. Las metodologías em-
pleadas son la espectroscopia fotoelectrónica 
de rayos X (XPS, por sus siglas en inglés: X-Ray 
Photoelectron Spectrometry), espectrometría de 
masas de iones secundarios de tiempo de vue-
lo (ToF-SIMS, por sus siglas en inglés: Time-
of-Flight Secondary Ion Mass Spectrometry) y 
espectroscopía de infrarrojo con transforma-
da de Fourier acoplado a reflectancia total ate-
nuada (ATR-FTIR, por sus siglas en inglés: Atte-
nuated Total Reflection-Fourier Transform Infra-
Red  Spectroscopy). 

La eficacia de atrapamiento puede evaluarse 
como i) la capacidad de encapsulación (CE), 
expresada en la relación de principio activo 
entre cantidad total de otros componentes de 
las micropartículas, o ii) la eficiencia de en-
capsulación (EE), que se define en términos de 
porcentaje o fracción del principio activo pre-
sente en el sistema y la cantidad del principio 
activo inicial (Paul y col., 2012; Kim y col., 2014). 
La eficacia de microencapsulación puede ver-
se afectada por la concentración y peso mole-

cular del biopolímero, el método de prepara-
ción, la solubilidad del fármaco y del políme-
ro, las interacciones fármaco-polímero y la ta-
sa de evaporación del solvente (Jyothi y col.,
2010;  Bale  y  col.,  2016).    

Evaluar la cinética de liberación de los mi-
croacarreadores determina la cantidad de me-
dicamento disponible y el tiempo que tarda en 
hacerlo (Kim y col., 2014; Zhao y col., 2016). 
Los modelos de cinéticas se ajustan a: i) di-
fusión, donde el mecanismo obedece a la velo-
cidad con la que el líquido traspasa la mem-
brana de polímero y la velocidad con la que 
el MB migra de la microesfera (Singh y col., 
2010); ii) disolución, que depende del grado de
solubilidad del polímero y del biofármaco en 
fluidos biológicos (Bittner y col., 1998; Singh y 
col., 2010), iii) erosión, proceso complejo que 
implica la hinchazón, difusión y disolución del 
sistema  (Mohammed  y  col.,  2017).
 
La caracterización integral de estos sistemas 
permite brindar seguridad y certeza a las for-
mulaciones desarrolladas, al asegurar la bio-
compatibilidad con los tejidos. La biocompa-
tibilidad es la habilidad que tiene el material 
de no inducir, directa o indirectamente, res-
puestas inflamatorias (Rokstad y col., 2014). Di-
versos estudios relacionan las propiedades fi-
sicoquímicas, como peso del polímero, tamaño, 
forma, carga del sistema y vías de degradación, 
con el desarrollo de respuestas inmunes (An-
dorko y col., 2017). Por ejemplo, el tamaño de
partícula es capaz de influenciar la distribu-
ción biológica y limita la vía de administra-
ción. Micropartículas diseñadas para liberación
oral, con un diámetro medio de 11 µm, pueden 
localizarse en el intestino (placas de Peyer), 
mientras que las micropartículas de 5 µm son 
trasladadas del intestino de rata al bazo por
el sistema linfático (Benne y col., 2016; Sava-
ge y col., 2019; Alqahtani y col., 2020). La for-
ma de la partícula influye en esta internaliza-
ción, ya que el proceso depende de la interac-
ción del sistema con células fagocíticas (célu-
las dendríticas); partículas esféricas favorecen 
este proceso, mientras que formas cilíndricas 
pueden decrecer la eficacia de la vía de trans-
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porte, partículas con otras formas favorecen la 
presentación de antígenos (Savage y col., 2019). 
Durante el metabolismo, las partículas son de-
gradadas y esto favorece la liberación del prin-
cipio activo, sin embargo, los productos de de-
gradación pueden tener propiedades químicas 
diferentes al material inicial, por lo que pue-
den interaccionar de manera distinta con cé-
lulas del sistema inmune y los tejidos; estas 
interacciones no siempre son benéficas; los 
productos de degradación de materiales, co-
mo los poliésteres, pueden ser empleados co-
mo adyuvantes en la fabricación de vacunas 
(Andorko y col., 2017). El desarrollo de efec-
tos no deseados se puede evaluar mediante 
ensayos in vitro, que precisan la interacción 
entre las micropartículas o nanopartículas con
diferentes sistemas celulares. Los ensayos in 
vitro detallan posibles modificaciones en el 
crecimiento, reproducción y morfología celular
(Li y col., 2015). En la Tabla 4 se exponen al-
gunas de las principales pruebas in vitro para
evaluar la citotoxicidad o viabilidad celular por 
parte de los materiales empleados para la fa-
bricación de sistemas en escala nano o micro-
métrica. 

Caracterización integral de estabilidad de 
biofármacos  como  proteínas  terapéuticas  
Los medicamentos biotecnológicos dependen 

de su estructura para ejercer actividad bioló-
gica (eficacia), por lo que el sistema y méto-
do de microencapsulación deben asegurar la 
integridad del MB (Paul y col., 2012). La pér-
dida de esta estructura (calidad) podría lle-
var a la formación de productos de degrada-
ción que potencialmente minimizan el efecto 
terapéutico y modifican las propiedades far-
macocinéticas y fármacodinámicas de los MB,
lo que conllevaría la presencia de diferentes
efectos adversos y respuestas inmunes no de-
seadas (seguridad) (Butreddy y col., 2020; Schus-
ter  y  col.,  2020).

La integridad de una proteína farmacéutica 
puede ser estudiada en términos de estabili-
dad física y química. La degradación química 
incluye procesos de desamidación, isomeriza-
ción, hidrólisis y oxidación, mientras que la 
degradación física es evidenciada por la for-
mación de agregados que llevará invariable-
mente a un decaimiento en la actividad bioló-
gica (Kim y  col., 2014). 

La estabilidad se determina en parámetros crí-
ticos de calidad (Tabla 5), los cuales depen-
den de los atributos relacionados con la es-
tructura y función biológica del MB. Los prin-
cipales parámetros son, i) pureza del pro-
ducto, ii) presencia de agregados de alto peso 

Método Ensayo Material Bibliografía 

Apoptosis Anexina V Alginato Sáenz-del-Burgo-Martínez y 
col. (2018)

Hemolisis/necrosis Ensayo LDH 
Ensayo MTT Dextrano Ribeiro y col. (2013)

Khalkhali y col. (2015); 

Peroxidación de 
lípidos  (Especies 
reactivas de oxígeno)

TBA Nanocápsulas Charão y col. (2019)

Citocompatibilidad  Viabilidad celular TBA
Viabilidad celular (LDH)

Alginato 
Nanopartículas 

Berger y col. (2017); 
Calasans-Maia y col. (2019)

Tabla 4.  Principales  ensayos  in  vitro  para  evaluar  biocompatibilidad  y  citotoxicidad.
Table 4.  Main  in  vitro  trials  to  evaluate  biocompatibility  and  cytotoxicity.

MTT = bromuro de 3-(4, 5- dimetiltiazol-2-ilo)-2, 5-difeniltetrazol; TBA = ácido tiobarbitúrico; LDH = lactato des-
hidrogenasa.
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molecular, iii) la estructura de orden superior; 
iv) análisis de isoformas, v) ensayos de activi-
dad  biológica  (Kim  y  col.,  2014). 

La determinación de agregados, partículas o 
fragmentos es un atributo crítico de calidad, 
el cual se relaciona directamente con la efica-
cia y seguridad de las proteínas terapéuticas 
(Wagh y col., 2018). La cromatografía de ex-
clusión por tamaño (SEC-HPLC, por sus siglas 
en inglés: Size Exclusion Chromatography) y la
electroforesis capilar (CE, por sus siglas en in-
glés: Capillary Electrophoresis) son las técni-
cas empleadas para analizar las variantes de 
peso (Kirchhoff y col., 2017; Wagh y col., 2018). 

Las variantes de carga pueden ser seguidas 
mediante cromatografía aniónica (IEX, por sus 
siglas en inglés: Ionic Exchange Chromatogra-
phy) o Electroforesis Capilar (EC); las diferen-
cias en este parámetro afectan directamente
los perfiles farmacocinéticos y farmacodiná-
micos (Zhao y col., 2016; Kirchhoff y col., 2017). 
La estructura de orden superior (secundaria y
terciaria) puede ser determinada por cristalo-
grafía, dicroísmo circular (DC) o calorimetría 
diferencial  de  barrido  (DCS). 

Por otra parte, los modelos in vitro permiten 
describir el comportamiento del biofármaco li-
berado, mientras que los modelos in vivo de-

Parámetro Atributo Método de control y/o caracterización

Estructura primaria 
Peso de la cadena ligera y pesada 

Masa intacta 
Secuencia de aminoácidos 

LC-ESI-MS 
LC-ESI-MS

Mapeo peptídico 
Secuenciación 

Estructura de orden 
superior Estructura secundaria y terciaria

Dicroísmo circular 
Intercambio de hidrógeno/deuterio

Cristalografía

Otras modificaciones Oxidación                               
Deamidación

RP-HPLC 
Mapeo peptídico 

Cromatografía de intercambio aniónico 
Cromatografía de intercambio iónico 

MP

Heterogeneidad de 
tamaño 

Agregación                          
Fragmentación

Cromatografía de exclusión por tamaño 
Ultracentrifugación 

Microscopía 
Electroforesis capilar 

SDS-PAGE 
RP-HPLC

Actividad biológica  
Unión blanco terapéutico a 

receptor  
Bioactividad

Trasposomas 
ELISA 

Ensayos en modelos animales  

LC-ESI-MS = cromatografía de líquidos acoplado a espectrometría de masas de ionización por electrospray; 
SDS-PAGE = electroforesis en una sola dimensión; RP-HPLC = cromatografía de líquidos de alta resolución en fase 
reversa .
Fuente: modificado a partir de Sekhon y Saluja (2011). 

Tabla  5.  Principales  técnicas  de  caracterización  de  proteínas. 
Table  5.  Main  techniques  for  proteins  characterization.
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tallan su biodisponibilidad en fluidos biológi-
cos (Andhariya y Burgess, 2016), en tanto que
los modelos animales deben asegurar: i) la eva-
luación a largo plazo en las formulaciones y 
ii) la medición de anticuerpos neutralizantes 
(Andhariya  y  Burgess,  2016). 

La pérdida de estabilidad involucra respues-
tas celulares complejas, que dan como resul-
tado la formación de citocinas pro-inflamato-
rias, reacciones de hipersensibilidad (reaccio-
nes alérgicas y anafilaxia) hasta la formación
de anticuerpos neutralizantes (anticuerpos que 
inhiben la actividad biológica deseada del MB), 
además de la presencia de síntomas como do-
lor, anemia y fiebre, que darán como resulta-
do modificaciones en las propiedades farma-
cocinéticas del MB (mayor aclaramiento re-
nal y menor eficacia terapéutica) (Schellekens, 
2002;  Laptoš  y  Omersel,  2018). 

Aplicaciones  
Algunos microacarreadores empleados para la 
liberación de medicamentos biotecnológicos se 
resumen  en  la  Tabla  6.  

La insulina recombinante es el tratamiento de 
elección para combatir la diabetes mellitus, pa-
decimiento que afecta a más de 439 millones 
de adultos en el mundo. En el trabajo publicado
por Bowey y col. (2013) se caracterizaron las
micropartículas de alginato e insulina obteni-
das por la técnica de secado por aspersión. El 
resultado fueron micropartículas con un diá-
metro medio de 2.1 ± 0.3 µm, de forma esfé-
rica y una eficiencia de carga del 38.2 ± 9.5 %. 
Se determinó por microscopia confocal la pre-
sencia de una distribución matricial de insuli-
na en las micropartículas. El bioensayo in vi-
tro, para la determinación de la potencia bio-
lógica, consistió en medir la fosforilación in-

Familia de 
biofármacos Proteína encapsulada Matriz Bibliografía

Enzimas 

Heparina                   
Lisozima      

Glucógeno fosforilasa 
Fasudil

Alteplasa

Dextranos
PSA

Microesferas porosas de 
Ca2CO3

Li y col. (2000); 
Nguyen y O’Rear (2017); 
Correa-Paz y col. (2019); 

Han y col. (2020); 
Mietzner y col. (2020)

Hormonas 

Insulina               
Somatropina            

Albúmina                 
Filgrastim        

Eritropoyetina        
Interferón

Factor de crecimiento de 
fibroblastos

Factor de coagulación 

Alginato
PLA 

PLGA
Ácido hialurónico 

Parafina 
Liposomas 

PLGA
 PLA

PLGA
Gelatina
Alginato

Bittner y col. (1998); 
Katti y Krishnamurt (1999); 

Diwan y Park (2003); 
Hahn y col. (2004); 
Yang y col. (2010); 

Bowey y col. (2013); 
Kiafar y col. (2016);  
Kim y Kim (2016);  

Gravastrand y col. (2017); 
Lan y col. (2017); 

Zhang y col. (2018); 
Wang y col. (2019)

Anticuerpos 
Anti TNF-α                         

Antimesotelina  
Anti p46

Trastuzumab 

PLGA
Silicio poroso 

Metacrilato

Macura y col. (2013); 
Marquette y col. (2014); 

Horák y col. (2017); 
Nifontova y col. (2019)

Tabla  6.  Ejemplos  de  microformulaciones. 
Table  6.  Examples  of  microformulations.
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tracelular de la proteína quinasa B (PKB, por 
su siglas en inglés: Protein Kinase B) en la lí-
nea celular L6 de mioblasto (rata), donde la 
insulina liberada de las partículas presentó un
88 ± 15 % de actividad, demostrando que el se-
cado por aspersión no impacta de forma signi-
ficativa  la  estructura  de  la  proteína. 

Mientras que en el trabajo de Zhang y col. (2018)
se diseñaron microesferas de finas capas de po-
livinil-sulfato y ácido poliláctico cargadas con 
insulina. El tamaño de las microesferas fue de
5.25 ± 0.15 µm, con una eficiencia de carga del 
33.7 ± 0.19 % y una liberación de 111.33 ± 1.15 mg/g 
de insulina. El ensayo de eficacia  preclínica in vi-
vo consistió en probar el control glicémico de la 
formulación, en un modelo animal de diabetes ti-
po II, mediante la inducción del estado hipergli-
cémico en ratas hembra Sprague Dawley con la
administración intraperitoneal de estreotozoto-
cina (55 mg/kg). Se formaron seis grupos expe-
rimentales (n = 10) que recibieron tratamiento 
como se describe a continuación: grupo control 
(solución salina vía oral), grupo control negativo 
(200 U/kg insulina vía oral), grupo control po-
sitivo (5 U/kg insulina subcutánea) y tres grupos 
experimentales  (100 U/kg, 200 U/kg y 300 U/kg, 
todos vía oral). Se logró demostrar que los tra-
tamientos ejercieron un control glucémico de-
pendiente de la dosis, lo cual sugiere un méto-
do prometedor para la obtención de microesfe-
ras cargadas con MB (Zhang y col., 2018). Es-
tos trabajos evidencian que la insulina presen-
te en ambos sistemas se encuentra activa, a pe-
sar de haberse obtenido por metodologías dife-
rentes.
 
La osteoclasis mandíbular, asociada a medi-
camentos como los bisfosfonatos, genera pro-
blemas en pacientes medicados que requieren 
extracciones dentales, con la finalidad de dis-
minuir los efectos colaterales de este trata-
miento. Erten-Taysi y col. (2019) demostraron 
la exitosa fabricación de microesferas de qui-
tosano cargadas con hormona paratiroidea hu-
mana por el método de gelación. Las micro-
esferas cargadas tienen un tamaño promedio 
de 0.61 µm, con un valor de potencial z de (+) 
18.5 mV. Se compararon varias formulaciones, 

pero las partículas con la proporción 3:1 de 
quitosano y hormona evidenciaron la efica-
cia de encapsulación más alta, con un 72.9 ± 
4.84 % de hormona, porcentaje que decreció 
dramáticamente al modificar la relación. El 
estudio in vivo consistió en la observación del 
proceso necrótico. Después de la extracción de 
tres molares superiores en ratas hembra Spra-
gue-Dawley de 6 semanas, las cuales fueron alea-
torizadas en 4 grupos (n = 12), como se des-
cribe a continuación: grupo control (la cura-
ción de los animales se permite sin la admi-
nistración de tratamientos), grupo control ne-
gativo (se colocan 30 µL de formulación con 
microcápsulas vacías en la región subperios-
tal) y 2 grupos experimentales. El grupo expe-
rimental 1 recibió hormona paratiroidea con-
tenida en un hidrogel (0.05 µg/µL por 3 d), 
mientras que el grupo experimental 2 fue tra-
tado con una sola administración de microes-
feras (0.233 µg/L de hidrogel). En los días 10 y 
21 después de la extracción dental, 6 anima-
les de cada grupo fueron sacrificados para el 
análisis histomorfométrico. En ambos casos se 
observó un proceso necrótico, inferior en aque-
llos animales que recibieron una sola dosis de 
microesferas, a diferencia de aquellos que re-
cibieron dosis repetidas de hormona paratiroi-
dea  (Erten-Taysi  y  col.,  2019). 

La hormona de crecimiento representa una 
alternativa de tratamiento para infantes con 
trastornos del crecimiento, falla renal o sín-
drome de Turner. Los problemas asociadas a 
las limitaciones de la proteína la confinan a la 
administración intramuscular (IM), dando co-
mo resultado inflamación en el sitio de admi-
nistración y un pobre apego al tratamiento. En 
el trabajo presentado por Kang y col. (2014) 
se desarrollaron microesferas de dextranos con 
PLGA cargadas con hormona de crecimiento 
por el método de doble emulsion. La caracteri-
zación de estas microesferas evidenció partícu-
las con un diámetro medio de 40 µm a 100 µm. 
Mientras que la caracterización de la integri-
dad de la proteína se realizó mediante croma-
tografía de exclusión por tamaño, para evaluar 
la presencia de fragmentos, y microscopia de 
dicroísmo circular, para determinar la estruc-
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tura de orden superior. La formulación de dex-
trano con PLGA y somatropina no desnatu-
ralizó de forma significativa al MB, al no de-
caer la presencia del monómero que confor-
ma la proteína. La estructura de orden su-
perior se determinó por comparación de la  
microscopia DC de una solución de proteína
fresca y proteína contenida en el sistema de 
micropartículas. Los resultados no sugieren di-
ferencia significativa en este parámetro, por 
lo que se asume que la proteína tendrá efecto 
biológico. 

El ensayo de liberación in vivo consistió en 
la determinación de los niveles de hormona 
de crecimiento en plasma, en ratas hembra 
Sprague Dawley que fueron aleatorizadas en 
3 grupos (n = 5) que se detallan a continua-
ción: grupo control (recibe hormona de creci-
miento, 5 mg/kg vía subcutánea), grupo experi-
mental 1 (microesferas de dextrano con PLGA, 
5 mg/kg vía subcutánea) y grupo experimen-
tal 2 (microesferas sin la presencia de dextra-
nos, 5 mg/kg vía subcutánea). Los días 1, 2, 3, 
4, 5, 6, 7, 8, 10, 12, 15 y 28 se tomó una mues-
tra de sangre para la cuantificación de hormo-
na de crecimiento, mediante un kit de ELISA 
(por sus siglas en inglés: Enzyme-Linked Im-
munosorbent Assay). Las curvas de concentra-
ción de hormona de crecimiento sérica versus 
el tiempo permitieron visualizar un aumento 
de concentración media después de la dosis. 
Los resultados evidenciaron una mayor con-
centración de hormona de crecimiento en suero 
y un perfil de liberación lento, hasta por 40 d
en las microesferas de dextrano con PLGA, en 
comparación con las microesferas sin la pre-
sencia de dextrano, lo que sugiere un sistema
altamente efectivo para la liberación controla-
da  de  hormona  de  crecimiento. 

El modelo in vivo de eficacia consistió en 
evaluar la ganancia de peso en ratas macho 
Sprague Dawley hipofisectomizados de 6 sema-
nas y tratados con un agente inmunosupresor 
(tacrolimus 50 g vía sc). Los animales de estu-
dio fueron aleatorizados en 4 grupos (n = 5) 
para recibir tratamiento, de esta manera: grupo
control negativo (solución salina), grupo con-

trol positivo (solución de hormona de creci-
miento, 6 mg/kg por 30 d) y dos grupos ex-
perimentales: grupo experimental 1 (6 mg/kg 
de microesferas sin dextranos vía subcutá-
nea) y grupo experimental 2 (6 mg/kg de mi-
croesferas con dextranos vía subcutánea). La 
ganancia de peso se determinó cada 24 h por 
40 d. Los resultados obtenidos con el modelo 
de eficacia abordado fueron consistentes con 
el modelo in vitro; el modelo in vivo confirmó 
un aumento de peso, superior del día 6 hasta 
el día 40 en aquellos animales tratados con 
microesferas de dextrano y PLGA, en compa-
ración con el grupo control. Los resultados de-
mostraron el desarrollo de una formulación
de liberación controlada estable y con eviden-
cia de actividad biológica (eficacia) de la hor-
mona  de  crecimiento.

La microencapsulación o formación de micro-
esferas de proteínas farmacéuticas, empleando 
biopolímeros para modificar la vía de admi-
nistración, el régimen de dosificación o contro-
lar la liberación de medicamentos biotecnoló-
gicos, se han estudiado arduamente, con la fi-
nalidad de caracterizar los procesos de fabri-
cación de manera integral para asegurar que 
los MB no pierdan su estructura y por ende 
presenten menor actividad biológica y mayor 
inmunogenicidad, por lo que este trabajo des-
cribe las principales técnicas de caracterización 
de microesferas y proteínas farmacéuticas, pa-
ra asegurar la viabilidad de estos sistemas de  
encapsulación.

CONCLUSIONES
El éxito de los microacarreadores como sis-
temas de liberación de medicamentos biotec-
nológicos está basado en la integridad de las 
proteínas farmacéuticas, a través del proceso 
de microencapsulación. Las nuevas estrategias 
para el desarrollo de microacarreadores se 
sustentan en la exploración y explotación de 
biopolímeros altamente biotolerables, de baja 
inmunogenicidad y fácil degradación en flui-
dos biológicos, así como en la optimización 
de los parámetros en cada método, para obte-
ner sistemas con altos porcentajes de carga y 
de rendimiento, evitando la desnaturalización 
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de las proteínas farmacéuticas. Las vías de de-
gradación de biopolímeros y la falta de estabi-
lidad de las proteínas podrían conducir al fra-
caso terapéutico y al desarrollo de reacciones 
inmunes no deseadas, como procesos inflama-

torios y la aparición de anticuerpos neutrali-
zantes. La caracterización integral de los micro-
acarreadores debe ser gradual y enfocada en la 
seguridad tanto del biopolímero empleado co-
mo  de  las  proteínas  ensayadas.
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