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RESUMEN
La vía nasal es una de las rutas más prometedoras para la administración efectiva de péptidos y proteínas hacia 
el sistema nervioso central, por la permeabilidad de la mucosa nasal. Sin embargo, estas macromoléculas tienen 
características como el peso molecular, el rápido aclaramiento mucociliar y la degradación enzimática que limitan 
su biodisponibilidad. Este trabajo resume de forma crítica los factores que intervienen en el diseño de sistemas de 
liberación nasal de péptidos y proteínas. Se exponen propiedades físico-químicas de las biomoléculas y del diseño 
de la formulación que infl uyen en su biodisponibilidad y estabilidad. Se presenta un análisis de la infl uencia de 
algunos excipientes que actúan como estabilizantes, preservativos antimicrobianos, promotores de la absorción y 
polímeros bioadhesivos, así como el dispositivo de administración. La administración intranasal de moléculas in-
volucradas en la neuroprotección endógena es una propuesta reciente en el desarrollo de nuevos neurofármacos. 
Los factores neurotrófi cos, el interferón β-1b, la rH-EPO, la Neuro-EPO y la insulina son algunos de los productos 
biotecnológicos que se administran por esa vía, y suelen poseer elevada potencialidad neuroprotectora durante las 
fases aguda y crónica de las enfermedades neurológicas. 
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ABSTRACT
Factors involved in the design of nasal delivery systems for peptides and proteins. Because the nasal mucous 
is one of the most permeable areas, the intranasal delivery route is the most promising for proteins and peptides to 
reach the central nervous system (CNS). Nevertheless certain aspects of these macromolecules limit their bioavail-
ability, such as molecular weight, the rapid mucociliary clearance mechanism and enzymatic degradation. This paper 
critically summarizes the factors participating in the design of systems for the nasal delivery of peptides and proteins. 
The physicochemical properties of the biomolecules and features of the formulation design that directly infl uence their 
bioavailablity and stability are presented. Pharmaceutical aspects include an analysis of the infl uence of excipients 
that act as stabilizers, antimicrobial preservatives, absorption enhancers, and bioadhesive polymers as well as the 
administration device. The use of molecules involved in endogenous neuroprotection administered intranasally is a 
recent proposal in the development of new drugs. Neurotrophic factors, interferon beta-1b, erythropietin (i.e.: rH-
EPO, Neuro-EPO) and insulin, are among the biotechnology products administered intranasally. These new products 
show greater therapeutic potential as putative neuroprotectors in neurological diseases, both for treatment during 
the acute phase, and for the chronic stage.
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Introducción
La administración de fármacos por la vía nasal se em-
plea desde hace varios años para lograr una terapia 
efectiva y no invasiva. Por la superfi cie que abarca, 
su gran vascularización y las características del epi-
telio, la mucosa nasal es altamente permeable, lo que 
acelera el efecto terapéutico. De esta forma se evita el 
metabolismo hepático desde el primer paso y favorece 
la liberación rápida de la sustancia activa [1, 2]. 

De modo que es una opción viable y atractiva para 
el suministro de macromoléculas como péptidos y 
proteínas. Sin embargo, algunas propiedades de estos 
compuestos hacen que su biodisponibilidad sea baja 
(1-3 % de absorción sistémica) [3, 4] y menos del 1 % 
hacia el sistema nervioso central (SNC) en ausencia 
de promotores de absorción [5]. 

La vía nasal es una de las rutas más prometedoras 
para la administración de macromoléculas, debido a 
que la mucosa nasal es una de las superfi cies más per-
meables. Las mayores limitaciones para la absorción 
de fármacos por esta vía se relacionan con la difi cul-
tad para transportar macromoléculas con un tamaño 
superior a 1 kDa a través de las membranas, así como 
por el rápido aclaramiento mucociliar y la degrada-
ción enzimática [2]. 

Durante el desarrollo de un nuevo producto farma-
céutico se siguen estrategias para aumentar la biodis-
ponibilidad de los péptidos y proteínas. Una de ellas 
es la incorporación de excipientes que promuevan la 
absorción, aumenten el tiempo de residencia del fár-
maco en la cavidad nasal e inhiban la degradación 
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enzimática. También es importante una adecuada se-
lección de excipientes que eviten la contaminación 
microbiológica y garanticen la estabilidad de la pro-
teína en la formulación. El dispositivo de administra-
ción debe escogerse cuidadosamente pues incide en la 
efectividad terapéutica del medicamento [6]. 

En este trabajo se analizan críticamente los prin-
cipales factores biológicos, físico-químicos y farma-
céuticos que infl uyen en el diseño de formulaciones 
de péptidos y proteínas para su administración nasal. 
Además se presentan algunos de los productos bio-
tecnológicos que se suministran por esa vía, y poseen 
mayores potencialidades de efectividad como agentes 
protectores en enfermedades neurológicas. 

Factores anatómicos y fi siológicos
La cavidad nasal tiene una importante función pro-
tectora pues permite fi ltrar, calentar y humidifi car el 
aire inhalado para conducirlo a las regiones del tracto 
respiratorio (el septo nasal, la región respiratoria, la 
región olfatoria y la nasofaringe). Se considera que la 
región respiratoria es la más permeable, porque ocupa 
mayor área y está densamente vascularizada. La com-
posición celular y la organización de su capa epitelial 
maximizan el acceso del aire a las estructuras donde 
están los detectores neuronales [7-10]. En la región 
olfatoria se esparcen las neuronas con receptores ol-
fatorios, entre las células de sostén y las células bása-
les, formando el epitelio olfatorio. Estas células son 
neuronas sensoriales bipolares que median el sentido 
del olor y llevan la información sensorial del ambiente 
periférico al SNC, a través de las dendritas que se ex-
tienden en la capa mucosa del epitelio olfatorio.

Cuando un fármaco se administra por la vía nasal, 
normalmente una parte de la formulación se remueve 
por el aclaramiento mucociliar, que la traslada hacia 
la nasofaringe y de ahí al tracto gastrointestinal, don-
de se elimina. En dependencia de las características 
físico-químicas del fármaco y del sitio de su deposi-
ción, este puede seguir varias vías. Existen evidencias 
de que los principios activos de bajo peso molecular 
y con características hidrofóbicas poseen elevados 
niveles de absorción sistémica o paso al torrente san-
guíneo en la región respiratoria. Las macromoléculas 
hidrofílicas, como proteínas y péptidos, en ausencia 
de promotores de absorción, presentan una biodispo-
nibilidad baja [3, 9, 11]. 

Una vez en el torrente sanguíneo, los fármacos se 
distribuyen a los tejidos y órganos. Las macromolécu-
las con un peso molecular inferior a 600 Da y carac-
terísticas lipofílicas pueden atravesar la barrera hema-
toencefálica e incorporarse al líquido cefalorraquídeo 
(LCR) y a los tejidos del SNC. 

Se plantea que las macromoléculas penetran al 
LCR por dos vías: la olfatoria y la del trigémino. Las 
moléculas que llegan al epitelio olfatorio pueden en-
trar en las dendritas de estas neuronas por pinocitosis, 
difusión simple o por endocitosis, mediado por recep-
tores, y se transportan lentamente a través del axón 
del nervio olfatorio [5]. Si las moléculas encuentran 
discontinuidades entre las células de sostén produci-
das por la sistemática renovación de este epitelio, a 
partir de las células basales y las hendiduras entre las 
células sustentaculares y el receptor, puede ocurrir un 
rápido movimiento al SNC [9, 12]. Por ello, la barrera 

en la zona nasal hacia el SNC puede ser favorable-
mente permeable por la constante formación de neu-
ronas olfatorias.

La aplicación intranasal de fármacos permite su 
rápida incorporación a la circulación sistémica atra-
vesando el epitelio nasal y penetrando los capilares 
del tejido submucosal. El movimiento generado por la 
bomba perivascular puede promover una rápida dis-
tribución de las moléculas terapéuticas en el cerebro 
[5, 13, 14].

Aunque en el cerebro no hay sistema linfático con-
vencional, algunos estudios fi siológicos han revelado 
un drenaje linfático del cerebro a los ganglios linfá-
ticos cervicales signifi cativo desde el punto de vista 
inmunológico [15]. Si la sustancia activa permanece 
en el fl ujo linfático, eventualmente puede aparecer en 
la circulación sanguínea sistémica y contribuir a la vía 
sistémica nasal [16]. El paso de las moléculas al SNC 
por la vía nasal es importante y funcional, lo cual se 
evidencia porque llegan sin que antes penetren a la 
sangre en magnitudes apreciables [5, 17].

Barreras que limitan la absorción de proteínas 
y péptidos 
El factor más importante que limita la absorción nasal 
de fármacos polares y especialmente de moléculas de 
alto peso molecular, como péptidos y proteínas, es la 
baja permeabilidad de la barrera hematoencefálica. 
Para la absorción de un fármaco, este debe atravesar 
el epitelio nasal respiratorio u olfatorio en dependen-
cia del sitio de la deposición de la formulación. Se ha 
demostrado que las macromoléculas pueden atravesar 
el epitelio nasal mediante difusión pasiva o endocito-
sis, aunque en cantidades muy limitadas y en un tiem-
po relativamente prolongado. Las células del epitelio 
nasal están interconectadas por el lado apical median-
te las uniones estrechas que controlan la difusión de 
iones y moléculas. Estas zonas son estructuras diná-
micas, regulables y pueden abrirse o cerrarse en de-
pendencia de las condiciones extracelulares. Debido 
a que la actividad proteolítica es menor en el espacio 
extracelular en comparación con la presencia de enzi-
mas citosólicas en el espacio intercelular se considera 
la vía más factible para el transporte de proteínas y 
péptidos [18-20]. 

Otro factor que incide es el rápido aclaramiento 
mucociliar, de especial relevancia en este tipo de bio-
moléculas que no atraviesan fácilmente el epitelio na-
sal. Las formulaciones nasales líquidas y polvos que 
no tienen incorporados mucoadhesivos se aclaran por 
esta vía entre 15 y 20 minutos [1]. 

Un tercer factor que interviene, aunque en menor 
grado, es la posibilidad de la degradación enzimática 
en el lumen del epitelio nasal, donde hay exopepti-
dasas que actúan sobre los enlaces N y C terminales 
(mono y diaminopeptidasas) y endopeptidasas que 
pueden actuar sobre los enlaces internos de los pépti-
dos [1, 19, 20]. Sin embargo, los niveles de peptidasas 
en el epitelio nasal son menores que los del tracto gas-
trointestinal, lo que hace que esta vía sea menos sus-
ceptible de degradación enzimática que la oral [21]. 

Factores físico-químicos
El peso y el tamaño molecular, la solubilidad y la 
lipofi lidad son determinantes en la absorción de los 
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agentes terapéuticos. La biodisponibilidad de fárma-
cos con una masa molecular superior a 1 kDa puede 
estar determinada por su peso molecular y por otras 
propiedades físico-químicas. La permeabilidad de los 
fármacos con un tamaño molecular inferior a 300 Da 
no está signifi cativamente infl uenciada por las propie-
dades físico-químicas, por la mayor permeabilidad 
mediante canales acuosos en la membrana [22]. 

Peso molecular
A mayor peso molecular existe menor coefi ciente de 
difusión. Las moléculas de masa molecular inferiores 
a 1 kDa atraviesan la membrana celular; de lo contra-
rio, no la atraviesan fácilmente, al menos por difusión 
pasiva [23, 24].

Algunas investigaciones evidencian cómo infl uye 
el peso molecular en la biodisponibilidad de las ma-
cromoléculas en ausencia de promotores de la absor-
ción (Tabla 1). 

Hidrofobicidad e hidrofi lidad
La distribución y el número de los residuos hidrofóbi-
cos en la biomolécula es una propiedad que determina 
su solubilidad en un solvente. Los grupos hidrofóbicos 
tienden a concentrarse en el interior de las moléculas 
de proteínas, aunque muchos quedan expuestos en la 
superfi cie y determinan su comportamiento, como la 
carga y otros grupos polares [31, 32]. 

Las proteínas son compuestos con características 
esencialmente hidrofílicas; por ejemplo, para la in-
sulina se reporta un valor de coefi ciente de partición 
butanol/agua de -1.08 [33]. Varios estudios reportan 
el efecto de la lipofi licidad en la absorción por vía na-
sal, pero en la mayoría de los casos se han empleado 
fármacos de bajo peso molecular y altos valores de 
coefi ciente de partición [34-36]. Sakane et al. estudia-
ron la relación entre el transporte hacia el LCR a partir 
de la cavidad nasal y la lipofi licidad usando sulfona-
midas hidrofílicas en tampón fosfato con diferentes 
coefi cientes de partición octanol/agua (0.012, 0.250, 
0.261 y 0.892). Se observó una correlación signifi ca-
tiva entre la concentración de la droga en el LCR y el 
incremento de la lipofi licidad, lo qiue demostró una 
mayor absorción a mayor lipofi licidad [37]. 

Estabilidad físico-química
Uno de los mayores desafíos en el desarrollo de for-
mulaciones líquidas de proteínas y péptidos es su 
inestabilidad físico-química, con independencia de la 
vía de administración. La inestabilidad física más co-
mún de las proteínas es la agregación, que puede dis-
minuir la actividad biológica, la solubilidad y alterar 
la inmunogenicidad, aunque esto no es lo usual. No 
obstante, la presencia de cualquier agregado insoluble 
en una solución farmacéutica de proteína es inacepta-
ble. La agregación de proteína puede ser inducida por 
una variedad de factores físicos tales como tempera-
tura, fuerza iónica, agitación y adsorción superfi cial/
interfasal. Estos factores pueden incrementar el área 
superfi cial hidrofóbica de las proteínas y causar agre-
gación [38]. Algunos estudios han demostrado que la 
agregación de proteínas generalmente se incremen-
ta con el aumento de la concentración debido a que 
se hacen mayores las interacciones intermoleculares 
[39-41]. 

Las proteínas están sujetas a una variedad de mo-
difi caciones químicas debidas a reacciones de degra-
dación por desamidación, isomerización, hidrólisis, 
ruptura de puentes disulfuro, beta eliminación, suc-
cinimidación, desglicosilación y oxidación [42]. Las 
reacciones químicas de muchos aminoácidos en la 
proteína requieren cierta fl exibilidad molecular; y por 
tanto, la velocidad de la reacción se favorece en los 
péptidos pequeños o en estado de desnaturalización. 
Mantener la conformación nativa de la proteína prote-
ge, previene o inhibe potenciales degradaciones quí-
micas. Las reacciones químicas no siempre afectan la 
conformación y la bioactividad. Ello está infl uenciado 
por la localización e importancia del residuo transfor-
mado [38, 43]. 

Factores farmacéuticos

Forma farmacéutica
Las soluciones acuosas para administración nasal son 
la forma farmacéutica más ampliamente utilizada, a 
pesar de su rápido aclaramiento. Existen formulacio-
nes de soluciones oleosas, suspensiones, emulsiones, 
geles, polvos nasales y otros sistemas de liberación 
de fármacos más novedosos como los liposomas,  las 
microesferas y las nanopartículas [44-46]. Sin embar-
go, son limitados los informes para emulsiones y un-
güentos. Las formulaciones de polvos se presentan en 
combinación con bioadhesivos, y su mayor limitación 
está asociada a un mayor nivel de irritación de la mu-
cosa nasal [47-50]. 

En la literatura, con frecuencia se describen los ge-
les a partir de quitosana y derivados del ácido polia-
crílico. Su principal ventaja es que reducen el goteo 
o pérdida del medicamento después de la administra-
ción y retardan el aclaramiento mucociliar. Un ejem-
plo de ello es el gel nasal de insulina como alternativa 
a la administración parenteral [51-53].

Las formas novedosas de administración de fárma-
cos, principalmente como microcápsulas, liposomas, 
microesferas y nanopartículas, aíslan el ingrediente 
farmacéutico activo del exterior, al incorporarlo en 
una matriz polimérica o lipídica para su liberación de 
forma controlada. De esta manera se reducen las apli-
caciones y aumenta su biodisponibilidad, al inhibir la 
actividad enzimática en la cavidad nasal [44, 45]. Las 
microesferas de almidón biodegradable son los siste-
mas de liberación nasal más ampliamente usados para 
la insulina, la hormona del crecimiento humano y la 
desmoprecina [46]. 

Tabla 1. Biodisponibilidad de péptidos y proteínas administrados por vía nasal en ausencia
de promotores de absorción

Peso molecular 
(Da)

Biodisponibilidad 
(%) Modelo (ruta) ReferenciaPéptidos y proteínas

991 Seres humanos (s.c.)18.0 [25]Octreotide
3432 Seres humanos (i.m.)3.0 [26]Calcitonina de salmón
4118 Seres humanos2.0 [27]Hormona paratiroidea 

(1-34)
5808 Rata

Conejo
0.3
0.9

[28]Insulina

~ 18 800 Rata2.0 [29]G-CSFhr
~ 19 000 Conejo2.9 [30]Interferón-α B/D humano

G-CSFhr: factor estimulador de colonias de granulocitos humano recombinante; s.c.: vía subcutánea; 
i.m.: vía intramuscular.
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Liposomas
Los liposomas son vesículas lipídicas submicroscópi-
cas con una cavidad central acuosa, envuelta por una 
o varias lamelas bimoleculares de lípidos separadas 
entre sí por espacios acuosos. El componente mayo-
ritario de los liposomas son lípidos (fosfolípidos), que 
en un medio acuoso, con una temperatura próxima a 
su temperatura de transición de fase, forman estas es-
tructuras vesiculares cerradas espontáneamente. Los 
liposomas se obtienen con varias metodologías, que 
conducen a la formación de vesículas cuyas caracterís-
ticas dependen del procedimiento seleccionado [54]. 

La estructura vesicular de los liposomas y su pro-
piedad de concentrar sustancias lipofílicas e hidrofíli-
cas, posibilita su uso en formulaciones farmacéuticas 
para la liberación controlada de fármacos. Ello reduce 
la toxicidad potencial de algunos fármacos o potencia 
su biodisponibilidad. Dependiendo de su naturale-
za (composición lipídica, tamaño, carga superfi cial), 
del fármaco encapsulado y de los componentes de 
la forma farmacéutica fi nal, la formulación liposo-
mal puede favorecer la acción local o sistémica. Se 
han obtenido liposomas multivesiculares a partir de 
fosfolípidos y colesterol, empleando la metodología 
de doble emulsión y posterior recubrimiento con los 
agentes mucoadhesivos quitosana y carbopol, para 
la liberación controlada de la insulina recombinante 
humana. En la evaluación in vivo de estos liposomas 
multivesiculares recubiertos, aplicados en ratas por 
vía intranasal, se demostró que los mismos reducían 
los niveles sanguíneos de glucosa por un período de 
hasta 72 horas [55, 56]. 

Nanopartículas
Las nanopartículas son de más reciente creación y se 
clasifi can como sistemas de liberación de fármacos de 
tamaño submicroscópico (1-1000 nm). Se obtienen a 
partir de polímeros naturales o sintéticos. En depen-
dencia de la metodología para su obtención (secado 
por aspersión, evaporación de solvente, separación 
de fase, gelifi cación iónica), el fármaco puede estar 
completamente encapsulado o adsorbido en el sistema 
polimérico [57]. 

La obtención de nanopartículas de antígenos para 
vacunación es un campo en creciente desarrollo, pues 
la superfi cie de la mucosa nasal permite la entrada de 
muchos agentes patógenos, lo que la hace especial-
mente atractiva para inmunización. Además las va-
cunas que más se comercializan actualmente son las 
de antígenos y las de ADN, que son muy inestables y 
necesitan ser protegidas de la degradación enzimática. 
Los vehículos nasales para inmunización que más se 
han empleado son la quitosana base y sus sales, el áci-
do poli-L láctico, el ácido poli D,L láctico-coglicólico 
y el alginato [58-60]. 

En un estudio en ratón se comparó la respuesta 
inmunológica de dos formulaciones, una de nanopar-
tículas cargadas con toxoide tetánico preparadas con 
quitosana, y otra con el antígeno libre. Se comprobó 
que las nanopartículas generaban una mayor respuesta 
de inmunoglobulina G en la sangre [61]. 

Volumen de administración
El volumen de sustancias que se puede administrar en 
la cavidad nasal se limita por su anatomía y tamaño. 

Este puede ser entre 50 y 250 μL, y la cantidad óptima 
está entre 100 y 150 μL en cada fosa nasal. El exceso 
de sustancias se drena rápidamente hacia la nasofarin-
ge y se elimina en el tracto gastrointestinal [3, 62, 63]. 

Se ha estudiado el efecto de la concentración y el 
volumen de la dosis, en la biodisponibilidad y res-
puesta biológica en seres humanos, por ejemplo, de la 
desmoprecina. Para ello se administraron 300 μg de 
desmoprecina en cada fosa nasal, mediante atomiza-
ción, en dosis por volúmenes de 1 × 50 μL, 2 × 50 μL
y 1 × 100 μL en cada fosa nasal, respectivamente. Los 
niveles plasmáticos obtenidos fueron de 20 % para 
dos dosis de 50 μL, 11 % para una dosis de 50 μL y de 
9 % para una dosis de 100 μL. La respuesta biológica 
fue signifi cativamente mayor después de la adminis-
tración de 2 × 50 μL [64]. 

Otro estudio con desmoprecina evidenció mayores 
niveles de absorción con dosis de 100 μL con un acla-
ramiento a los 240 min, en comparación con dosis de 
200 μL, que mostraron un aclaramiento a los 120 min 
[62]. 

En ensayos clínicos pilotos con adultos mayores 
se administró un volumen total de 400 y 600 μL de 
insulina, alternando 100 μL de la formulación en cada 
fosa nasal, cada 15 minutos, con tiempos de adminis-
tración de 30 y 45 minutos, respectivamente, con re-
sultados positivos de efi cacia del producto [65, 66]. 

pH y capacidad tamponante
Para evitar la irritación nasal y las infecciones, se 
debe ajustar el pH de la formulación a administrar a 
valores entre 4.5 y 6.5. Con valores de pH entre 3 y 10 
no ocurren cambios morfológicos en la mucosa, aun-
que sí hay afectación de la frecuencia del movimiento 
ciliar. Los valores de pH fuera de estos rangos causan 
daños irreversibles a la mucosa nasal [67, 68]. Las 
lisozimas de las secreciones nasales responsables de 
la destrucción de las bacterias se inactivan bajo con-
diciones alcalinas. Ello convierte al tejido nasal más 
susceptible de infección microbiana [21]. 

El tipo y la concentración del tampón utilizado 
también se deben tener en cuenta. Se ha evaluado el 
efecto de tres tampones (acetato, citrato y fosfato) a 
una concentración de 0.07 M, 0.14 M y 0.21 M, res-
pectivamente, para valorar su efecto en la integridad 
de la mucosa nasal. Los mayores signos de irritación 
se obtuvieron con el acetato, de modo que existe una 
relación lineal entre el daño de la mucosa y la concen-
tración del tampón. Para seleccionar el tampón más 
adecuado se debe garantizar la solubilidad y estabi-
lidad del fármaco, pero principalmente, el manteni-
miento de la integridad de la mucosa nasal [68]. 

Osmolaridad
Las soluciones ligeramente hipertónicas e isotónicas 
causan daños mínimos a la mucosa nasal, mientras 
que las soluciones hipotónicas le causan daños irre-
versibles. Se acepta que la osmolaridad esté entre 290 
y 500 Omol/kg para el suministro de medicamentos 
por la vía nasal, aunque se prefi ere formular en valo-
res cercanos a 306 Omol/kg para garantizar la ausen-
cia de irritación [4, 68, 69]. Durante el desarrollo de 
formulaciones nasales generalmente se emplean los 
mismos excipientes isotonizantes que se utilizan en el 
diseño de formulaciones parenterales [68]. 
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Preservativos antimicrobianos
Las formulaciones nasales usualmente contienen pre-
servos. Numerosos estudios in vitro e in vivo han ad-
ministrado por vía nasal como preservos: cloruro de 
benzalconio, clorobutanol, parabenos, feniletilalcohol 
y ácido benzoico. Los que contienen mercurio han 
ocasionado un daño irreversible al movimiento ciliar 
por lo cual no deben ser empleados [21]. No existe 
total correspondencia entre los resultados de los es-
tudios in vitro e in vivo sobre el daño provocado por 
los agentes antimicrobianos a la mucosa nasal. En los 
estudios in vivo, el tejido ciliado está protegido por 
la capa de mucus, mientras que in vitro hay una ex-
posición directa, sin la presencia del mecanismo de 
aclaramiento mucociliar, que diluye los componentes 
de la formulación. Esta particularidad pudiera expli-
car las diferencias entre los resultados experimenta-
les publicados en base a los dos sistemas de ensayo. 
En general se prefi eren formulaciones sin preservos, 
pues estos son los compuestos más relacionados con 
la presencia de irritación y rinitis alérgica después de 
un tratamiento prolongado [1]. 

Estabilizantes de proteína
Para mantener la estabilidad biológica de las proteínas 
durante su producción, almacenamiento y transporta-
ción, se emplean agentes estabilizantes; entre ellos, 
azúcares y glicoles, antioxidantes, surfactantes y polí-
meros [38, 42, 63]. 

Azúcares y glicoles
Las concentraciones moderadamente altas de estos 
compuestos inhiben la oxidación de las proteínas, po-
siblemente por depuración del radical hidroxil o por 
acomplejamiento de los iones metálicos de transición. 
Entre los azúcares y glicoles se emplean la glucosa, la 
maltosa, el manitol, el sorbitol, la glicerina, el inositol 
y el polietilenglicol [70]. 

Antioxidantes
La elección del compuesto antioxidante en los es-
tudios de preformulación de proteínas y péptidos se 
difi culta por su posible interacción química con los 
aminoácidos de las cadenas laterales de las biomo-
léculas. En presencia de trazas de iones metálicos se 
prefi ere el ácido ascórbico. Un agente quelante como 
el ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) puede ser 
efectivo al unirse a trazas metálicas contaminantes 
que promueven formación de radicales libres. En 
ausencia de iones metálicos, la cisteína puede actuar 
como un antioxidante efectivo. Para proteger proteí-
nas en membranas lipídicas contra la oxidación por 
la luz se ha empleado con buenos resultados el alfa-
tocoferol [70]. 

Surfactantes no iónicos
Algunos surfactantes, principalmente no iónicos, se 
emplean a bajas concentraciones para estabilizar a las 
proteínas al evitar su agregación en la interfase aire-
líquido o líquido-líquido, y subsecuentemente su des-
naturalización. La adición de surfactantes reduce la 
tensión superfi cial en soluciones acuosas y en ocasio-
nes incrementa la solubilización de la proteína, lo que 
reduce la proporción de proteínas desnaturalizadas en 
la interfase. Los surfactantes no iónicos generalmente 

son menos tóxicos, menos hemolíticos y menos irri-
tantes que los iónicos [38, 42, 43, 71, 72]. 

Polímeros bioadhesivos
La bioadhesión se puede defi nir como la propiedad 
que posee un material sintético o biológico de adhe-
rirse a los tejidos biológicos por un largo periodo; en 
el caso de los tejidos mucosales se conoce como mu-
coadhesión, pues en mucosa el bioadhesivo se adhiere 
a la capa de mucus [73-76]. 

Generalmente los polímeros bioadhesivos prolon-
gan el tiempo de retención en la cavidad nasal por 
ese efecto y aumentan el tiempo de contacto entre la 
proteína y la mucosa nasal al contrarrestar el acla-
ramiento mucociliar. De esta forma interactúan me-
nos el ingrediente farmacéutico activo y las enzimas 
mucosales. La deshidratación del epitelio celular des-
pués de la hidratación del polímero también puede 
promover la apertura temporal de las uniones estre-
chas y potenciar la absorción paracelular de las ma-
cromoléculas [77]. Pero por sí solo no garantiza un 
aumento del efecto terapéutico esperado, pues existen 
otras barreras biológicas que limitan la absorción de 
proteínas y péptidos [62, 77, 78]. Además, estos ex-
cipientes aumentan la viscosidad de las formulacio-
nes de proteínas y disminuyen las interacciones entre 
moléculas, lo cual puede incidir favorablemente en 
la inhibición de la agregación y en el aumento de su 
estabilidad [38]. 

El polímero bioadhesivo ideal para los sistemas de 
liberación de fármacos debe tener las características 
siguientes [76]: 

El polímero y su producto de degradación no • 
deben ser tóxicos ni absorbibles.
No deben ser irritantes.• 
Preferiblemente debe formar un fuerte enlace • 
no-covalente con el mucus o la superfi cie del 
epitelio celular. 
Debe adherirse rápidamente al tejido húmedo y • 
posicionarse en sitos específi cos. 
Debe permitir una fácil incorporación del in-• 
grediente farmacéutico activo y no ofrecer obs-
táculos para su liberación.
La forma farmacéutica no debe descomponer-• 
se durante el almacenamiento y tiempo de vida 
media. 
El costo del polímero no debe ser tan alto para • 
que la forma farmacéutica obtenida siga siendo 
competitiva. 

Entre los polímeros bioadhesivos que se han estu-
diado en administraciones nasales están los derivados 
de la celulosa (metilcelulosa; hidroxipropilcelulosa; 
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), por ejemplo 
HPMC K4M); y carboximetilcelulosa sódica) [77, 
79, 80], los derivados del ácido poliacrílico (policar-
bofi l, carbomer 934P, 971P y 974P) [77, 51, 81, 82], 
la quitosana base y sus sales (ChiSysTM) [83, 84], las 
pectinas de bajo grado de metilación (LM-5 y LM-12) 
[53], la pectina (PecSysTM) [53, 85] y las dextranas 
(dextrana 40 y 70) [86]. 

Promotores de la absorción
Considerando la baja biodisponibilidad de las proteí-
nas y los péptidos se requiere incorporar excipien-
tes que actúen como promotores de la absorción para 
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garantizar la permeabilidad de la mucosa nasal a estas 
macromoléculas hidrofílicas sin causarle daños.
Los promotores de la absorción deben ser:

De acción inmediata y unidireccional, con du-• 
ración del efecto específi ca, predecible y ade-
cuada.
Inmediatamente después de removidos del teji-• 
do epitelial deben recobrar sus propiedades de 
barrera.
No deben mostrar efectos sistémicos y tóxicos.• 
No deben irritar o dañar la superfi cie de la • 
membrana donde se han aplicado.

Deben ser físicamente compatibles con un am-
plio rango de fármacos y excipientes farmacéuticos 
[87, 88]. 

En la tabla 2 se presentan algunos de los promoto-
res de absorción que se han empleado por vía nasal 
en estudios preclínicos y clínicos, así como los me-
canismos de acción propuestos. Aunque se han estu-
diado una gran variedad de ellos, solo unos pocos han 
mostrado ser efi caces y seguros para ser empleados de 
forma sostenida en seres humanos [93].

La tabla 3 agrupa algunos estudios de biodisponi-
bilidad de macromoléculas hidrofílicas administradas 
en presencia de promotores de absorción.

Dispositivos de administración

La forma de administración y el dispositivo emplea-
do también infl uyen en la absorción del fármaco. 
Las gotas nasales son los sistemas de dosifi cación 
más simples, pero tienen la limitación de que no se 
puede medir con exactitud la dosis administrada, 

por lo que en ocasiones puede haber una sobredo-
sis. Además, en ausencia de agentes mucoadhesivos, 
el medicamento se drena rápidamente de la cavidad 
nasal. Los dispositivos de atomización nasal (spray 
nasal) garantizan una dosis más exacta del fármaco, 
por tener válvulas de dosifi cación. Generalmente se 
plantea que los dispositivos de atomización suelen 
aplicarse en el atrium o la región anterior del epite-
lio respiratorio (cornete inferior y medio). Esta zona 
está cubierta sobre todo por el epitelio escamoso 
que es mayoritariamente no ciliado, por lo que los 
medicamentos se eliminan más lentamente que las 
gotas. Por lo general, las gotas se depositan en las 
zonas superiores de la región respiratoria y la región 
olfatoria, donde el epitelio es fundamentalmente ci-
liado y hay una mayor incidencia del aclaramiento 
[10, 105, 106]. 

En un estudio con atomización nasal y gotas para 
evaluar la distribución y el aclaramiento de formula-
ciones con polímeros bioadhesivos, en la región del 
epitelio olfatorio en seres humanos, se observó una 
mayor deposición en este epitelio con las gotas na-
sales que con la atomización nasal. Sin embargo se 
planteó que el método de administración en posición 
supina, con la cabeza inclinada hacia atrás, es impor-
tante para garantizar la absorción del fármaco en este 
epitelio y su llegada al SNC [53]. 

Actualmente se diseñan y desarrollan nuevos dis-
positivos de administración, para garantizar que el 
medicamento llegue a las regiones superiores de la 
cavidad nasal. Un ejemplo de ello es el atomizador 
electrónico ViaNaseTM, comercializado recientemente 
por Kurve Technologies, Inc. [107]. 

Tabla 2. Tipos de promotores de absorción más empleados por vía nasal

Ejemplo Posible mecanismo de acción ReferenciasTipo de promotor 
de la absorción

Deoxicolato de sodio, glicolato 
de sodio, aurodihidrofusidato 
de sodio

Ruptura de la membrana, apertura de las unio-
nes estrechas, inhibición enzimática y actividad 
mucolítica

[89, 90]Sales biliares 
y sus derivados

Poli-L-arginina, poli-L-lisina, 
quitosana y sus derivados

Policarbofi l y carbopol 934P, 971P 
y 974P

La interacción de estos compuestos catiónicos 
con los sitios cargados negativamente en la 
superfi cie de la célula reduce la resistencia 
transepitelial, que favorece la apertura de las 
uniones estrechas
La formación de complejos poli (ácido acrílico) 
-Ca2+ disminuye el calcio endógeno del epitelio 
celular, que favorece la apertura de las uniones 
estrechas reversiblemente
Inhibición enzimática

[18, 97, 98]

[18]

Compuestos
policatiónicos

Derivados del ácido 
poliacrílico

Laurilsulfato de sodio, polioxietileno- 
9-lauril éter y saponinas

N-acetil-cisteína
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cíclicos

Péptido modulador 
de las uniones 

estrechas 

CriticalSorbTM Potencia absorción transcelular
Mecanismos de acción en estudio
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de ácido graso 
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Agentes neuroprotectores 
suministrados por vía intranasal 
en estudios preclínicos y clínicos
La neuroprotección es una estrategia de tratamiento 
terapéutico y profi láctico, cuyo objetivo fundamental 
es prevenir u oponerse a la pérdida neuronal por enfer-
medades del SNC de diverso origen, como el infarto 
cerebral, el neurotrauma y las enfermedades neuroin-
fl amatorias y neurodegenerativas. Una de las mayo-
res difi cultades en el desarrollo de un neurofármaco 
es lograr que llegue al SNC tras permear la barrera 
hematoencefálica. Generalmente los productos neuro-
protectores se deben administrar por las vías intrace-
rebro ventricular y parenteral [108]. 

Aún no existe un fármaco sufi cientemente efec-
tivo, específi co y de seguro acceso al SNC, para ser 
usado como neuroprotector en enfermedades neuro-
lógicas en las etapas aguda y crónica. La mayoría de 
los agentes terapéuticos neuroprotectores efectivos en 
biomodelos de isquemia, fallan por no ser bien tolera-
dos clínicamente [109].

En la literatura científi ca con frecuencia se describe 
la utilización de la vía nasal para hacer llegar medica-
mentos al SNC. Las causas que pueden explicar esta 
tendencia son varias; entre ellas, el desarrollo de la in-
dustria biotecnológica, potente fuente de nuevos fár-
macos como péptidos y proteínas. Estas macromolé-
culas, generalmente obtenidas por las tecnologías del 
ADN recombinante o síntesis química, no logran lle-
gar al SNC desde la circulación sanguínea, por la fi na
regulación del paso de moléculas e iones por la barrera
hematoencefálica. Sin embargo, algunas macromolé-
culas pueden traspasar la barrera hematoencefálica 
a través de las dos rutas que conducen directamente 
al líquido cefalorraquídeo: la vía olfatoria y la vía del 
trigémino. 

El empleo de moléculas con actividad terapéutica, 
producidas por el propio organismo humano y ad-
ministradas por vía intranasal, es una propuesta re-
ciente en la investigación neurocientífi ca. Los factores 

neurotrófi cos, las citoquinas y la insulina son algunas 
de estas proteínas. 

En algunos estudios preclínicos con roedores se 
han suministrado proteínas de alto peso molecular 
como el factor de crecimiento nervioso (NGF) de 
26.5 kDa, el factor neurotrófi co derivado del cerebro 
(BDNF) de 26.984 kDa y el factor neurotrófi co ciliar 
(CNTF) de 22.706 kDa [110], el factor de crecimiento 
de fi broblastos (FGF-2), de 24 kDa y el factor de cre-
cimiento insulínico tipo 1 (IGF-1) de 7.5 kDa por la 
vía intranasal y se ha demostrado su llegada al SNC 
[111], donde se expresan ampliamente. Actualmen-
te se profundiza en sus propiedades de restauración 
del tejido cerebral al potenciar la angiogénesis y la 
regeneración axonal, lo cual es trascendental en la 
rehabilitación de las enfermedades neurodegenerati-
vas, como el infarto cerebral y las enfermedades de 
Alzhéimer y Parkinson [112, 113]. 

En otros estudios preclínicos también se han eva-
luado algunas citoquinas como el interferón β-1b y 
la eritropoyetina humana recombinante (rHu-EPO). 
El primero posee propiedades antinfl amatorias y se 
emplea por vía intramuscular y subcutánea, durante 
el tratamiento de la esclerosis múltiple: enfermedad 
crónica, caracterizada por la infl amación y desmieli-
nización de placas en las regiones del tronco cerebral, 
el cerebelo, el nervio óptico y la médula espinal. Con 
la administración intranasal del interferón β h-1b se 
libera mayor cantidad hacia el SNC que con la admi-
nistración intravenosa [114]. 

La rHu-EPO es una glicoproteína que se expresa 
en el cerebro y es regulada por el factor inducible por 
hipoxia-1 (HIF-1). Su receptor (r-EPO) aumenta su 
expresión durante la isquemia, lo que sugiere su parti-
cipación en un sistema neuroprotector endógeno en el 
cerebro de los mamíferos [115, 116]. En un modelo de 
isquemia focal en ratas, se administró por la vía nasal, 
y se demostraron sus efectos neuroprotectores [117]. 
La complicación potencial del tratamiento con dosis 
repetidas con rHu-EPO estuvo dada por el aumento de 

Tabla 3. Biodisponibilidad de macromoléculas hidrofílicas administradas por vía nasal en presencia de 
promotores de absorción

Peso molecular 
(Da) Modelo (ruta) Promotor de la 

absorción
Biodisponibilidad 

(%) ReferenciasMacromoléculas 
hidrofílicas

3432

34 000

71 200

18 800

5808

22 000

Rata (i.v.)

Macaca fascicularis

Ratas

Carnero (s.c.)

Seres humanos (i.v.)

Seres humanos (s.c.)

Seres humanos (i.v.)

Rata (s.c.)

N-acetil-L-cisteína

Polisorbato 80 y 
EDTA

Taurocolato de sodio 
y EDTA

SSMS y LPG

Ciclodextrinas

CPE-215®

L-alfa-fosfatidilcolina

5.0, 7.5 y 10 % 
CriticalSorbTM

Quitosana 0.5 %

27

0.26 (LCR)

0.05 

8.4

12

3.4-5.0
7 

8.9 (0.10 UI/kg) 

34.4

3.8 (0.20 UI/kg)

49.9

7.8 (0.05 UI/kg) 

17.4

[50]

[103]

[104]

[101]

[89]

[100]

[102]

[93]

Calcitonina de 
salmón

Neuro-EPO

FITC-dextrana

G-CSFhr

Insulina

Hormona del 
crecimiento humano

DIT: marcaje de dextrana con diyodo-L-tirosina; FITC: isotiocinato de fl uoresceína; G-CSFhr: factor estimulador de colonias de 
granulocitos humano recombinante; LCR: líquido cefalorraquídeo; LPG: L-alfa-lisofosfatidil glicerol; Neuro-EPO: eritropoyetina con 
bajo contenido de ácido siálico; SSMS: microesferas de almidón pequeñas; i.m.: intramuscular i.v.: intravenosa; s.c.: subcutáneo; UI: 
unidades internacionales.
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la actividad hematopoyética, que llevó a la búsqueda 
de variantes no-hematopoyéticas que mantuvieran las 
propiedades neuroprotectoras [116, 118]. 

Una variante prometedora en Cuba es la eritropo-
yetina humana recombinante con bajo contenido de 
ácido siálico (Neuro-EPO), cuyo contenido de ácido 
siálico es inferior a 10 moléculas por cada molécu-
la de eritropoyetina. En el Centro de Investigación y 
Desarrollo de Medicamentos (Cidem) se desarrolló 
una formulación de Neuro-EPO para administración 
nasal, en la que se empleó la HPMC K4M como 
polímero bioadhesivo y el EDTA sal disódica como 
promotor de absorción. Esta formulación se probó en 
evaluaciones preclínicas con primates no humanos 
y roedores, y llegó rápidamente y de forma segura 
al SNC, sin estímulo de la eritropoyesis [103, 119, 
120]. En tratamientos agudos en varios modelos de 
isquemia cerebral en roedores ha mostrado efi cacia 
terapéutica [116, 121-123]. Actualmente el Centro de 
Inmunología Molecular (CIM), en colaboración con 
el Centro Nacional para la Producción de Animales de 
Laboratorio (Cenpalab) y el Cidem, trabajan acelera-
damente para dar inicio a los estudios clínicos fase I 
de esta formulación [124], tras su reciente aprobación 
por el Centro Estatal de Control de Medicamentos 
(Cecmed). 

Una de las investigaciones más avanzadas se reali-
zó con insulina en seres humanos. En ella se evidenció 
el paso de la proteína desde la mucosa nasal al LCR 
[17]. Estudios pilotos han demostrado que mejora la 

memoria, la atención y el estado funcional de pacien-
tes en etapas tempranas de la enfermedad de Alzhéi-
mer sin provocar alteraciones en los niveles sanguí-
neos de insulina o glucosa [65, 125, 126]. 

Conclusiones
Para el desarrollo de formulaciones nasales de pépti-
dos y proteínas hacia el sistema nervioso central, des-
de el inicio del diseño es necesario conocer todos los 
factores que pueden incidir en su baja biodisponibili-
dad, pues muchas veces el fracaso de la formulación 
se debe a que se trabaja considerando solamente la 
estabilidad del producto en el tiempo. El conocimien-
to de las barreras que actúan inhibiendo la absorción, 
los factores que inciden en su baja biodisponibilidad, 
el uso terapéutico previsto y las características físico-
químicas de la proteína objeto de estudio constituyen 
una herramienta para el farmacéutico en la selección 
y optimización de los excipientes más adecuados en 
cada caso. 

El desarrollo de formas terminadas a partir de pép-
tidos y proteínas con potencialidades terapéuticas 
como neuroprotectores constituye actualmente un 
reto para la comunidad científi ca internacional. Los 
factores neurotrófi cos, el interferón β-1b, la rHu-EPO, 
la Neuro-EPO y la insulina están entre los posibles 
candidatos para la evaluación de nuevos productos 
biotecnológicos nasales con efectos neuroprotectores 
capaces de lograr mayor efi cacia y seguridad en el 
tratamiento. 
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ABSTRACT
Because the nasal mucous is one of the most permeable areas, the intranasal delivery route is the most promising for 
proteins and peptides to reach the central nervous system (CNS). Nevertheless certain aspects of these macromol-
ecules limit their bioavailability, such as molecular weight, the rapid mucociliary clearance mechanism and enzymatic 
degradation. This paper critically summarizes the factors participating in the design of systems for the nasal delivery 
of peptides and proteins. The physicochemical properties of the biomolecules and features of the formulation design 
that directly infl uence their bioavailablity and stability are presented. Pharmaceutical aspects include an analysis of 
the infl uence of excipients that act as stabilizers, antimicrobial preservatives, absorption enhancers, and bioadhe-
sive polymers as well as the administration device. The use of molecules involved in endogenous neuroprotection 
administered intranasally is a recent proposal in the development of new drugs. Neurotrophic factors, interferon 
beta-1b, erythropietin (i.e.: rH-EPO, Neuro-EPO) and insulin, are among the biotechnology products administered 
intranasally. These new products show greater therapeutic potential as putative neuroprotectors in neurological 
diseases, both for treatment during the acute phase, and for the chronic stage.

Keywords: intranasal delivery, peptides, proteins, excipients, formulation, neuroprotection
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RESUMEN
Factores que intervienen en el diseño de sistemas de liberación nasal de péptidos y proteínas. La vía nasal 
es una de las rutas más prometedoras para la administración efectiva de péptidos y proteínas hacia el sistema nervioso 
central, por la permeabilidad de la mucosa nasal. Sin embargo, estas macromoléculas tienen características como 
el peso molecular, el rápido aclaramiento mucociliar y la degradación enzimática que limitan su biodisponibilidad. 
Este trabajo resume de forma crítica los factores que intervienen en el diseño de sistemas de liberación nasal de 
péptidos y proteínas. Se exponen propiedades físico-químicas de las biomoléculas y del diseño de la formulación que 
infl uyen en su biodisponibilidad y estabilidad. Se presenta un análisis de la infl uencia de algunos excipientes que 
actúan como estabilizantes, preservativos antimicrobianos, promotores de la absorción y polímeros bioadhesivos, 
así como el dispositivo de administración. La administración intranasal de moléculas involucradas en la neuropro-
tección endógena es una propuesta reciente en el desarrollo de nuevos neurofármacos. Los factores neurotrófi cos, 
el interferón β-1b, la rH-EPO, la Neuro-EPO y la insulina son algunos de los productos biotecnológicos que se 
administran por esa vía, y suelen poseer elevada potencialidad neuroprotectora durante las fases aguda y crónica 
de las enfermedades neurológicas. 

Palabras clave: administración intranasal, péptidos, proteínas, excipientes, formulación, neuroprotección

Introduction
The administration of drugs by the nasal route has 
been used for several years to achieve an effective 
and non-invasive therapy. Due to its surface, its large 
vascularization and epithelium characteristics, the na-
sal mucosa is highly permeable, thereby accelerating 
the therapeutic effect. It thus initially avoids hepatic 
metabolism, while favoring the rapid release of the 
active substance [1, 2]. 

Hence, the nasal route is a viable and attractive op-
tion for the supply of macromolecules such as pep-
tides and proteins. However, some properties lead to 
the low bioavailability of these compounds (1-3 % 
systemic absorption) [3, 4] and less than 1 % goes to 
the central nervous system (CNS) in the absence of 
absorption enhancers [5]. 

This route is highly promising for macromolecule 
administration since the nasal mucosa is a highly per-
meable surface. Its main drawbacks for drug absorp-
tion include the diffi cult transmembrane transport for 
macromolecules having a size of over 1 kDa, and the 
rapid mucociliary clearance (MCC) and enzymatic 
degradation [2]. 

During the development of a new drug, strategies 
are followed to increase bioavailability of peptides 
and proteins. These cover the inclusion of absorption 
enhancing excipients, increasing residence time of 
the drug in the nasal cavity and inhibiting enzymatic 
degradation. The appropriate selection of excipients 
is also important to avoid microbiological contamina-
tion and ensure the stability of the formulated protein. 
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The administration device must be carefully chosen 
since it affects the therapeutic effectiveness of the 
drug [6]. 

In this paper we critically analyze the main biologi-
cal, physicochemical and pharmaceutical factors af-
fecting the design of peptide and protein formulations 
for nasal administration. Furthermore, we present 
some of the biotechnological products that are deliv-
ered through that route, and have greater potential as 
effective protecting agents in neurological diseases. 

Anatomical and physiological factors
The nasal cavity has an important protective function 
by permitting the fi ltration, heating and humidifi cation 
of the inhaled air that is conducted to the regions of 
the respiratory tract (the nasal septum, the respiratory 
region, the olfactory region and the nasopharynx). The 
respiratory region is considered to be the most perme-
able one because it covers a larger area and is highly 
vascularized. The cellular composition and organiza-
tion of its epithelial layer is able to maximize the ac-
cess of air to the structures where neuronal detectors 
are located [7-10]. In the olfactory region neurons are 
scattered with olfactory receptors, between the sup-
port cells and the basal cells, forming the olfactory 
epithelium. These cells are bipolar sensorial neurons 
that mediate the sense of smell and deliver the sensori-
al information from the peripheral environment to the 
CNS, through dendrites that are extended throughout 
the mucosa layer of the olfactory epithelium.

When a drug is administered through the nasal 
route, a part of the formulation is normally removed 
through MCC, which takes it towards the nasophar-
ynx, and from there to the gastrointestinal tract, where 
it is eliminated. Depending on the physicochemical 
characteristics of the drug and its deposition site, it 
may follow several routes. There is evidence that the 
low molecular weight active pharmaceutical ingredi-
ents with hydrophobic characteristics have high lev-
els of systemic absorption or they pass to the blood 
stream at the respiratory region. The hydrophilic mac-
romolecules such as proteins and peptides present low 
bioavailabilities in the absence of absorption enhanc-
ers [3, 9, 11]. 

After reaching the bloodstream the drugs are dis-
tributed in tissues and organs. The macromolecules 
with a molecular weight of under 600 Da and lipo-
philic characteristics, may cross the blood-brain bar-
rier and enter the cerebral-spinal fl uid (CSF) and tis-
sues of the CNS. 

It is stated that macromolecules penetrate into the 
CSF by two routes: the olfactory route and the trigem-
inal nerve. The molecules reaching the olphactory 
epithelium may enter the dendrites of these neurons 
through pinocytosis, simple diffusion or by endocy-
tosis, mediated by receptors and slowly transported 
through the axon of the olphactory nerve [5]. If the 
molecules fi nd discontinuities between the support 
cells produced by the systematical renovation of this 
epithelium, there may be a rapid movement towards 
the CNS through the basal cells and the fi ssures be-
tween the supporting cells and the receptor [9, 12]. 
Therefore, the barrier at the nasal zone toward the 
CNS may be favorably permeable through the con-
stant formation of olfactory neurons.

The intranasal application of drugs enables their 
rapid passage to the systemic blood stream by cross-
ing through the nasal epithelium and penetrating the 
capillaries of the sub-mucosal tissue. The movement 
generated by the perivascular pump may promote a 
rapid distribution of the therapeutic molecules in the 
brain [5, 13, 14].

Although there is no conventional lymphatic sys-
tem in the brain, some physiological studies have re-
vealed a signifi cant lymphatic drainage from the brain 
towards the cervical lymphatic glands, according to 
the immunological point of view [15]. If the active 
substance remains in the lymphatic system, it may 
appear in the systemic bloodstream and contribute 
to the nasal systemic route [16]. The passage of mol-
ecules to the CNS through the nasal route is important 
and functional, which is evidenced by the fact that 
they arrive without having entered the blood in large 
amounts [5, 17].

Barriers limiting the absorption of proteins 
and peptides 
The most important factor limiting the nasal absorp-
tion of polar drugs and especially of molecules having 
high molecular weights such as peptides and proteins 
is the low permeability of the blood-brain barrier. For 
the absorption of a drug, it may fi rst cross the respira-
tory or olfactory nasal epithelium, depending on the 
deposition site of the formulation. It has been dem-
onstrated that macromolecules may cross the nasal 
epithelium through passive diffusion or endocytosis, 
although the amounts are very much restricted and 
time is relatively long. The cells of the nasal epithe-
lium are interconnected at the apical side through the 
tight bonds controlling the diffusion of ions and mol-
ecules. These zones are dynamic structures that may 
be regulated and they may open or close depending 
on extracellular conditions. Because the proteolytic 
activity is less at the extracellular space compared to 
the presence of cytosolic enzymes at the intercellular 
space, it is considered to be the most feasible route for 
transporting proteins and peptides [18-20]. 

Another factor is the rapid MCC, which is espe-
cially relevant for biomolecules that does not readily 
cross the nasal epithelium. Liquid and powder nasal 
formulations that do not include mucoadhesives are 
cleared by this route in 15 to 20 minutes [1]. 

A third factor involved at a lower degree is the pos-
sibility of enzymatic degradation in the lumen of the 
nasal epithelium, where the exopeptidases act on the N 
and C terminal bonds (mono and di-aminopeptidases) 
and endo-peptidases may act on the internal peptidic 
bonds [1, 19, 20]. However, the peptidase levels at 
the nasal epithelium are less than those of the gastro-
intestinal tract, making this route less susceptible for 
enzymatic degradation than the oral route [21]. 

Physicochemical factors
Molecular weight and size, solubility and lipophilic 
features are determinants in the absorption of thera-
peutic agents. The bioavailability of drugs with a 
molecular mass of over 1 kDa may be determined by 
their molecular weight and by other physicochemical 
properties. The permeability of drugs with a molec-
ular weight of less than 300 Da is not signifi cantly 
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infl uenced by physicochemical properties because of 
their greater permeability through aqueous channels 
in the membrane [22]. 

Molecular weight
At greater molecular weights there is a lower diffu-
sion coeffi cient. Molecules having molecular weights 
of over 1 kDa cross the cell membrane, a process dif-
fi cult for the others, at least through passive diffusion 
[23, 24].

The infl uence of molecular weight on bioavailabil-
ity of macro-molecules in the absence of absorption 
enhancers has been evidenced previously (Table 1). 

Hydrophobicity and hydrophilicity
The distribution and number of hydrophobic residues 
in the biomolecule is a property determining its sol-
ubility in a solvent. Hydrophobic groups tend to be 
clustered within the protein molecules, although many 
of them remain exposed on the surface and determine 
their behavior, such as their charge and other polar 
groups [31, 32]. 

Proteins are compounds with essentially hydro-
philic characteristics; for example, insulin has a re-
ported butanol/water partition coeffi cient of -1.08 
[33]. Several studies describe the effect of lipophilic-
ity in the absorption through the nasal route, but most 
of the cases have used drugs of low molecular weight 
and high values of the partition coeffi cient [34-36]. 
Sakane et al. studied the relationship between lipo-
philicity and levels transported towards the CSF 
through the nasal cavity of hydrophilic sulfonamides 
in phosphate buffer with different octanol/water par-
tition coeffi cients (0.012, 0.250, 0.261 and 0.892). A 
signifi cant correlation was observed between the drug 
concentration in the CSF and the increase in lipophi-
licity, thereby demonstrating a greater absorption with 
higher lipophilicity [37]. 

Physicochemical stability
One of the greatest challenges in the development of 
liquid protein and peptide formulations is its physico-
chemical instability, regardless of the administration 
route. The most common physical instability of pro-
teins is aggregation, which may decrease biological 
activity, solubility and alter immunogenicity, although 
this last is not frequently found. However, the pres-
ence of any insoluble aggregate in a pharmaceutical 
protein solution is unacceptable. Protein aggregation 
may be induced by an array of physical factors such 
as temperature, ionic force, shaking and superfi cial/
interface adsorption. These factors may increase the 
hydrophobic surface area of proteins and produce 
aggregation [38]. It has been demonstrated that the 
protein aggregation generally increases with concen-
tration due to the rise in inter-molecular interactions 
[39-41]. 

On the other hand, proteins are subjected to a vari-
ety of chemical modifi cations because of degradation 
by deamidation, isomerization, hydrolysis, the rupture 
of disulfi de bonds, beta elimination, succinimidation, 
deglycosilation and oxidation [42]. The chemical re-
actions of many amino acid residues in the protein 
require certain molecular fl exibility, and therefore the 
reaction speed is favored in small peptides or those 

in the denatured state. The native conformation of 
the protein protects, prevents or inhibits its potential 
chemical degradations. Chemical reactions not always 
affect conformation and bioactivity. This is infl uenced 
by the localization and importance of the transformed 
residue [38, 43]. 

Pharmaceutical factors

Pharmaceutical form
Aqueous solutions for nasal administration are the 
most widely used pharmaceutical forms, in spite of 
their rapid nasal clearance. Formulations may be oily 
solutions, suspensions, emulsions, gels, nasal pow-
ders and other newer drug release systems such as 
liposomes, microspheres, and nanoparticles [44-46]. 
However, reports on emulsions and ointments are 
limited. Powdered formulations are combined with 
bio-adhesives and their most important limitation has 
to do with a greater level of irritation of the nasal mu-
cosa [47-50]. 

In the literature, gels from chitosan and those de-
rived from polyacrylic acid are frequently described. 
Their main advantage is that dripping or loss of the 
drug after administration is reduced and MCC is re-
tarded. An example of this is the nasal insulin gel 
used as an alternative to its parenteral administration 
[51-53].

The new drug administration forms, mainly as mi-
crocapsules, liposomes, microspheres and nanoparti-
cles isolate the active pharmaceutical ingredient from 
the environment by introducing it in a polymeric or 
lipidic matrix for its controlled release. The number 
of applications are therefore reduced and its bioavail-
ability is increased, by inhibiting the enzymatic activ-
ity in the nasal cavity [44, 45]. The microspheres of 
biodegradable starch are the most widely used nasal 
releasing systems for insulin, human growth hormone 
and desmopressin [46]. 

Liposomes
Liposomes are sub-microscopic vesicles with a 
central aqueous cavity surrounded by one or sev-
eral bimolecular lipid lamellas that are separated by 
aqueous spaces. The major component of liposomes 
are lipids (phospholipids), which when placed in an 
aqueous medium at a temperature that is close to that 
of its transition phase, will spontaneously form these 
closed vesicular structures. Liposomes are obtained 
through different methods, leading to the formation 

Table 1. Bioavailability of peptides and proteins administered by the nasal route in the 
absence of absorption enhancers

Molecular weight 
(Da)

Bioavailability  
(%) Model (route) ReferencePeptides and proteins

991 Humans  (s.c.)18.0 [25]Octreotide
3432 Humans  (i.m.)3.0 [26]Salmon calcitonin
4118 Humans 2.0 [27]Parathyroid hormone 

(1-34)
5808 Rat

Rabbit
0.3
0.9

[28]Insulin

~ 18 800 Rat2.0 [29]rhG-CSF
~ 19 000 Rabbit2.9 [30]Recombinant human interferon-αB/D

rhG-CSF: recombinant human granulocyte colony-stimulating factor. s.c.: subcutaneous route. i.m.: intra-
muscular route.
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of vesicles with features depending on the chosen 
procedure [54]. 

The vesicular structure of liposomes and their 
ability to concentrate lipophilic and hydrophilic sub-
stances enable their use in pharmaceutical formula-
tions for the controlled release of drugs. This reduces 
the potential toxicity of certain drugs or potentiates 
their bioavailability. Depending on the nature (lipidic 
composition, size, surface charge) of the encapsulated 
drug and that of components of the fi nal pharmaceuti-
cal form, the liposomal formulation may favor the lo-
cal or systemic distribution and action. Multilamellar 
liposomes have been obtained from phospholipids and 
cholesterol using the double emulsion methodology 
and later coating it with mucoadhesive agents such 
as chitosan and carbopol, for the controlled release of 
the recombinant human insulin. In the in vivo evalua-
tion of these coated multi-vesicular liposomes applied 
in rats through the intranasal route, it was shown that 
they reduced blood glucose levels for a period of up to 
72 hours [55, 56]. 

Nanoparticles
Recently created, nanoparticles are classifi ed as submi-
croscopic drug release systems (1-1000 nm). They are 
obtained from natural or synthetic polymers. Depend-
ing on the methodology used to obtain them (spray-
dried, evaporation of the solvent, phase separation, 
ionic gelifi cation), the drug may be completely encap-
sulated or adsorbed in the polymeric system [57]. 

Obtaining nanoparticles of antigens for vaccination 
is a steadily growing fi eld since the surface of the na-
sal mucosa enables the entrance of many pathogens, 
making it particularly attractive for immunization. 
Furthermore, the most widely marketed vaccines to-
day are those of proteic antigens and DNA, which are 
very unstable and require protection from enzymatic 
degradation. The nasal vehicles for immunization that 
are most commonly used are the chitosan base and 
its salts, the poly-L lactic acid, the poly D,L Lactic-
coglycolic acid and alginate [58-60]. 

In a study in mice, the immune response was com-
pared using two formulations, one with nanoparticles 
loaded with tetanus toxoid prepared with chitosan, and 
the other with the free antigen. It was found that the 
nanoparticles generated a greater G immunoglobulin 
response in the blood [61]. 

Administration volume
The volume of the substances that may be adminis-
tered through the nasal cavity is limited because of 
their anatomy and size. This may be in the range of 50 
to 250 μL, and the optimum amount is of about 100 to 
150 μL in each nostril. The excess is rapidly drained 
towards the nasopharynx and eliminated through the 
gastrointestinal tract [3, 62, 63]. 

The effect of the concentration and volume of the 
dose on bioavailability and biological response has 
been studied in human beings, using e.g., desmopres-
sin. For this, 300 μg of desmopressin were adminis-
tered in each nostril through a spray, at doses per vol-
umes of 1 × 50 μL, 2 × 50 μL and 1 × 100 μL in each 
nostril, respectively. The plasmatic levels obtained 
were of 20 % for two doses of 50 μL, 11 % for one 
dose of 50 μL and 9 % for one dose of 100 μL. The 

biological response was signifi cantly greater after the 
administration of 2 × 50 μL [64]. 

Another study with desmopressin showed higher 
levels of absorption with the dose of 100 μL with 
a clearance after 240 min, compared to the dose of 
200 μL, which showed a clearance at 120 min [62]. 

In pilot clinical trials with elderly persons a total 
volume of 400 and 600 μL of insulin was adminis-
tered, alternating 100 μL of the formulation in each 
nostril, every 15 minutes, with administration times 
of 30 and 45 minutes, respectively, giving positive re-
sults for the effi cacy of the product [65, 66]. 

pH and buffering capacity
To avoid nasal irritation and infections, the pH of the 
formulation must be adjusted to values ranging from 
4.5 to 6.5. With pH values ranging from 3 to 10 there 
are no morphological changes in the mucosa, although 
the frequency of ciliary movement is affected. The pH 
values outside this range produce irreversible damage 
to the nasal mucosa [67, 68]. The lysozymes of the na-
sal secretions which normally destroy bacteria are in-
activated under alkaline conditions, making the nasal 
tissue more susceptible to microbial infection [21]. 

The type and concentration of the buffer used 
should also be taken into account. Three buffers (ac-
etate, citrate and phosphate) have been evaluated at 
0.07, 0.14 and 0.21 M concentrations, respectively, to 
assess their effect on the integrity of the nasal mucosa. 
The most important signs of irritation were obtained 
with acetate buffer, showing a linear correlation be-
tween the damage to the mucosa and the buffer con-
centration. To select the most appropriate buffer it is 
important to guarantee the solubility and stability of 
the drug, but most importantly the integrity of the na-
sal mucosa [68]. 

Osmolarity
The slightly hypertonic and isotonic solutions pro-
duce minimal damage to the nasal mucosa, while hy-
potonic solutions cause irreversible damage. Osmo-
larity is acceptable between 290 and 500 Omol/kg for 
the supply of drugs through the nasal route, although 
formulations of about 306 Omol/kg are preferred to 
ensure the absence of irritation [4, 68, 69]. During the 
development of nasal formulations the same isotonic-
ity excipients as those designed for parenteral formu-
lations are generally used [68]. 

Antimicrobial preservatives
Preservatives are commonly found in nasal formula-
tions. Among the preservatives administered through 
the nasal route in vitro and in vivo were: benzalko-
nium chloride, chlorobutanol, paraben, phenylethyl 
alcohol, and benzoic acid. Those containing mercury 
have produced irreversible damage to ciliary move-
ment and should not be used [21]. There is no com-
plete correspondence between the results of in vitro 
and in vivo studies on the damage produced by anti-
microbial agents on the nasal mucosa. In vivo studies 
have demonstrated that the ciliary tissue is protected 
by the mucus coat, while in the in vitro studies there 
is a direct exposure, without the presence of the MCC 
mechanism that dilutes the components of the formula-
tion. This feature may explain the differences between
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experimental results published using both trial sys-
tems. In general, formulations without preservatives 
are preferred, since these components are more strong-
ly related to irritation and allergic rhinitis after a pro-
longed treatment [1]. 

Protein stabilizers
Stabilizing agents are used to maintain the biological 
stability of proteins during their production, storage 
and transportation, which include sugars and glycols, 
anti-oxidants, surfactants and polymers [38, 42, 63]. 

Sugars and glycols
The moderately high concentrations of these com-
pounds inhibit protein oxidation, probably due to the 
elimination of the hydroxyl radical or by the complex-
ation of metal transition ions. Among the sugars and 
glycols we may fi nd glucose, maltose, mannitol, sor-
bitol, glycerin, inositol and polyethylene glycol [70]. 

Antioxidants
The selection of the antioxidant compound in pre-for-
mulation studies of proteins and peptides is diffi cult 
because of their possible chemical interaction with 
amino acids from the lateral chains of the biomol-
ecules. Ascorbic acid is preferred in the presence of 
traces of metal ions. A chelating agent such as eth-
ylenediaminetetraacetic acid (EDTA) may be effec-
tive when binding to contaminating metal traces that 
promote the formation of free radicals. In the absence 
of metal ions, cysteine may act as an effective anti-ox-
idant. To protect proteins in lipidic membranes against 
oxidation by light, good results have been obtained 
using alpha-tocopherol [70]. 

Non-ionic surfactants 
Certain surfactants, mainly the non-ionic ones, are used 
at low concentrations to stabilize proteins by avoiding 
their aggregation, and subsequently their denaturaliza-
tion, at the air-liquid or liquid-liquid interfaces. The 
addition of surfactants reduces surface tension in aque-
ous solutions and sometimes increases protein solu-
bilization, thus reducing the proportion of denatured 
proteins at the interface. The non-ionic surfactants are 
generally less toxic, less hemolytic and less irritating 
than ionic surfactants [38, 42, 43, 71, 72]. 

Bioadhesive polymers
Bioadhesion may be defi ned as the property of a syn-
thetic or biological material to adhere to biological 
tissues for a long period of time. In the case of mu-
cosal tissues it is known as muco-adhesion, since in 
the mucosa the bioadhesive is adhered to the mucosa 
layer [73-76]. 

Polymeric bioadhesives prolong the retention time 
in the nasal cavity through this effect and increase 
the contact time between the protein and the nasal 
mucosa on counteracting MCC. Hence, the active 
pharmaceutical ingredient interacts less with mucosal 
enzymes. The dehydration of the cellular epithelium 
after the hydration of the polymer may also promote 
the temporary opening of the tight junctions and po-
tentiate the paracellular absorption of the macromol-
ecules [77]. This alone does not ensure an increase of 
the expected therapeutic effect, since there are other 

biological barriers limiting the absorption of proteins 
and peptides [62, 77, 78]. Furthermore, these excipi-
ents increase the viscosity of the protein formulations 
and decrease the interactions between molecules, 
which may favorably affect the inhibition of the ag-
gregation and the increase of its stability [38]. 

The ideal bioadhesive polymer for drug release sys-
tems should have the following characteristics [76]: 

The polymer and its degradation product should • 
not be toxic or absorbable.
They should not be irritating.• 
They should preferably form a tight non-• 
covalent bond with the mucus or the surface of 
the cellular epithelium. 
Adherence to the humid tissue should be fast • 
and situated at specifi c sites. 
The active pharmaceutical ingredient must be • 
readily incorporated and there should be no ob-
stacle for its release.
The pharmaceutical form should not decom-• 
pose during storage and during its half-life. 
The polymer should be fairly inexpensive so • 
that the pharmaceutical form obtained may be 
competitive. 

The bioadhesive polymers studied in nasal admin-
istrations include cellulose derivatives such as: meth-
yl cellulose; hydroxi-propyl-celullose; hydroxi-pro-
phyl-methyl-cellulose (HPMC; for example HPMC 
K4M) and sodium carboxi-methyl-cellulose [77, 79, 
80]; derivatives of polyacrylic acid (polycarbophil, 
carbomer 934P, 971P and 974P) [77, 51, 81, 82]; chi-
tosan base and its salts (ChiSysTM) [83, 84]; pectins 
with a low degree of methylation (LM-5 and LM-12) 
[53]; pectin (PecSysTM) [53, 85] and dextrans (dextran 
40 and 70) [86]. 

Absorption enhancers
Considering the low bioavailability of proteins and 
peptides, excipients acting as absorption enhancers 
are required to ensure the permeability of the nasal 
mucosa with these hydrophilic macromolecules, 
without producing damage.
Absorption enhancers should be:

Of immediate action in one direction with a last-• 
ing specifi c, predictable and adequate effect.
Immediately after being removed from the epi-• 
thelial tissue they should recover their barrier 
properties.
They should not have systemic and toxic effects.• 
They should not irritate or damage the surface • 
of the membrane on which they have been ap-
plied.
They must be physically compatible with a • 
wide range of drugs and pharmaceutical excipi-
ents [87, 88]. 

Table 2 shows some of the absorption enhancers 
that have been used through the nasal route in preclin-
ical and clinical trials, as well as the proposed mecha-
nisms of action. Although a large array of them have 
been studied, only a few of them have been shown to 
be effective and safe for their sustained use in human 
beings [93].

Table 3 presents some bioavailability studies of 
hydrophilic macromolecules administered in the pres-
ence of absorption enhancers.
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Administration devices
The form of administration and the device used may 
also affect the absorption of the drug. Nose drops are 
the simplest dosage system, but their drawback is that 
the exact dose administered cannot be measured ac-
curately, sometimes producing therefore an overdose. 
Also, in the absence of muco-adhesives, the drug 
is rapidly drained from the nasal cavity. The nasal 
spraying devices can ensure a more accurate dose of 
the drug since they have dose-metering valves. It is 

Table 2. Types of absorption enhancers through the nasal route that are most widely used 

Example Possible action mechanism ReferenceType of absorption 
enhancer

Sodium deoxycholate, sodium 
glycolate, sodium 
taurodihydrofusidate

[89, 90]Biliary salts and 
their derivatives

Poly-L-arginine, poly-L-lysin, 
chitosan and its derivatives

Polycarbophil and carbopol 934P, 
971P and 974P

[18, 97, 98]

[18]

Polycationic 
compounds

Derivatives of poly-
acrylic acid

Sodium lauryl-sulfate, polyoxy-
ethylene-9-lauryl ether and saponins

N-acetyl cysteine

[91, 92]

[50, 96]

Surfactants  

Mucolytic agents

Cyclopenta decalactone 
(CPE-215®)

α-,β- and γ- cyclodextrin, 
methyl β-cyclodextrin

PN159

[93]

[94, 95]

[99]

Surfactant of 
natural origin

Cyclic 
oligosaccharides

Tight junction 
modulator peptide 

CriticalSorbTM [93]Polyenthylene glycol 
fatty acid hydroxy-

ester 
Intravail® [93]Alkyl saccharide

EDTA and salicylates [18, 87]Chelating agents

Bestatin, Amastatin, Puromycin

Membrane rupture, opening of tight junctions, 
enzymatic inhibition and mucolytic activity

The interaction of these cationic compounds 
with the negatively charged sites at the cell 
surface, reduces the transepithelial resistance 
and favors the opening of the tight junctions

The formation of poly complexes (acrylic acid) 
–Ca2+ decreases endogenous calcium of the 
cellular epithelium, which favors the opening 
of the tight junctions reversibly
Enzymatic inhibition

Membrane rupture

Decrease of the mucous layer

Increases fl uidity of the membrane, favoring 
transcellular absorption

Membrane rupture and opening of tight 
junctions

Reduces the transepithelial electric resistance 
and thus favors the opening of tight junctions

Transcellular absorption potential
Action mechanism under study

Trans-mucosal absorption potential
Action mechanism under study
Complexing calcium ions of the epithelial sur-
face, favoring the opening of tight junctions

Enzymatic inhibitor [89, 91]Enzymatic inhibitor

generally considered that the spraying devices apply 
the drug normally at the atrium, or anterior region of 
the respiratory epithelium (inferior and medium tur-
binate). This zone is covered mainly by squamous 
epithelium, which is normally non-ciliary, and the 
drugs are eliminated more slowly than the drops. In 
general, drops are deposited in the upper areas of the 
respiratory region and the olfactory region, where the 
epithelium is mainly ciliary and there is a greater inci-
dence of clearance [10, 105, 106]. 

Table 3. Bioavailability of hydrophilic macromolecules administered by the nasal route in the presence of 
absorption enhancers

Molecular 
weight (Da) Model (route) Absorption 

promoter
Bioavailability 

(%) ReferenceHydrophilic 
macromolecules

3432

34 000

71 200

18 800

5808

22 000

Rat  (i.v.)

Macaca fascicularis

Rats

Sheep  (s.c.)

Humans (i.v.)

Humans (s.c.)

Humans (i.v.)

Rat (s.c.)

N-acetyl-L-cystein

Polysorbate 80 and 
EDTA

Sodium taurocholate 
and EDTA

SSMS and LPG

Cyclodextrins

CPE-215®

L-alpha-
phosphatidyl-choline

5.0, 7.5 and 10 % 
CriticalSorbTM

Chitosan  0.5 %

27

0.26 (CSF)

0.05 

8.4

12

3.4-5.0
7 

8.9 (0.10 IU/kg) 

34.4

3.8 (0.20 IU/kg)

49.9

7.8 (0.05 IU/kg) 

17.4

[50]

[103]

[104]

[101]

[89]

[100]

[102]

[93]

Salmon calcitonin

Neuro-EPO

FITC-dextran

rhG-CSF

Insulin

Human growth 
hormone

CSF: cerebrospinal fl uid; DIT: Dextran marking with di-iodine-L-tyrosine; FITC: Fluorescein isothiocyanate; LPG: L-alpha-lysophosphatidyl-
glycerol; Neuro-EPO: erithropoietin with low sialic acid content; SSMS: small starch microspheres; rhG-CSF: recombinant human granu-
locyte colony-stimulating factor; i.m.: intramuscular route; i.v.: intravenous route. s.c.: subcutaneous route; IU: international units.
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In a study using nasal spray and drops to assess the 
distribution and clearance of formulations with bioad-
hesive polymers, at the olphactory epithelium region 
in human beings, higher deposition levels were ob-
tained with nose drops than nasal spray. However, it 
was stated that the administration method at the supine 
position with the head leaning backward is important 
to ensure the absorption of the drug at this epithelium 
and its delivery to the CNS [53]. 

New administration devices are now being de-
signed and developed to ensure that the drug reaches 
the upper regions of the nasal cavity. An example of 
this is the electronic spray ViaNaseTM, produced re-
cently be Kurve Technologies, Inc. [107]. 

Neuroprotective agents supplied 
by the nasal route in preclinical 
and clinical trials
Neuroprotection is a therapeutic and profi lactic treat-
ment strategy to prevent or countervail neuronal loss 
by CNS diseases of different origins, such as cerebral 
infarction, neuro-trauma and neuro-infl ammatory and 
neuro-degenerative diseases. One of the main diffi cul-
ties in the development of a neurological drug is to 
have it reach the CNS after passing through the blood-
brain barrier. Generally the neuroprotective drugs 
must be administered into the brain ventricle and par-
enterally [108]. 

No suffi ciently effective, specifi c and safe drug for 
its access to the CNS has yet been found that may be 
used as a neuroprotector in neurological diseases dur-
ing the acute and chronic stages. Most of the effective 
neuroprotective therapeutic agents in ischemia bio-
models have failed because they have not been well 
tolerated clinically [109].

The scientifi c literature frequently describes the 
use of the nasal route to deliver drugs to the CNS. 
This may be explained, among other reasons because 
of the development of the biotechnology industry, a 
strong source of peptide and protein drugs. These 
macromolecules that are generally obtained by re-
combinant DNA technology or chemical synthesis 
do not reach the CNS from the bloodstream, because 
of the fi ne regulation of the passage of molecules and 
ions through the blood-brain barrier. However, some 
macromolecules can cross the blood-brain barrier 
through two routes that lead directly to the cerebro-
spinal fl uid: the olfactory route and the trigeminal 
route. 

The use of molecules with therapeutic activity, pro-
duced by the human body and administered through 
the nasal route is a recent proposal in neuroscience 
research. Neurotrophic factors cytokines and insulin 
are some of these proteins. 

High molecular weight proteins have been supplied 
in some preclinical studies with rodents, such as the 
nerve growth factor (NGF) of 26.5 kDa, the brain-
derived neurotrophic factor (BDNF) of 26.984 kDa 
and the ciliary neurotrophic factor (CNTF) of 22.706 
kDa [110], the fi broblast growth factor (FGF-2) 
of 24 kDa and the insulin growth factor type 1
(IGF-1) of 7.5 kDa through the intranasal route and 
their arrival at the CNS has been demonstrated [111], 
where they are widely expressed. Thorough studies 
are taking place related to the properties of all these 

factors in restoring brain tissue by potentiating angio-
genesis and axonal regeneration, which is important 
in the rehabilitation from neuro-degenerating diseases 
such as cerebral infarct and Alzheimer and Parkinson 
diseases [112, 113]. 

Cytokines have been evaluated in other preclinical 
trials, such as interferon β-1b and recombinant hu-
man erythropoietin (rHu-EPO). The former has anti-
infl ammatory properties and is used intramuscularly 
and subcutaneously in multiple sclerosis treatment; 
a chronic disease characterized by the infl ammation 
and demyelination of plates of the brainstem, the cer-
ebellum, the optical nerve and the spinal cord. With 
the intra-nasal administration of interferon β h-1b a 
larger amount is delivered at the CNS compared to the 
intravenous administration [114]. 

In the case of rHu-EPO, it is a glycoprotein ex-
pressed in the brain and regulated by the hypoxia 
inducible factor-1 (HIF-1). Its receptor (EPO-R) in-
creases its expression during ischemia, suggesting 
its participation in an endogenous neuro-protective 
system in mammal brains [115, 116]. The drug was 
administered in a focal ischemia model in rats where 
its neuroprotective effects were shown [117]. The 
potential complication of the treatment with repeated 
dosages of rHu-EPO was given through the increase 
of hematopoietic activity, leading to the search for 
non-hematopoietic variants that would maintain neu-
roprotective properties [116, 118]. 

A promising variant in Cuba is the human recom-
binant erythropoietin with a low sialic acid content 
(Neuro-EPO), having a sialic acid content of less than 
10 molecules per molecule of erythropoietin. At the 
Center for Drug Research and Development (Cidem), 
a Neuro-EPO formulation was developed for nasal 
administration using HPMC K4M as the bioadhe-
sive polymer and disodic salt EDTA as the absorption 
promoter. This formulation was tested in pre-clinical 
trials in non-human primates and it was rapidly and 
safely delivered at the CNS, without stimulating 
erythropoiesis [104, 119, 120]. In acute treatments in 
several brain ischemia models in rodents it has shown 
therapeutic effi cacy [116, 121-123]. At the Center of 
Molecular Immunology (CIM), in cooperation with 
the National Center for the Production of Laboratory 
Animals (Cenpalab) and Cidem, work is under way to 
start phase I clinical trials of this formulation [124], 
after its recent approval by the State Center for Drug 
Control (Cecmed). 

Regarding testing in human beings, one of the most 
advanced studies was carried out with insulin [17]. It 
was shown that the protein passed from the nasal mu-
cosa to the CSF. Pilot studies have demonstrated that 
it improves memory, concentration and the functional 
state of patients at early stages of Alzheimer disease 
without producing alterations in insulin or glucose 
blood levels [65, 125, 126]. 

Conclusions
All factors affecting the bioavailability of peptide and 
protein nasal formulations for their delivery at the CNS 
must be known at the start of their development since 
frequently the failure of the formulation is because 
only the stability period of the product has been con-
sidered. Knowing all barriers inhibiting absorption,
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