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Resumo

Este traballo estuda a interacciéon entre dous tipos de lipidos sélidos a temperatura ambiente
(monoestearina e Compritol 888 ATO) que forman parte de sistemas nanoestruturados de
liberacion de farmacos, e entre estes e un principio activo, o anticorpo monoclonal
bevacizumab, empregado para o tratamento intravitreo da dexeneracién macular asociada &
idade (AMD), unha retinopatia que causa perda de visién. A razén deste estudo reside na
necesidade de aumentar a biodisponfibilidade do farmaco no humor vitreo a través dunha
liberacion sustentada, a fin de espaciar o maximo posibel no tempo a realizacion de
procedementos invasivos ao paciente, como € a inoculacién do medicamento na camara vitrea
do ollo. Para a analise dos lipidos e das suas interaccidons co farmaco procedeuse & obtenciéne
estudo de filmes dunha molécula de espesor formados por tensioactivos insollbeis en auga,
chamados monocapas de Langmuir, mediante a sla deposicidon na interface ar/auga. Estas
monocapas poden ser comprimidas lateralmente, dando lugar a isotermas presién superficial-
area molecular (m-A), coas que se pode caracterizar o comportamento molecular dos
tensioactivos depositados e a penetracién no filme de farmacos hidrosélubeis. Estas isotermas
tamén foron tratadas matematicamente, a fin de extraer mais informacion sobre a rixidez,
interaccioéns e estabilidade en filmes de varios compofentes. Os resultados mostran que ambos
os dous lipidos forman monocapas estabeis, que a sia mestura equimolar é favorabel mecanica
e termodinamicamente e que o bevacizumab interacciona preferencialmente cos filmes mixtos,
0 que permite optimizar a composicién de vectores nanoestruturados de farmacos con

propiedades mais adecuadas as necesidades clinicas.

Palabras chave: terapia bioldoxica, sistemas nanoestruturados, interacciéns, monocapas,

fisicoquimica.



Abstract

This work studies the interaction between two kinds of solid lipid components of nanostructured
drug carriers (glycerol monostearate and Compritol 888 ATO), and between these lipids and the
monoclonal antibody bevacizumab. This drug is used in the treatment of age-related macular
degeneration, a disease of the retina that causes vision loss. The motivation for this study is the
increase of drug bioavailability in the vitreous humour through sustained delivery, in order to
minimise how often patients must undergo invasive procedures such as the inoculation of the
drug into the vitreous body of the eye. For the analysis of the lipids and their interactions with the
antibody, one-molecule thick films of surfactant molecules spread at the air/water interface,
called Langmuir monolayers, were obtained and studied. These monolayers can be laterally
compressed, yielding surface pressure-molecular area (m-A) isotherms, which are used to
characterise the behaviour of the surfactant species in the film, as well as their interaction with
water-soluble drugs. The isotherms were mathematically processed in order to obtain more
information on rigidity, interactions and stability in monolayers of more than one component.
Results show both types of lipids form stable monolayers, their equimolar mix is favoured both
mechanically and thermodynamically, and bevacizumab interacts preferentially with mixed films.
This information allows for the optimisation of the composition of nanostructured drug carriers so

they may better respond to clinical needs.

Key words: Biological therapy, nanostructured systems, interactions, monolayers, physical

chemistry.



Introducion

OFTALMOPATIAS: DEXENERACION MACULAR
Anatomia e fisioloxia do ollo.

O ollo humano, 6rgano bilateral encargado da vision, é anatémica e fisioloxicamente complexo.
Para entender mellor o seu funcionamento, podemos dividir as multiples estruturas que o
conforman en zonas ao longo de distintos eixos. No eixo exterior-interior, e tomando o ollo como
unha estrutura cuasiesférica estratificada, o globo ocular estd constituido por tres capas
concéntricas que, do exterior cara ao interior, denominamos esclerética, coroides e retina [1]
(Figura 1). A capa mais externa, a esclerética, esclera ou tunica fibrosa, é de cor branca, opacae
pouco vascularizada, e na parte anterior do ollo (en contacto co ar) adopta unha forma
abombada e transparente, baixo o nome de cdrnea. A esclerdtica ten funcién eminentemente
protectora e de soporte (ten un espesor de 0,5-1 mm) e estad recuberta pola conxuntiva, unha
estrutura altamente irrigada que rodea o ollo (Figura 1). A coroides, ou tUnica vascular, interior a
esclerdtica, cun grosor de 0,2 mm, ten funcién nutricional e preséntase moi vascularizada.
Finalmente, a retina ou tunica nerviosa, a capa mais interna, contén células con funcién
fotorreceptora, responsabeis ultimas da vision.

Camara posterior Humor vitreo

. _ Coroides
Camara anterior
Pupila .
Macula
Cristalino
Nervio optico

Codrnea
Iris
Musculo ciliar

Conxuntiva "
Esclerdtica

Figura 1. Estrutura anatémica do ollo (seccidn transversal). Adaptada de [2].

Se optamos por observar o ollo de forma transversal (Figura 1), o globo ocular dividese en duas
zonas diferenciadas: os segmentos anterior e posterior. O segmento anterior do ollo abrangue a
superficie ocular (cérnea), iris, cristalino, corpo ciliar e as camaras anterior e posterior, banadas
por humor acuoso. Os dous terzos restantes do globo ocular constitiien o segmento posterior,

que inclie o humor vitreo (xel con fibras de colaxeno e acido hialurénico, maioritariamente), a



retina (ligada ao nervio dptico) e a coroides [3,4]. A esclerdtica ocupa 5/6 da superficie total do

globo ocular, polo que é comun aos dous segmentos [1].

Dentro do segmento posterior, a retina € unha capa de especial interese, por ser a estrutura
encargada da recepcion e transducion de estimulos fotoquimicos que permiten a vision. Esta a
sUa vez conformada por dez capas, divididas en duas unidades funcionais: a unidade funcional
externa, mais afastada da luz, que contén os conos e bastdns que actian como fotorreceptores
(estrato neuroepitelial), e a interna, en contacto co humor vitreo e mais préoxima a luz, encargada
da transmisién do estimulo sensorial xa transformado polo proceso fotoquimico (estrato
cerebral).

Nunha area da retina posicionada cara ao centro da mesma atdépase unha rexidén cunha
concentracion particularmente elevada de fotorreceptores de tipo cono, denominada macula
lutea (“mancha amarela”) ou simplemente macula, que corresponde ao punto de visién mais
nitida (Figura 1). Tratase dunha zona ovalada e aplanada duns 5 mm? de extension que recibe o
seu adxectivo pola stua pigmentacion amarela, debida a unhas xantdéfilas carotenoides que

protexen os conos da macula do deslumbramento [5].

Oftalmopatias do segmento posterior. AMD.

As patoloxias do segmento posterior definense como os trastornos que afectan estes tecidos e
que, ao estar a retina nesta zona, tefien en comun que ocasionan discapacidade visual en grao
variabel. As doenzas mais prevalentes do segmento posterior son, por orde de maior a menor, a

dexeneracion macular asociada a idade, o glaucoma e outras, como a retinopatia diabética [4].

Fotorreceptores

Epitelio pigmentario 1] g
daretina —

Membrana de Bruch —sssss

Coroides
(vasos coriocapilares)

Figura 2. Estrutura simplificada do estrato neuroepitelial e anexos na macula da retina, da parte externa

(inferior na imaxe) a interna (superior). Adaptada de [6].

A dexeneracién macular asociada a idade (AMD polo acrénimo en inglés, age-related macular

degeneration), de feito, é a causa mais comun de perda de visién en persoas de mais de 50 anos



nos paises occidentais [7,8]. E responsabel dun 6-9% da cegueira en todo o mundo, e estimase
que a sUa prevalencia global proxectada ao 2040 sexa de arredor de 288 milléns de persoas [6,9].
A AMD afecta principal mais non exclusivamente & macula da retina; mais concretamente, ao
complexo formado polos fotorreceptores, o epitelio pigmentario da retina (RPE), a membrana de
Bruch e a coroides (Figura 2). A patoloxia caracterizase pola acumulaciéon de drusas, ou
depdsitos de refugallo dos fotorreceptores, na lamela basal do RPE e na membrana de Bruch
(Figura 3), acompanadas de hiperpigmentacion [7] asociada ou non a disfuncién do RPE.
Ademais, tamén se detectan depdsitos mais difusos, ou drusenoides, no espazo subepitelial do
RPE (mais préximo &s capas de fotorreceptores), chamados depdsitos subretinais [6]. A
progresion da doenza vén dada, a nivel fisiopatoldxico, polo tamafio das drusas, que a medida
que aumenta pasamos de falar de AMD tempera a intermedia (Figura 3). Por mor da perturbacién
da estrutura da retina causada por estes depdsitos, a doenza pode evoluir cara a unha AMD
avanzada, na cal pddense orixinar duas situacions (Figura 3, imaxes 4a e 4b) [10]. A primeira e
mais habitual (arredor dun 80% dos casos), cofiecida como AMD “seca” ou atrofia xeografica
(Figura 3.4a), cursa con atrofia concomitante de fotorreceptores, do RPE e dos capilares mais
internos da coroides (vasos coriocapilares), e asdciase na clinica con escotoma, ou perda de
visién parcial ou total localizada nunha zona do campo visual [6,11]. Estas zonas atrofiadas
aumentan a sua superficie co tempo, levando a unha perda progresiva de vision central.

Unha segunda forma de AMD estd asociada a unha perda inicial de vasculatura coroidea e
irrigacion reducida por estenose de vasos de maior calibre. Isto xera hipoxia no RPE, que libera
de forma reactiva substancias proanxioxénicas, promovendo asi a formacién de vasos a partir
dos coriocapilares [7]. Estes novos vasos acaban invadindo o extremo exterior da retina, no que
se coflece como neovascularizacién coroidea (CNV) ou, na macula, neovascularizacién macular
(MNV) (Figura 3.4b), dando lugar 48 denominada AMD neovascular (nAMD). A evolucién deste
tipo de dexeneracidn macular cara a unha fase exudativa, que se da en chamar AMD “humida”,
vén dada pola rotura destes novos vasos ou por extravasacion, que resulta en edema (por
hemorraxias e acumulacidn de fluido) e elevacién da retina, co conseguinte deterioro da visién
[8]. Ainda sendo este tipo de AMD moito menos prevalente que o anterior (10-20% dos casos),

aglutina a maior parte de esforzos de investigacién en AMD (entre eles, este traballo) por sera



1) Retina normal

daretina — M, i ; ‘ , :
Membrana de Bruch
Coroides { = ==F =
(vasos coriocapilares)

4) AMD avanzada

a) Atrofia xeografica
(AMD "seca")

Perda de
fotorreceptores,
epitelio pigmentario
daretina e vasos
coriocapilares

ou

b) AMD neovascular

MNV non exudativa

Neovascularizacion ——
procedente da
coroides

MNV exudativa
(AMD "hamida")

Fluido intrarretinal :
|
L !

Fluido subretinal

Fluido subretinal do
epitelio pigmentario

2) AMD tempera

Drusas / depésitos

o W

3) AMD intermedia

Migracidn de células do
epitelio pigmentario da
retina

Depésitos subretinais
drusenoides

N o

T~ i s~ i

Figura 3. Esquema das mudanzas fisiopatoldxicas que tefien lugar na retina no decorrer da AMD.
Adaptada de [6].



causa da maioria de casos de perda severa de vision. A nAMD exudativa adoita progresar a unha
extensa fibrose con perda severa de vision central [10]; sen tratamento, estimase que 0 16% dos
pacientes de nAMD desenvolveran cegueira no prazo de dous anos [8].

En termos epidemioldxicos, cOmpre mencionar que a AMD, malia estar por definicién asociada
a idade, é en realidade unha doenza multifactorial na que xogan un papel importante aspectos
alén da idade, como a susceptibilidade xenética e diversos factores ambientais de risco, entre
os gue salientan o tabaco, a dieta, o exercicio fisico e o risco cardiovascular, moitos deles
relacionados entre si [6]. Por iso, resultan fundamentais as medidas de prevencidn primaria

baseadas nos habitos de vida relativos a estes factores.

FARMACOTERAPIA DA AMD: PARADIGMA ACTUAL E DESAFIOS
Farmacoloxia da nAMD.

O caracter anxioxénico da AMD neovascular é o fundamento dunha das principais aproximaciéns
terapéuticas para o seu tratamento farmacoléxico. A formacidn de novos vasos estd mediada
por factores de crecemento do endotelio vascular (VEGF, vascular endothelial growing
factors), que para exercer o seu efecto fisioldxico débense unir ao seu correspondente receptor
(VEGFR). Por este motivo, tanto os VEGF como os seus receptores son albos terapéuticos no
tratamento da AMD neovascular [6].

A terapia anti-VEGF (nome xenérico para os farmacos que actlan nesta ruta de sinalizacién
celular) con farmacos bioléxicos comezou coa sUa aprobacién no ano 2006 e, ainda que ningln
é quen de previr a atrofia [6], si son eficaces contra a perda de visién secundaria a nAMD, o que

a converteu no estandar terapéutico para o seu tratamento, ainda en vigor a dia de hoxe [8].

Os farmacos que se empregan actualmente na nAMD son:

e Anticorpos monoclonais enteiros: bevacizumab. Anticorpo humanizado tipo IgG; de
149,2 kDa (Figura 4). Unese ao VEGF, inhibindo asi a interaccién deste cos receptores
VEGFR 1 e 2, situados na superficie das células endoteliais [12].

e Fragmentos de anticorpos: ranibizumab, brolucizumab. O ranibizumab (49 kDa) é un
fragmento da fracciéon de unién a antixeno (Fab) do bevacizumab, que se une sé a
isoforma A do VEGF (VEGF-A). Ao ser mais pequeno, penetra con maior facilidade que o
bevacizumab nas capas da retina [13]. O brolucizumab é tamén un fragmento de
anticorpo humanizado, de cadea unica, que se une con alta afinidade ao VEGF-A,

evitando a sta uniéon con VEGFR 1 € 2 [8].



e Proteinas de fusién: aflibercept. Proteina recombinante de 97 kDa que contén porcidns
dosreceptores VEGFR 1 e 2 fusionados coa fraccidn cristalizabel (Fc) da IgG, humana. As
porcions VEGFR da proteina Unense con alta afinidade (200 veces superior ao
ranibizumab) a VEGF-A, VEGF-B e a outros factores. Esta unién substitle a unién aos
receptores enddéxenos, bloqueando asi midltiples rutas implicadas na

neovascularizacion [13,14].

A capacidade de todos estes principios activos de impedir a accién do VEGF a nivel ocular reside
en seren administrados por via intravitrea, o que permite atinxir unha biodispofibilidade
adecuada no ollo. Grazas a este bloqueo da ruta do VEGF, evitase a formacién de novos vasos

na coroides e as lesidns neovasculares, mellorando o edema a nivel da retina [8,14].
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Figura 4. Estrutura esquematizada do bevacizumab [15].

No Estado espafiol, sé o ranibizumab e o aflibercept foron autorizados (en 2007 e 2012,
respectivamente) con indicacién para AMD [8]. O bevacizumab (Figura 4) esta indicado para
conseguir unha regresion da vascularizacién tumoral en diversos procesos cancerosos, segundo
a sua ficha técnica na Axencia Espanola de Medicamentos e Produtos Sanitarios (AEMPS) [12].
Porén, emprégase fora de ficha técnica, ao ter demostrado eficacia comparable a outros
antianxioxénicos tamén no contexto da nAMD, e sendo ademais mais barato que o resto de
farmacos [7]. Por este motivo, o tratamento de referencia son as inxecciéns intravitreas de
aflibercept (Eylea®, Bayer AG) e ranibizumab (Lucentis®, Novartis), sumadas ao bevacizumab
(Avastin®, Roche) off-label. O principio activo de mais recente introduciéon fronte 4 nAMD é o
brolucizumab (Beovu®, Novartis), que ten demostrado non inferioridade fronte a aflibercept e

esta financiado no Estado espafol desde 0 2021 [8].
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Desafios biofarmacéuticos e farmacocinéticos na AMD.

Un dos problemas do tratamento da AMD esta relacionado coa via de administracion intravitrea,
por tratarse dunha via invasiva: a administracion realizase inxectando unha disolucién ou
suspension de farmaco, ou un implante intraocular, na cAmara vitrea. A principal vantaxe desta
via reside en que, ao administrar o principio activo directamente na zona destinada & accion
farmacoldxica, permite atinxir concentracidns terapéuticas no humor vitreo de forma inmediata
[14]. Isto simase & vantaxe da administracién local en calquera zona do organismo, en tanto que
evita efectos adversos a nivel sistémico. Porén, si hai efectos adversos locais, como
endoftalmite ou desprendemento de humor vitreo. Ademais, alén do caracter invasivo do
procedemento e a dor e malestar que pode causar nos doentes, no ollo existen barreiras
anatdémicas entre o vitreo e a retina ou a coroides, polo que a simple presenza do farmaco no
vitreo non garante que tefia lugar o efecto terapéutico. Asi e todo, segue sendo a mellor via de
administracién para oftalmopatias do segmento posterior [4].

Neste contexto, é léoxico que unha das prioridades da investigaciéon en AMD sexa reducir ao
minimo imprescindibel o nimero de inxeccidns realizadas, que diminuira o risco de efectos
adversos asociados & administracion e contribuird a optimizar os recursos econémicos do
sistema de saude [10,16]. Con este fin, tense investigado sobre o uso de sistemas de liberacién

para a cesion controlada no tempo de principios activos na terapia intravitrea.

SISTEMAS COLOIDAIS DE LIBERACION INTRAVITREA

Os principais sistemas de liberacion obxecto de estudo para administracién intravitrea son
hidroxeles, liposomas, sistemas particulados (microparticulas e nanoparticulas), implantes e
combinaciéns de dous deles (Figura 5) [10].

No relativo &8 composicion destes sistemas, os vectores lipidicos, como os liposomas ou
sistemas particulados de natureza lipidica, vefien chamando a atencién de moitos grupos de
investigacion por presentaren certas vantaxes, entre as que salientan a sUia biocompatibilidade
coa superficie ocular, a sua lipofilia, a sia capacidade de atravesar barreiras fisioldxicas ou a
relativa simplicidade da sua elaboracién. Ademais, alguns destes sistemas son facilmente
escalabeis para a sUa producién industrial e presentan unha boa relacién efectividade/custo, o

que tamén facilita a sta introducién no mercado [17].
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Figura 5. Alguns tipos de sistemas de liberacién controlada de anticorpos anti-VEGF no humor vitreo.
Adaptada de [10].

Entre estes sistemas lipidicos de liberacion salientan os liposomas, as nanoparticulas de lipidos
solidos (SLN, solid lipid nanoparticles) ou os transportadores lipidicos nanoestruturados (NLC,
nanostructured lipid carriers) [18]. Mentres que os liposomas son vesiculas formadas
maioritariamente por fosfolipidos e colesterol e as SLN son nanoparticulas formadas por lipidos
sélidos a temperatura ambiente, que lles confiren maior rixidez e cohesién, os NLC estan
conformados por unha mestura de lipidos sélidos e liquidos a temperatura ambiente. Esta
combinacién caracteristica dos NLC permite superar problemas dos outros dous sistemas,
especialmente das SLN: os lipidos sélidos mesturanse cos liquidos creando unha matriz mais
fluida e amorfa que a das SLN, que aumenta considerabelmente a capacidade de carga, evita a
expulsién precoz do farmaco por mor da cristalizacién dos lipidos e presenta menor contido en
auga, mellorando por tanto as propiedades do sistema como vector de farmacos [17,18]. E por
este motivo que o sistema escollido para simular neste traballo son os NLC cargados con
bevacizumab. Mais concretamente, foron seleccionados varios lipidos das NLC, nomeadamente
a monoestearina, ou monoestearato de glicerilo (GMS), emulsionante alimentar amplamente
utilizado e produto do metabolismo dos triglicéridos [19], e empregado na literatura tamén como
componente de nanoparticulas lipidicas, entre elas NLC [20,21]. O outro lipido € o Compritol 888
ATO, produto comercial mestura de tres ésteres de acido behénico (acido graxo saturado de 22
atomos de carbono) co glicerol [22].

A escolla do sistema de liberacién é importante porque determina a cinética de cesiéon do
principio activo, cuestidon de grande relevancia na farmacocinética dos anticorpos no humor
vitreo, e particularmente no seu intervalo posoléxico. Un dos factores que inflUie de forma crucial
na cinética de liberacién dun determinado principio activo contido nun sistema de liberacién é a
interaccién entre o farmaco e o vector. Un farmaco con moi alta afinidade polo sistema de
liberacién que o contén pode non liberarse ao ritmo adecuado para a terapia ou para o paciente,

mentres que unha interaccién débil diminuirda a capacidade de carga do vector e podera
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favorecer unha liberacidon prematura ou abrupta, impedindo o control da velocidade de
liberacion [23].

Existen diversas técnicas para analizar a interaccidn entre duas ou mais substancias,
dependendo das propiedades do sistema que se midan en cada caso. Un exemplo destas
propiedades é a calor intercambiada na interacciéon, magnitude na que se basean as técnicas
calorimétricas, como a calorimetria de valoracién isotérmica (ITC) ou a calorimetria diferencial
de varrido (DSC) [24]. Outra das opcidns é observar as alteracidons que se producen nun filme de
moléculas agregadas nunha interface baixo distintas condiciéns, entre elas a presenza dunha
das substancias obxecto de estudo. Este ultimo caso é o aplicado neste traballo, no que a este

agregado supramolecular nunha interface lle chamamos monocapa [25].

FISICOQUIMICA DE SUPERFICIES: MONOCAPAS
Conceptos chave en Termodinamica de superficies. As interfaces.

Na Fisicoquimica de coloides e interfaces enténdese por monocapa, ou capa monomolecular,
un filme dunha molécula de espesor disposto nunha interface. Dado que a obtencién de
monocapas debe ter lugar nunha interface, a que permite unha manipulacién mais precisa para
este fin, e ademais é facil de conseguir, é a interface ar/auga.

Cando falamos de interface falamos da rexién espacial (superficie xeométrica), aparentemente

bidimensional, que separa duas fases [26]. J. William Gibbs (EUA, 1839-1903) propuxo

Sistema actual Sistema modelo
Volumen V" —f=c — Volumen V
Superficie
Region interfase divisoria
de Gibbs
T, r" J 4
Volumen V, Volumen ¥

(a) (b)

Figura 6. Modelo actual de interfaces, proposto por Guggenheim (a) fronte ao modelo
proposto por Gibbs (b) [27].

que asinterfaces se podian abordar como sistemas bidimensionais, de espesor nulo (“superficie

divisoria de Gibbs”) (Figura 6). Porén, experimentalmente comprébase que a interface real ten

13



volume non nulo, e as propiedades da interface son diferentes as das duas fases que separa,
como postularon outros autores [26,27]. Cémpre mencionara que as interfaces dun determinado
sistema seran tanto mais relevantes no comportamento e propiedades dese sistema canto
maior é a proporcion de moléculas que se atopan na interface con respecto do total de
moléculas que o conforman, isto é, canto maior é a sua razén superficie/volume, como é o caso

dos coloides [28].

Nas interfaces fase condensada/gas, como a interface ar/auga, as interaccidons entre as
moléculas na fase gas son practicamente desprezabeis en relacion & magnitude das
interacciéns intermoleculares que se manifestan na fase condensada, ao ser moito menor a
probabilidade dunha molécula dun gas aparecer na interface con respecto dunha molécula dun
liquido. Por este motivo, xérase unha descompensacioén nas forzas intermoleculares (Figura 7)
que afecta as moléculas que se localizan na interface. Dado que, segundo o potencial de

Lennard-Jones, as forzas de atraccién intermoleculares provocan unha diminucién da enerxia do

m

A-———-———-—-—-—-—-—-—-—-

O

Figura 7. Representacidn das forzas de atraccién exercidas sobre unha molécula
nainterface (de seccion ABCD) e no seo da fase condensada, a[27].
sistema, as moléculas que experimentan sobre si unha menor interaccién atractiva, como é o
caso das que se localizan na interface, posuirdn unha enerxia media maior que as moléculas que
se atopan no seo do liquido [27]. En vista disto, dedlcese que as interfaces son rexidns de maior
enerxia que a fase volume, e por tanto: (a) o sistema tratara de reducir a sla extension, a fin de

minimizar o numero de moléculas con esta cantidade superior de enerxia, e (b) un aumento da
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area da interface implicard necesariamente a achega de enerxia en forma de traballo sobre o
sistema, necesaria para que mais moléculas da fase volume pasen a estar na interface.

A tendencia do sistema a minimizar as suas interfaces ponse de manifesto a través dunha forza
neta non nula, resultante da suma vectorialde forzas aplicadas sobre cada molécula da interface
(Figura 7), con direccidén perpendicular & interface e sentido cara ao interior de cada fase, neste
caso da fase condensada (ndtese que esa mesma suma vectorial, no caso da molécula que esta
na fase volume rodeada doutras, da como resultado unha forza neta nula). Esta forza, referida a
unidade de lonxitude, recibe o nome de tension interfacial ou tensién superficial:

(Ecuacion 1)

_F
r=s
ondey é atension interfacial, F aforza neta e r a lonxitude ou desprazamento. Isto obsérvase con
maior facilidade desde o punto de vista termodinamico: dado que o traballo se define como a
forza multiplicada polo desprazamento, definimos a tensién interfacial como o traballo (w)
necesario para aumentar infinitesimalmente a drea ¢ dunha interface [25]. Obtemos a expresién

multiplicando numerador e denominador da ecuacién 1 polo desprazamento:

F Fr w
= = — (Ecuacion 2)
o

.<
1l
K

')/:

r r2 "
As unidades da tensién superficial son, por tanto, as de forza por unidade de lonxitude (N/m no
Sistema Internacional, sendo de uso habitual o submultiplo mN/m).

Este traballo w (ecuacion 2) pédese relacionar con outras magnitudes termodinamicas, como a
enerxia libre. A variacién de enerxia libre dun sistema aberto vén dada pola ecuacién
fundamental da Termodinamica Quimica (ecuaciéon 3) [26]. Os tres primeiros termos
corresponden ao traballo expansién-compresién, & calor intercambiada e 4s mudanzas na
composicién do sistema, respectivamente. Porén, en Fisicoquimica de superficies e coloides a
componente interfacial € fundamental, polo que & cofiecida expresidn se lle engade un cuarto

termo referido & area das interfaces do sistema, ficando:

dG =V dP —-SdT + Y u;dn; +ydo (Ecuacién 3)
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onde G é a enerxia libre, V é o volume, P a presion, S a entropia, T a temperatura absoluta, i o
potencial quimico do compofiente i, n; a cantidade dese compofiente, y a tensién interfaciale o
a area que ocupa a interface. Isto implica que, nun sistema aberto de composicion fixa, en

condicidons de presidn e temperatura constantes, verificase a ecuacion
dGpryn, =y do (Ecuacién 4)

na que G se cofiece como enerxia libre interfacial [25]. Asi, a tensidn superficial podese

expresar tamén como

aG
Y = (—) (Ecuacién 5)
do P,T,ni_]-

isto é, como a variacion da enerxia libre de Gibbs do sistema debida & variacién na area das suas
interfaces.

As moléculas que conformaren a monocapa deben ter a propiedade de permanecer na interface,
isto é, de seren activas en superficie ou tensioactivas. Os tensioactivos (Figura 8) son moléculas
anfifilicas (na que parte da molécula é hidrofilica e outra parte é hidrofébica) que reducen

significativamente a tensidn interfacial do medio ao substituiren na interface as moléculas das

/\/\/\/\/\/\/\/(> cabeza polar

cadea apolar

Figura 8. Estrutura xeral dunha molécula de tensioactivo. Adaptada de [29].

substancias que conforman as distintas fases que separa e que, como viramos, experimentaban
unha descompensacion de forzas de atraccidn cara a outras moléculas. Deste xeito, nainterface
ar/auga, cando as moléculas de tensioactivo estan na interface, a parte hidrofilica da molécula
experimenta atraccién cara as moléculas de auga € a parte hidrofébica disponse cara ao ar. Isto
elimina o contacto entre fases que xeraba a asimetria de interacciéns intermoleculares e daba
orixe a tension superficial. Como se pode ver na ecuacién 4, ao diminuir a tension interfacial, a
area constante, diminue a enerxia libre interfacial, facendo o sistema enerxeticamente mais
favorabel [25,27].

No estudo das monocapas de tensioactivos, unha magnitude de especial utilidade, derivada da
tensioén superficial, é a presion superficial (). Definese como a diferenza de tension interfacial

do sistema debida & presenza da monocapa:
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T=Yo—VY (Ecuacion 6)

onde Yo € a tension superficial do liquido coa interface limpa e y é a tensidn superficial medida
co filme [27,30]. As sUas unidades, ao ser unha resta de tensiéns interfaciais, son as mesmas
que as desta magnitude. A presion superficial midese experimentalmente, igual que a tensién
superficial, como a forza neta exercida sobre un elemento acoplado a unha balanza ou
dinamdmetro, que pode ser unha placa pendurada (de platino ou papel, chamada placa de
Wilhelmy), un anel metalico, etc. Deste xeito, existen varios métodos [25], cuxa explicacién

detallada excede os obxectivos deste traballo.

Obtencidn e caracterizacion de monocapas.

En funcion do método de obtencidn, falamos de dous tipos diferentes de filmes: monocapas de
adsorcién ou de Gibbs e monocapas de extension ou de Langmuir. A efectos destas técnicas, a
fase liquida sobre a que se dispdn o filme recibe o nome de subfase [25,27].

Nas monocapas de adsorcion, a subfase é unha disoluciéon acuosa do tensioactivo do que se
quere obter unha monocapa. Dado que, como comentabamos, as interfaces son rexiéns
enerxeticamente desfavorabeis, os tensioactivos pasan do seo da disolucién a colocarse na
interface de forma espontanea, formando unha monocapa.

No caso das monocapas de extensidén, que son as que se obtiveron na realizacién deste traballo,
a fase liquida sera auga ou unha disoluciéon acuosa carente de solutos activos en superficie,
sobre a cal sera depositado o tensioactivo de interese. Esta deposicion realizase disolvendo
previamente o tensioactivo insolubel en auga nun disolvente, que chamaremos de extension,
que deberé ser un disolvente orgdnico moi volatil, de tal maneira que se poida evaporar e deixar
o tensioactivo na interface sen outros residuos. Esta disolucién é depositada pinga a pinga sobre
a subfase coa axuda dunha microxiringa ou micropipeta. Apds deixar o disolvente evaporar, a
monocapa esta formada [25,27].

Unha vez na interface, a monocapa pddese caracterizar a través de técnicas espectroscépicas,
microscopicas, reoléxicas, electroquimicas, etc., en funcién das propiedades do filme que se
midan en cada caso. A forma mais inmediata, non obstante, é a suia compresién nunha balanza
de Langmuir, tamén chamada de Langmuir-Pockels (Figura 9), que o enxefeiro estadounidense
Irving Langmuir e a sua colega Katharine Blodgett obtiveron perfeccionando o modelo

previamente construido pola cientifica italo-alemé Agnes Pockels.
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Figura 9. Esquema da balanza de Langmuir-Pockels, en vista transversal [31].

A compresion isotérmica da monocapa estendida na interface mediante unha ou duas barreiras
permite, de forma analoga a como acontece a compresion dun gas en tres dimensiéns, a
aproximacion progresiva dunhas moléculas da monocapa a outras, mudando de estado de
agregacion superficial (analogos aproximados aos estados sdlido, liquido e gas en tres
dimensions). As interaccions entre as moléculas do filme dan lugar a distintas conformaciéns
das mesmas na interface, o que altera a forza que exercen sobre o sensor de presidn superficial
e dan lugar a diferentes curvas de presion () que, representadas fronte 4 area media que ocupa
cada molécula nainterface (A), reciben o nome de isotermas m-A e constitlen a caracterizacion

fundamental dun tensioactivo insolubel en monocapa [25,28].

Na figura 10 represéntase unha isoterma de compresidn tipica dun tensioactivo en monocapa. A
representacién do rexistro da compresién comeza na parte inferior dereita da grafica, a valores
altos de drea por molécula e baixas presidns superficiais. A medida que a compresién avanza, a
area molecular diminte (ao reducirse a area total por accidn das barreiras da balanza) e, ao
aumentar a forza exercida polos tensioactivos sobre a placa de Wilhelmy, aumenta a presién
superficial. No transcurso da compresién, en virtude das interaccions entre as moléculas de
tensioactivo na interface e a medida que estas se aproximan entre si, falamos de estados de
agregacion gasoso, no que as moléculas se acostuman a dispor en paralelo & interface con
abundante espazo entre elas; expandido, no cal comezan a elevar da interface as sUas cadeas
apolares por falta de espazo, ou condensado, coas moléculas préoximas entre si e coas cadeas
orientadas cada vez mais proximas a vertical. Nalguns compostos pddese atinxir un estado
sélido, no que o eixo das cadeas hidrofébicas se dispén en perpendicular & interface. O
fendmeno cofiecido como colapso da monocapa ten lugar cando as moléculas non se poden
aproximar mais entre si e pérdese a estrutura do filme, ben por formacién de multicapas ou ben

por desorcién (solubilizacidén na subfase) do tensioactivo [27].
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Figura 10. Isoterma tipica da compresion dunha monocapa [27].

Aplicacidns farmacéuticas dos estudos en superficie.

Os tensioactivos, por mor da suUa particular estrutura (Figura 8), presentan unha serie de
propiedades de grande interese, que permiten o estudo dunha grande variedade de sistemas e
procesos importantes no eido farmacéutico.

Particularmente, as monocapas de Langmuir empréganse como modelos na simulacién de
membranas bioldxicas (membranas celulares, surfactante pulmonar, etc.) e de moitos outros
agregados supramoleculares e de natureza coloidal, como micelas e vesiculas, dado que a
disposicion das moléculas de tensioactivo nunha monocapa é analoga a4 que ocupan no
agregado, que se mantén cohesionado grazas as mesmas forzas intermoleculares que se pofen
de manifesto no filme. O seu estudo a través de monocapas permite obter informacion sobre a
cohesidén do agregado e o efecto sobre ela de distintos factores como o pH, a temperatura, a

forzaidnica, etc. Por outra banda, a obtencién de monocapas mixtas, ou de varios compofentes,
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permite estudar as interacciéns entre distintas substancias, como pode ser un farmaco e unha

membrana ou agregado [32,33].

Head group

{

Ny

Hydrophobic tail

Figura 11. As monocapas (B) empréganse para simular o comportamento doutros agregados
supramoleculares de substancias anfifilicas, como bicapas (A), micelas (C) ou vesiculas (D) [34].

Neste traballo, a técnica de monocapas de Langmuir emprégase para estudar a interacciéon
entre varias substancias, nas que unha é un tensioactivo insollibel e outra pode ser ou ben
insolubel tamén (incorporandose @ monocapa) ou ben solubel, como é o caso de proteinas e
moitos farmacos. Neste ultimo caso estlidase a adsorcién da substancia en cuestion, disolta ou
dispersa na subfase, 8 monocapa, e a sta posibel penetracion no filme. Isto ponse de manifesto
nunha variaciéon da presion superficial, medida fronte ao tempo (cinéticas 1-t) [35]. Un aumento
da presidn superficial implica unha maior forza exercida sobre o sensor pola presenza de mais
moléculas na interface, indicativo da incorporacién do soluto ao filme. A forma e a pendente da

curva -t permiten tamén inferir os procesos que tefien lugar na interface subfase/monocapa.

Obxectivos

Os obxectivos do presente traballo son:
1. Caracterizar na interface ar/auga dous lipidos activos en superficie compofentes de
sistemas nanoestruturados de liberaciéon de farmacos, e a sua mestura equimolar.
2. Establecer queinteraccidons se pofien de manifesto, de ser o caso, entre estes lipidose o
principio activo encapsulado polos NLC dos que forman parte.
3. Constatar a utilidade das técnicas baseadas na fisicoquimica de superficies para o

estudo de sistemas e procesos de interese farmacéutico.
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Material e métodos

MATERIAL

Os dous lipidos empregados son ésteres de acidos graxos con glicerol), cuxa estrutura se reflicte

na Figura 12.
)
A CH
monoestearato de glicerilo (monoestearina)
o]
\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\)\O/\(\O’ R2
0.
B R4

moncbehenato de glicerilo (R4 =R, = H)
dibehenato de glicerilo (R4 =22:0, R, = H)
tribehenato de glicerilo (R4 =R, = 22:0)

Figura 12. Estrutura molecular dos lipidos empregados, (A) monoestearina (Mm: 358,6 g/mol[37]) e (B) os
ésteres que conforman o Compritol 888 ATO (<Mm>: 782,4 g/mol)** na proporcién indicada na Taboa 1. A
estrutura do farmaco, bevacizumab (Mm: 149.196,88 g/mol [38]), aparece na figura 4.

**A masa molar promedio do Compritol foi calculada como media ponderada das masas molares dos

ésteres que o forman en cadansua proporcion [22].

O monoestearato de glicerilo, ou monoestearina (GMS) (Guinama, Valencia) e o Compritol
888 ATO (C8A) (Gattefossé SAS, Francia) foron empregados sen modificaciéns. O bevacizumab
(BVZ) (Zirabev®, Pfizer, EUA) foi purificado por ultrafiltracién previamente ao seu uso a través dun
filtro Amicon® de 100 kDa coa axuda dunha centrifuga Centrifuge 5804 R (Eppendorf, Alemafha) a
3000 rpm durante 10 min (duas veces) e posteriormente reconstituido, a fin de eliminar os

tensioactivos antiaglomerantes do produto comercial, susceptibeis de alterar as monocapas.

Para a limpeza da balanza de Langmuir e a cubeta de penetracion empregouse auga ultrapura de
condutividade 18,2 MQ cm (Milli-Q, MilliPore SAS, Merck, Francia). O cloroformo e o metanol
utilizados para facer as disoluciéns e o etanol para a limpeza da balanza e da cubeta foron

adquiridos a Sigma-Aldrich (Merck, Francia) e empregados tamén sen alteracidns.

21



Taboa 1. Composicidon dos produtos empregados en ésteres de acidos graxos con glicerol ou glicerina
(propano-1,2,3-triol). A porcentaxe (*) fai referencia a proporcion promedio de cada éster no produto final
empregado, segundo indicado polo fabricante [36].

AcIDOS GRAXOS ESTERES RESULTANTES
N° atomos C
Nome Nome () n® Estequiometria Nome o Produto
comun quimico . ) .. acido/glicerol (... de glicerilo) final
insaturacions
11 monobehenato 12-18
Acido Acido . Compritol
22:0 -
behénico docosanoico 2n dibehenato 40-60 888 ATO
3/1 tribehenato 21-35
Acido Acido 18:0 11 monoestearato 100 GMS

estearico octadecanoico

METODOS
Compresion de monocapas.

As isotermas m-A foron obtidas por compresion de monocapas de lipidos nunha balanza de
Langmuir de politetrafluoroetileno (PTFE ou teflén) de 470 cm? de superficie efectiva, modelo
NIMA 611 (NIMA, Coventry, Inglaterra) (Figura 13A), cunha barreira de teflon. A balanza limpouse
con etanol e aclarouse duas veces con auga ultrapura antes de proceder a realizar cada
experiencia. Para obter as monocapas estendéronse os tensioactivos na interface ar/auga a
través da deposiciéon manual sobre ela, pinga a pinga, de 100 pL dunha disolucién de
concentracion 0,64 mM do lipido ou lipidos de interese en cloroformo, cun 10% (v/v) de metanol
como cosolvente, coa axuda dunha microxiringa (Hamilton, EUA), dando deste xeito filmes de
3,86 (¥0,01) x 10" moléculas. Unha vez depositada a monocapa esperouse 10 minutos para
asegurar a total evaporacién do disolvente de extensién, para despois o filme a unha velocidade
de 15 cm?/min. A compresidn foi rexistrada a través da medida da presién superficial () grazas
a un sensor de tipo placa de Wilhelmy feito de papel de cromatégrafo (Whatman Chr1, UK). A
presion superficial foi representada graficamente como ordenada fronte a area promedio que
ocupa cada molécula no filme (A). A temperatura & que se realizaron as experiencias foi de 30
+19C, controlada a través dun bafo termostatizado (Julabo GmbH, Alemania) acoplado a

balanza.

22



Calculos baseados nas isotermas.

As isotermas 1-A foron tratadas matematicamente con posterioridade co programa OriginLab
2019 (Origin) para poder obter arepresentacion do seu médulo de compresibilidade superficial
(Cs'1), unha medida da resistencia que ofrece o filme & compresiéon [27,30], fronte & presion
superficial. Dado que o seu significado fisico € oposto ao da compresibilidade (facilidade coa
que se pode comprimir un sistema), calculase como a sua inversa. Se a unha temperatura T a

compresibilidade, C, dun sistema en tres dimensiéns [26] vén dada pola ecuacién

1 /0V
C=—-(— (Ecuacion 7)

vV \oP T
onde V é o volume do sistema e P a presidon que se exerce sobre el, pasar isto a duas dimensiéns

(substituindo o volume por éarea, A, e a presidn por presidon superficial, m) danos a

compresibilidade superficial, Cs, definida como:

1 /0A
Cs = —= (—) (Ecuacion 8)
A \Om T

Calculando a sua inversa temos a expresién do médulo de compresibilidade superficial:
- on
Cs 1= —A (—) (Ecuacion 9)
0A T

que ten unidades de presion superficial (mN/m). O valor do moédulo de compresibilidade garda
relacién, como se observa na ecuacién 9, coa pendente da curva 1-A, e da unha indicacién do
estado de agregacion superficial das moléculas da monocapa: canto maior sexa o estado de
agregacion, maior tamén sera a resistencia a unha maior compresion do filme. Esta relacién

aparece reflectida na tdboa 2.

A curva final do médulo de compresibilidade foi obtida apds o procesamento da curva obtida en
bruto (por aplicacidon da ecuacién 9) a través dunha dupla suavizacién, ou mellora da relacién
sinal/ruido, por promediacién ponderada entre puntos adxacentes (adjacent-averaging

smoothing).
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Taboa 2. Relacion entre o valor do modulo de compresibilidade e o estado de
agregacion da monocapa. Os valores dos intervalos varian lixeiramente en funcién
dos autores; estes son os valores propostos por Davies e Rideal. Adaptada de

[27,30].
Estado de agregacion da monocapa C;! (mN/m)
Gasoso (G), transicidons de fase de orde 1, colapso ~0
Gas denso ou liquido de baixa densidade 0-25
Liquido expandido (LE) 25-50
Liquido intermedio ou de transicion () 50-100
Liguido condensado (LC) 100-250

Asi mesmo, calculdronse tamén duas funcidns de exceso, isto é, variacidns que experimenta
unha magnitude fisica entre o valor que adoptaria nunha mestura ideal de duas substancias en
monocapa e o valor desa magnitude correspondente & mestura real, medido
experimentalmente.

Por unha banda, a darea molecular de exceso (A*°), que é a diferenza de area promedio por

molécula entre a mestura ideal, calculada pola regra da aditividade, cuxa expresion é

Aideal — Ayx, + Ayx, (Ecuacion 10)

e a area real, recollida na isoterma de compresion da mestura GMS/C8A. A ecuaciéon da area de

exceso fica entén:

Aexc — greal _ pideal _ A1,2 — (Alxl + Azxz) (Ecuacién 11)

A variacién de exceso da enerxia libre de Gibbs (AG®°) calculase segundo a aproximacion

proposta por Goodrich [39] e Pagano e Gershfeld [40]:

AGEXC = N L;T AeXC dm = N f: A1z — (Arxg + Ayx;) (Ecuacion 12)

onde N é o numero de Avogadro, ma presidn escollida para a cal se estuda a enerxia libre de
exceso, e r* é a presion superficial 4 cal se entende que os compoinentes se mesturan de forma

ideal, que se pode asumir que é a presion cero (7%= 0 mN/m) [41].
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Estudos de penetracidn (cinética m-t).

Para o estudo das interacciéns lipido/anticorpo, obtivéronse curvas da cinética de penetracion
(Tt-t) do bevacizumab en monocapas de lipidos nunha cubeta cilindrica de PTFE de 70 mL de
capacidade e superficie de 30 cm? acoplada a un sensor de presién superficial (ambos os dous

equipamentos de NIMA, Coventry, Inglaterra) (Figura 13B).

B 5\

Figura 13. Balanza superficial de Langmuir-Pockels (A) e cubeta para estudos de penetracion (B).

Na superficie da auga vertida no interior da cubeta da figura 13B depositaronse, en primeiro lugar,
monocapas do nimero de moléculas necesario para atinxir T = 10 mN/m na interface en cada
caso. Isto obedece & necesidade da monocapa de estar nun estado de agregacion pouco
condensado, a fin de facilitar a penetracién da proteina no filme [42]. Apds 10 minutos de
estabilizacion do filme e evaporacion do disolvente, inxectouse o anticorpo en disoluciéon acuosa
por baixo da monocapa, obtendo unha concentracién de anticorpo na subfase de 0,48 uM, e
mediuse a presidon superficial fronte ao tempo durante 10 horas. A inxecciéon realizouse
empregando o canal que a tal efecto ten a cubeta, coa axuda dunha xiringa Terumo® acoplada a
unha agulla hipodérmica Sol-M™, e retirando previamente un volume idéntico ao inxectado para
evitar cambios de 1t debidos a unha variacién do volume de subfase. Os estudos de penetracién

realizaronse a temperatura ambiente (21 £1 °C).
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Resultados e discusion

1. CARACTERIZACION DOS LIPIDOS DOS NLC: COMPRESION DE MONOCAPAS DE EXTENSION.

As monocapas de Langmuir dos dous lipidos e da sia mestura equimolar deron isotermas de

compresion (Figura 14) e o seu médulo de compresibilidade (Figura 15).

60

——GMS
—— GMS/C8A 1:1 (mol/mol)
——CB8A

50

40 4

30

7 (MN/m)

20

10

I: i' 1 v 1 v 1 v 1
20\ \ 40 \ 60 80 100
min- GMS GMS/C8A  CB8A

A (A?/molécula)

Figura 14. Isotermas de compresion dos filmes compostos por monoestearina (GMS),
Compritol (C8A) e a sila mestura equimolar.

Taboa 3. Valores de area promedio por molécula a distintas presiéns superficiais e valores da presiéon de
colapso dos tres sistemas.

GMs T Compritol 888 ATO

A (m=0mN/m) 55,2 54,0 66,6
[A2/molécula]

A (=20 mN/m) 27,4 37,4 52,3
[A%molécula]

A (=40 mN/m) 22,8 33,6 45,9
[A*’molécula]

Ami [A2/molécula) 20,6 28,5 42,5

T [MN/M] 55,1 56,4 50,0
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Figura 15. M6dulo de compresibilidade dos tres sistemas fronte a presién superficial.

1.1. Monoestearina (GMS)

As isotermas da compresion de GMS na interface a/w (en cor negra, sen simbolos, na Figura 14)
presentan unha forma e unha presiéon de colapso concordantes coa literatura [19,20]. A
temperaturas inferiores ou iguais a 30°C, a monocapa de monoestearina non mostra indicios de
transicions de fase, probabelmente porque xa coexistan a moi baixas presiéns a fase

condensada e a fase expandida ou desordenada [19].

A isoterma reflicte unha area por molécula no final da compresién de 20,6 A%/molécula,
lixeiramente maior que a do acido estearico (aprox. 20,3 AZ/molécula) descrita en estudos
anteriores [43-45]. Na Figura 16 apréciase onde ten lugar o colapso da monocapa, segundo se
confirma co médulo de compresibilidade: o colapso acontece & presiéon para a cal a curva do
modulo chega ou se aproxima a 0 (punto de maxima compresibilidade, indicativa da perda da
estrutura da monocapa) [27,30]. Despois 0 médulo aumenta novamente, mostrando que ainda

hai compresidn posterior ao colapso (Figura 16).
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Figura 16. Detalle da isoterma de compresién da monoestearina no seu extremo final, no
que se pode observar o colapso da monocapa e a a&rea minima por molécula do GMS.
A nivel molecular, isto vén corroborar que a uUnica parte hidrofébica da monoestearina, que fica
no aire cando se coloca na interface aire/auga, é a cadea hidrocarbonada de 18 atomos de
carbono, a mesma que na monocapa do propio acido graxo [43] (Figura 17). Nesta figura tamén
se pode apreciar que o grupo hidrofilico da monoestearina (glicerol), que permanece mergullado
na auga, presenta maior volume que o grupo carboxilo do 4cido graxo, explicando asi a diferenza
de drea minima entre as dldas substancias. A estabilidade da monocapa de GMS vén dada polas
forzas de dispersién entre cadeas apolares, e tamén polos enlaces de hidréxeno
intermoleculares que se establecen entre os grupos glicerilo, e que explican en parte tamén a
elevada presién de colapso deste lipido fronte ao seu acido graxo homoélogo [19,43]. Tamén
explica que a monoestearina tefia o0 maximo do seu médulo de compresibilidade a presiéns
maiores que os outros dous sistemas (46,0 mN/m, fronte aos 42,5 mN/m do C8A e 42,1 mN/m

da mestura).

1.2. Compritol 888 ATO (C8A)

A isoterma de compresion do C8A (en azul verdoso e cadrados na Figura 14) posue a mesma
forma xeral que a descrita por Pérez et col. [46] e achega valores de area por molécula
significativamente superiores aos do GMS. Este achado é consistente coa distinta composicién

deste produto, que inclie tamén as especies di- e triacilglicérido, que ocupan maior superficie
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Figura 17. Variacion da conformacion dunha molécula de monoestearina na interface ar/fauga a medida
que avanza a compresién da monocapa, en concordancia con [19], e comparacién da sua area minima
coa do acido estearico.

que o monoacilglicérido (Taboa 1 e Figura 18).

Un factor importante que explica o comportamento do Compritol desde o comezo da
compresion até ~28 mN/m, é a elevada lonxitude das cadeas alifaticas destes acilglicéridos, que
fai que o C8A conforme unha monocapa nun estado superficial mais condensado que o da
monoestearina (4 atomos de carbono mais curta, equivalentes a ~ 5 A [47]) (Figura 18). Isto
explicase pola existencia de maiores interaccidons de London entre os grupos metileno, mais
numerosos no Compritol [48]; por este motivo, vemos que a monocapa de C8A é a mais rixida
(maior Cs™, Figura 15) neste intervalo de presidns. Aisto simase que, tendo depositado o mesmo
numero de moléculas dos tres sistemas, as moléculas de Compritol son as que mais area
ocupan cada unha, mostrando maior resistencia & compresion. Esta tendencia sé se ve
interrompida pola transicién xa comentada, que fai caer a curva do médulo de compresibilidade
até acadar un pico maximo inferior ao da monoestearina, coherente con outros achados na

literatura para acilglicéridos analogos [49].

A meseta ou plateau que se aprecia na isoterma en forma de “ombro”, que o mddulo de
compresibilidade confirma entre os 24,9 e 34,5 mN/m (Figura 15), mostra unha diminucién da
maghnitude de pendente, o que implica que nese intervalo a compresién esta tendo outro efecto

sobre a monocapa alén de subir a presion superficial. Habitualmente, isto é indicativo dunha
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transicion de fase ou dun cambio na conformacidn das moléculas na interface [27]. Isto
obsérvase na curva do médulo de compresibilidade fronte & presion, que durante esa transicién
descende en lugar de ascender, como seria habitual a medida que avanza a compresion (Figura
15). Este descenso do mdédulo equivale a unha diminucidn da resistencia &8 compresion, ou un
aumento da compresibilidade, como é caracteristico de transicidon dunha fase para outra mais
condensada, como a que atravesan as monocapas doutro acilglicérido, a triestearinaa 43 mN/m
[49], ou o acido graxo do que provefen os ésters do Compritol, o acido behénico, a 24,2 mN/m
[47]. Estas transicidns, amplamente descritas na literatura, van acompanadas dunha mudanza
no empaguetamento das moléculas do filme. Primeiro créanse pequenos clusteres ou “illas” da
fase mais condensada inmersas na matriz da fase mais fluida, que aumentan progresivamente

de tamafo coa compresidn da monocapa, até ocupar toda a interface [27,30].

T

2T e & 7

tribehenina dibehenina monobehenina monoestearina

21-35% 40-60% 12-18%

- )
e

Compritol 888 ATO

Figura 18. Orientacién na fase condensada das distintas especies quimicas que
conforman os lipidos obxecto de estudo.

Coémpre salientar que xa desde os 24 mN/m, na isoterma de C8A apréciase que os valores de

area por molécula son maiores do dobre da area molecular da monoestearina (Tdboa 3). Este
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resultado faise comprensibel facendo a comparacién entre o Compritol e o 4cido behénico: este
ten unha seccioén transversal semellante 4 do acido estedrico [47], e moito mais afastada dos
valores do Compritol ca no caso do acido estearico e o GMS. A explicaciéon reside en que o
Compritol ten un promedio aproximado de 2,13 cadeas/molécula segundo a sua composicion

en acilglicéridos (Tdboa 1), mentres que a monoestarina s6 ten 1 cadea/molécula:

Taboa 4. Comparacion da relacién entre o nimero de cadeas promedio por
molécula e entre a drea minima por molécula no Compritol e na
monoestearina.

Ratio
GMS C8A
C8A/GMS
N° 1 2,13 2,13
cadeas/molécula
Amin [A%’molécula] 20,6 42,5 2,06

Como se observa na Taboa 4, cando as moléculas estan altamente empaquetadas, a relacién
entre numero de cadeas e entre seccidns transversais das mesmas coincide no valor
aproximado de 2,1, o que significa que na fase mais condensada as moléculas de Compritol
adoptan as conformaciéns que ocupen menor area posibel: as moléculas de monobehenina
adoptan a orientacidn mais perpendicular & interface; as de dibehenina, ou dibehenato de
glicerilo, unha conformacidén equivalente a esta; mentres que a tribehenina tera unha
conformacién “en E”, tamén chamada “en tridente” ou “en cepillo”, tal como se ten descrito
para outros triacilglicéridos de cadea longa, na que cada cadea ocupa o0 mesmo que un acido

graxo do mesmo nuimero de atomos de carbono [49,50] (Figura 18).

A Ultima caracteristica principal da isoterma de Compritol € o cambio de pendente que se
produce a altas presiodns, evidente na sUaisoterma (Figura 14). O trazado irregular e a diminucion
abrupta na magnitude da pendente apuntan ao colapso da monocapa, que se confirma no
modulo de compresibilidade a unha presion de 50,0 mN/m. A partir de ai, a isoterma responde &
compresién dun filme formado por mono- e multicapas coexistindo na interface [27,49]. Cabe
mencionar que o Compritol mostra o valor mais baixo de presién de colapso dos tres sistemas
lipidicos (Taboa 3), probabelmente por ser o lipido con menos enlaces de hidréoxeno entre os seus

grupos polares, que estabilizan a monocapa como se viu para o GMS.
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1.3. Mestura equimolar CMS/C8A

En terceiro lugar, os filmes da mestura equimolar das duas substancias dan lugar a unha
isoterma (azul con tridngulos brancos, Figura 14) con caracteristicas intermedias entre as outras
duas: a forma aseméllase 4 da monoestearina, mentres que presenta un cambio de pendente
despois do colapso como o que presenta o C8A, aparecendo neste caso a presions mais altas (~
56 mN/m) ca no C8A (~ 50 mN/m). Coma naquel caso, nin esta presién nin a presién maxima
representan o colapso, que acontece a unha presioén inferior (Taboa 3).

A diferenza do Compritol, non hai transicién de fase ou alteracién perceptibel da conformacién
interfacial na mestura, mais si cabe salientar que a mestura do GMS co C8A parece estabilizar
en certa maneira o estado de gas denso asociado & etapa da compresidon inmediatamente
anterior & suba de presidn superficial (lift-off) [19], diminuindo a drea & que isto ten lugar fronte &
isoterma de monoestearina pura (Taboa 3). Isto pode atopar explicacién nas interacciéns

atractivas que se comentaran despois.

O médulo de compresibilidade da mestura, como o dos lipidos por separado, mostra unha curva
ascendente que culmina nun pico para despois baixar até o colapso da monocapa, mais existen
diferenzas significativas entre as tres curvas a altas presidons (Figura 15). A 28 mN/m, coa
transicion do C8A, a mestura de lipidos pasa a ser o sistema que ofrece maior resistencia a ser
comprimido, tendencia que se mantén até presiéns moi altas (rt > 45 mN/m), e adopta un valor
maximo de Cs' moi superior aos dous produtos puros. E notdbel que este maximo aparece
aproximadamente 4 mesma presion que o do Compritol, o que leva a pensar que, en termos de
presion superficial, é este lipido (e as cadeas de 22 atomos de carbono) o que goberna a
compresibilidade da mestura. O aumento tan significativo da rixidez en relacion aos
compofientes por separado, pola sUa parte, pode ser debido a interacciéns atractivas que se
pofian de manifesto entre os acilglicéridos que conforman ambas as duas substancias (Figura
18). Paracomprobalo, calculouse a area de exceso (A®°) e, para interpretar termodinamicamente
este comportamento, a variacién de exceso da enerxia libre (AG*°) [27].

A gréfica da drea de exceso da mestura (Figura 19) mostra que, agas nas proximidades do
colapso, a calquera presion a monocapa de GMS/C8A ocupa menos area que a que
corresponderia a un comportamento ideal da mestura dos dous lipidos. Isto indica unha
condensacion da monocapa, isto é, apunta a existencia de maiores forzas atractivas (ou
menores forzas repulsivas) que as que haberia se a monoestearina e o Compritol se

comportasen na mestura como se comportan en solitario. Isto é consistente cos datos que

32



indican unha maior estabilidade da monocapa, tales como unha presién de colapso maior que
a dos compofientes por separado (Taboa 3) ou o valor maximo do médulo de compresibilidade

(Figura 15) [27,30].
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Figura 19. Area de exceso da mestura GMS/C8A fronte a presidn superficial.

No estudo termodinamico destas interacciéns a través da variacion de exceso da funcién de
Gibbs (Figura 20) confirmase o fendmeno que mostra a area de exceso. Isto permite interpretar
que a mestura dos dous produtos é termodinamicamente favorabel, tanto mais canto mais
préoximas estan as moléculas unhas as outras, € que se trata dunha mestura con desviacions
negativas do comportamento ideal, isto é, que o proceso de mistura ten lugar de forma

espodntanea, o que fai o sistema GMS/C8A mais estdbel que os compofientes por separado.

Este resultado é coincidente co da interaccién entre mono- e diacilglicéridos do acido estearico
(estando o noso sistema composto nun ~ 86% por mono- e diacilglicéridos e asumindo
miscibilidade) que dan unha gréafica idéntica en forma e semellante en magnitude & Figura 20 e
confirman a contraccién da monocapa explicada coa A*° [51]. Alén diso, a analise termo

dindmica do traballo de De la Fuente e Patifio [51] compleméntase con valores de AS®*° <0 que

33



0,2 - 0,2

0,0 0,0

-0,2 1 \ ~-0,2

V.
-0,4 7 \ -

-0,6 - --0,6

1
<t

AG®*¢ (kJ/mal)

-0,8 - T y T y T y T y -0,8
10 20 30 40 50

7 (MN/m)

Figura 20. Variacion de exceso da enerxia libre da mestura GMS/CB8A fronte & presién superficial.

dan, necesariamente, unha AH*° < 0. Estes datos implican, respectivamente, que na monocapa
mixta se forman estruturas superficiais mais ordenadas, e que isto ten lugar a través do
establecemento de interaccidns atractivas mais fortes que as dos lipidos individualmente.

Asumindo a grande semellanza entre os nosos sistemas, podemos extrapolar dentro da
prudencia as conclusiéns xerais desta analise a este traballo, ficando como interese futuro a suda
ampliacién a outras temperaturas para calcular estoutras magnitudes termodinamicas de

eXCeso.

Desde un punto de vista molecular, esta informacion pddese interpretar a través das forzas
intermoleculares de atraccidn que se pofien de manifesto no sistema GMS/C8A. No referente a
rexion formada polas cadeas alifaticas, sdbese que son miscibeis entre si por estudos da enerxia
de cohesidn [52-54] e polos resultados da AG*° negativa (Figura 20), dado que as interacciéns
daranse s6 se os compofientes da monocapa son miscibeis entre si [27]. Sumando a isto que a
repulsion efectiva é independente do numero de atomos de carbono da cadea [50], semella que
as respostas ao comportamento diferencial da mestura destes lipidos deben radicar nas

cabezas polares.
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No relativo a estoutra parte da monocapa, a elevada resistencia & compresiéon do filme mixto
pode vir dada pola repulsidon que nace da estrutura rixida debida aos enlaces de hidréxeno, que
poden impedir a adopcion de estados cristalinos que noutras circunstancias se darian por parte
do triacilglicérido e o monoacilglicérido [49,50]. Alén disto, é posibel que se dea unha
reconfiguracion das ligazéns de hidréxeno no sistema equimolar, motivado por unha banda pola
maior achega de grupos carboxilo cés que ten a monoestearina, que posle atomos que poden
participar deste tipo de interaccidn, e por outra banda por ter mais grupos hidroxilo cé Compritol.
Non obstante, haberia tamén que considerar as variaciéns nas forzas dipolo-dipolo ou de
orientacién e nas forzas de inducion (dipolo-dipolo inducido), para o cal faise necesario un
estudo mais pormenorizado que se poderia levar cabo mediante técnicas espectroscépicas no

infravermello (IR) e estudos in silico por dindmica molecular [55].

2. INTERACCION LiPIDOS/ANTICORPO: CINETICA DE PENETRACION.

Unha vez caracterizadas as monocapas de lipidos, quixose cofiecer o seu comportamento na
presenza do principio activo, bevacizumab (BVZ), a fin de dilucidar as interacciéns
lipido/proteina nos NLC. A este fin, inxectouse o anticorpo en disolucién acuosa por baixo dunha

monocapa a unha presion superficial aproximada de 10 mN/m.
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Figura 21. Curvas de penetracién do BVZ en monocapas dos tres sistemas lipidicos estudados.
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As curvas -t da Figura 21 mostran os distintos perfis de penetracién do BVZ na monocapa de
lipidos. En todos os casos vemos que inmediatamente despois da inxeccién de BVZ (t = 0)
producese un aumento da presién, o que leva a pensar que, no momento que o anticorpo entra
na subfase, difunde até adsorber na interface monocapa/auga, constituindo a primeira etapa do

proceso de penetracion, representada pola pendente positiva entre to =0 e t; (Taboa 5):

Taboa 5. Valores do tempo ao que muda a pendente da curva de penetracion
(t:) e da presidn maxima atinxida para a penetracién de BVZ na monocapa de
cada sistema.

GMS/C8A 1:1
GMS C8A
mol/mol
ti[h] 2,1 3,9 1,5
Tnax [MN/mM] 15,6 17,9 14,0

Pasado este tempo, a grafica describe unha curva cunha pendente moi préxima a cero até as
9,4h, no caso da monocapa mixta, e lixeiramente negativa no caso dos lipidos por separado,
tendo maior magnitude no caso do C8A.

Estas duas etapas na penetracion de substancias solubeis en monocapas de Langmuir, que lle
dan & curva a sua forma pseudologaritmica, estdn presentes en moitos procesos de
adsorcién/penetracion, como o da p-lactoglobulina [35], lisozima [56] ou péptidos
antimicrobianos [57] a modelos de membranas bioldxicas, e responden as distintas etapas da
penetracidon: migracion do soluto cara & monocapa (pendente positiva), posterior insercién e
interaccioén co filme lipidico (cambio de pendente) e formacién dun sistema mixto mais ou menos

estabel (rexion estacionaria).

Os valores da Taboa 5 permiten analizar de maneira diferencial a interaccién do BVZ cos tres
filmes lipidicos estudados. A presién superficial escollida, a fluidez de cada monocapa, que se
pode correlacionar coa capacidade para acoller novas moléculas [42], vai na mesma orde cé sUa
compresibilidade, e por tanto inversa a recollida na Figura 15: GMS > [GMS/C8A] > C8A, sendo a
monocapa de monoestearina a mais fluida e a de Compritol a mais rixida nestas condicions.
Porén, tanto ti como Tn.« establecen unha correlacion diferente, na cal a eficiencia de
penetracion vai na orde: [GMS/C8A] > GMS > C8A.

En ambos os dous casos, o Compritol € a monocapa menos preferida, en teoria (Figura 15) e na

realidade (Figura 21), para a penetracién do anticorpo. Sendo o do C8A o filme con mais
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cadeas/molécula (2,13; Taboa 4) e con menos grupos hidroxilo/molécula dos tres (0,87;
calculado da Figura 18), isto pode facer pensar nunha afinidade do BVZ cara a ambientes mais
fluidos e hidrofilicos. Non obstante, o anticorpo non manifesta a slla maior interaccién coa
monocapa que presenta estes atributos en maior medida (monoestearina), sendén coa mestura
equimolar de ambos lipidos, polo que a interaccién entre farmaco e lipidos debe ter
consecuencias que fan desta mestura en monocapa moito mais atractiva para a proteina.

O tempo no que decorre a primeira etapa (pendente positiva na Figura 21), € moito maior no filme
mixto ca no caso tanto da monoestearina coma do C8A (Taboa 5). Isto evoca unha adsorcién

mais lenta mais que, segundo Timax, permite un maior grao de penetracién ca no GMS.

E razoabelinferir, en vista dos resultados das isotermas e magnitudes derivadas enriba expostos,
que o filme mixto ten unha serie de propiedades que poden ser de interese para a interaccion co
BVZ. Por unha banda, a monocapa da mestura posue suficientes grupos OH (1,44
grupos/molécula de media) como para establecer interacciéons hidrofilicas, incluso ligazéns de
hidréoxeno, cos residuos polares da inmunoglobulina, alén da disponibilidade doutros grupos
como o carboxilo (1,56 grupos/molécula). Isto resulta favorabel, xa que se sabe que o resto de
lisina Lys445 (cuxa cadea lateral remata nun grupo amino primario, ionizado a pH préximos a
neutralidade) e residuos adxacentes establecen interaccions electrostaticas con grupos
anidnicos, como o fosfato, estabilizadas por ligazéns de hidréxeno [58]. Ademais, tamén esta
estudado que as ligazéns de hidroxeno e electrostaticas gobernan a interaccién do bevacizumab
con polisacaridos coma o quitosano [59].

Por outra banda, a tribehenina e, en menor medida, a dibehenina, tefien o esqueleto carbonado
de propano do glicerol mais exposto que os monoacilglicéridos (Figura 18), que pode
interaccionar con residuos hidrofébicos. Isto pode ser de utilidade, se non na primeira etapa, si
na insercién do anticorpo na monocapa e na suUa estabilizacién, a xulgar pola pendente
practicamente nula da curva da mestura a partir das 4 h, a diferenza da pendente lixeiramente

negativa do GMS, e mais ainda do C8A especialmente a partir das 8 h (Figura 21).
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Conclusions

1.

A monoestearina e o Compritol 888 ATO, componentes de NLC, forman monocapas
estabeis na interface ar/auga, e a sia mestura equimolar, que forma un filme mais
condensado que a dos dous produtos por separado, vese termodinamicamente
favorecida de maneira directamente proporcional & presién superficial do filme.

O bevacizumab interacciona coas monocapas de C8A, GMS e a sUa mistura equimolar
de forma diferencial e en orde crecente, mostrando maior penetracién nesta ultima, co
probabel concurso de ligazéns de hidréxeno e electrostaticas, orientando asi a
composicién do vector lipidico coloidal.

Ainteraccidn favorable entre os compofientes lipidicos dun sistema nanoestruturado de
liberacion de farmacos, e entre o principio activo e estes compofientes, pddese usar para
informar a toma de decisiéns na formulacion de novos medicamentos con mellores
propiedades farmacocinéticas, e permite a sla optimizacién en base a criterios

fisicoquimicos.
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