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Resumo 

Este traballo estuda a interacción entre dous tipos de lípidos sólidos a temperatura ambiente 

(monoestearina e Compritol 888 ATO) que forman parte de sistemas nanoestruturados de 

liberación de fármacos, e entre estes e un principio activo, o anticorpo monoclonal 

bevacizumab, empregado para o tratamento intravítreo da dexeneración macular asociada á 

idade (AMD), unha retinopatía que causa perda de visión. A razón deste estudo reside na 

necesidade de aumentar a biodispoñibilidade do fármaco no humor vítreo a través dunha 

liberación sustentada, a fin de espaciar o máximo posíbel no tempo a realización de 

procedementos invasivos ao paciente, como é a inoculación do medicamento na cámara vítrea 

do ollo. Para a análise dos lípidos e das súas interaccións co fármaco procedeuse á obtención e 

estudo de filmes dunha molécula de espesor formados por tensioactivos insolúbeis en auga, 

chamados monocapas de Langmuir, mediante a súa deposición na interface ar/auga. Estas 

monocapas poden ser comprimidas lateralmente, dando lugar a isotermas presión superficial-

área molecular (π-A), coas que se pode caracterizar o comportamento molecular dos 

tensioactivos depositados e a penetración no filme de fármacos hidrosólúbeis. Estas isotermas 

tamén foron tratadas matematicamente, a fin de extraer máis información sobre a rixidez, 

interaccións e estabilidade en filmes de varios compoñentes. Os resultados mostran que ambos 

os dous lípidos forman monocapas estábeis, que a súa mestura equimolar é favorábel mecánica 

e termodinamicamente e que o bevacizumab interacciona preferencialmente cos filmes mixtos, 

o que permite optimizar a composición de vectores nanoestruturados de fármacos con 

propiedades máis adecuadas ás necesidades clínicas. 

 

Palabras chave: terapia biolóxica, sistemas nanoestruturados, interaccións, monocapas, 

fisicoquímica. 
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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 (π-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. 
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Introdución 

OFTALMOPATÍAS: DEXENERACIÓN MACULAR 

Anatomía e fisioloxía do ollo. 

O ollo humano, órgano bilateral encargado da visión, é anatómica e fisioloxicamente complexo. 

Para entender mellor o seu funcionamento, podemos dividir as múltiples 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 está constituído por tres capas 

concéntricas que, do exterior cara ao interior, denominamos esclerótica, coroides e retina [1] 

(Figura 1). A capa máis externa, a esclerótica, esclera ou túnica fibrosa, é de cor branca, opaca e 

pouco vascularizada, e na parte anterior do ollo (en contacto co ar) adopta unha forma 

abombada e transparente, baixo o nome de córnea. A esclerótica ten función eminentemente 

protectora e de soporte (ten un espesor de 0,5-1 mm) e está recuberta pola conxuntiva, unha 

estrutura altamente irrigada que rodea o ollo (Figura 1). A coroides, ou túnica vascular, interior á 

esclerótica, cun grosor de 0,2 mm, ten función nutricional e preséntase moi vascularizada. 

Finalmente, a retina ou túnica nerviosa, a capa máis interna, contén células con función 

fotorreceptora, responsábeis últimas da visión. 

 
Figura 1. Estrutura anatómica do ollo (sección transversal). Adaptada de [2]. 

 
Se optamos por observar o ollo de forma transversal (Figura 1), o globo ocular divídese en dúas 

zonas diferenciadas: os segmentos anterior e posterior. O segmento anterior do ollo abrangue a 

superficie ocular (córnea), iris, cristalino, corpo ciliar e as cámaras anterior e posterior, bañadas 

por humor acuoso. Os dous terzos restantes do globo ocular constitúen o segmento posterior, 

que inclúe o humor vítreo (xel con fibras de coláxeno e ácido hialurónico, maioritariamente), a 
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retina (ligada ao nervio óptico) e a coroides [3,4]. A esclerótica ocupa 5/6 da superficie total do 

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

 

Dentro do segmento posterior, a retina é unha capa de especial interese, por ser a estrutura 

encargada da recepción e transdución de estímulos fotoquímicos que permiten a visión. Está á 

súa vez conformada por dez capas, divididas en dúas unidades funcionais: a unidade funcional 

externa, máis afastada da luz, que contén os conos e bastóns que actúan como fotorreceptores 

(estrato neuroepitelial), e a interna, en contacto co humor vítreo e máis próxima á luz, encargada 

da transmisión do estímulo sensorial xa transformado polo proceso fotoquímico (estrato 

cerebral). 

Nunha área da retina posicionada cara ao centro da mesma atópase unha rexión cunha 

concentración particularmente elevada de fotorreceptores de tipo cono, denominada mácula 

lútea (“mancha amarela”) ou simplemente mácula, que corresponde ao punto de visión máis 

nítida (Figura 1). Trátase dunha zona ovalada e aplanada duns 5 mm2 de extensión que recibe o 

seu adxectivo pola súa pigmentación amarela, debida a unhas xantófilas carotenoides que 

protexen os conos da mácula do deslumbramento [5].  

 
Oftalmopatías do segmento posterior. AMD. 

As patoloxías do segmento posterior defínense como os trastornos que afectan estes tecidos e 

que, ao estar a retina nesta zona, teñen en común que ocasionan discapacidade visual en grao 

variábel. As doenzas máis prevalentes do segmento posterior son, por orde de maior a menor, a 

dexeneración macular asociada á idade, o glaucoma e outras, como a retinopatía diabética [4]. 

 

A dexeneración macular asociada á idade (AMD polo acrónimo en inglés, age-related macular 

degeneration), de feito, é a causa máis común de perda de visión en persoas de máis de 50 anos 
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nos países occidentais [7,8]. É responsábel dun 6-9% da cegueira en todo o mundo, e estímase 

que a súa prevalencia global proxectada ao 2040 sexa de arredor de 288 millóns de persoas [6,9]. 

A AMD afecta principal mais non exclusivamente á mácula da retina; máis concretamente, ao 

complexo formado polos fotorreceptores, o epitelio pigmentario da retina (RPE), a membrana de 

Bruch e a coroides (Figura 2). A patoloxía caracterízase pola acumulación de drusas, ou 

depósitos de refugallo dos fotorreceptores, na lamela basal do RPE e na membrana de Bruch 

(Figura 3), acompañadas de hiperpigmentación [7] asociada ou non a disfunción do RPE. 

Ademais, tamén se detectan depósitos máis difusos, ou drusenoides, no espazo subepitelial do 

RPE (máis próximo ás capas de fotorreceptores), chamados depósitos subretinais [6]. A 

progresión da doenza vén dada, a nivel fisiopatolóxico, polo tamaño das drusas, que a medida 

que aumenta pasamos de falar de AMD temperá a intermedia (Figura 3). Por mor da perturbación 

da estrutura da retina causada por estes depósitos, a doenza pode evoluír cara a unha AMD 

avanzada, na cal pódense orixinar dúas situacións (Figura 3, imaxes 4a e 4b) [10]. A primeira e 

máis habitual (arredor dun 80% dos casos), coñecida como AMD “seca” ou atrofia xeográfica 

(Figura 3.4a), cursa con atrofia concomitante de fotorreceptores, do RPE e dos capilares máis 

internos da coroides (vasos coriocapilares), e asóciase na clínica con escotoma, ou perda de 

visión parcial ou total localizada nunha zona do campo visual [6,11]. Estas zonas atrofiadas 

aumentan a súa superficie co tempo, levando a unha perda progresiva de visión central. 

Unha segunda forma de AMD está asociada a unha perda inicial de vasculatura coroidea e 

irrigación reducida por estenose de vasos de maior calibre. Isto xera hipoxia no RPE, que libera 

de forma reactiva substancias proanxioxénicas, promovendo así a formación de vasos a partir 

dos coriocapilares [7]. Estes novos vasos acaban invadindo o extremo exterior da retina, no que 

se coñece como neovascularización coroidea (CNV) ou, na mácula, neovascularización macular 

(MNV) (Figura 3.4b), dando lugar á denominada AMD neovascular (nAMD). A evolución deste 

tipo de dexeneración macular cara a unha fase exudativa, que se dá en chamar AMD “húmida”, 

vén dada pola rotura destes novos vasos ou por extravasación, que resulta en edema (por 

hemorraxias e acumulación de fluído) e elevación da retina, co conseguinte deterioro da visión 

[8]. Aínda sendo este tipo de AMD moito menos prevalente que o anterior (10-20% dos casos), 

aglutina a maior parte de esforzos de investigación en AMD (entre eles, este traballo) por ser a 
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Figura 3. Esquema das mudanzas fisiopatolóxicas que teñen lugar na retina no decorrer da AMD. 

Adaptada de [6]. 
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causa da maioría de casos de perda severa de visión. A nAMD exudativa adoita progresar a unha 

extensa fibrose con perda severa de visión central [10]; sen tratamento, estímase que o 16% dos 

pacientes de nAMD desenvolverán cegueira no prazo de dous anos [8]. 

En termos epidemiolóxicos, cómpre mencionar que a AMD, malia estar por definición asociada 

á 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 que salientan o tabaco, a dieta, o exercicio físico e o risco cardiovascular, moitos deles 

relacionados entre si [6]. Por iso, resultan fundamentais as medidas de prevención primaria 

baseadas nos hábitos de vida relativos a estes factores. 

 

FARMACOTERAPIA DA AMD: PARADIGMA ACTUAL E DESAFÍOS 

Farmacoloxía da nAMD. 

O carácter anxioxénico da AMD neovascular é o fundamento dunha das principais aproximacións 

terapéuticas para o seu tratamento farmacolóxico. A formación de novos vasos está mediada 

por factores de crecemento do endotelio vascular (VEGF, vascular endothelial growing 

factors), que para exercer o seu efecto fisiolóxico 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 fármacos que actúan nesta ruta de sinalización 

celular) con fármacos biolóxicos comezou coa súa aprobación no ano 2006 e, aínda que ningún 

é quen de previr a atrofia [6], si son eficaces contra a perda de visión secundaria a nAMD, o que 

a converteu no estándar terapéutico para o seu tratamento, aínda en vigor a día de hoxe [8]. 

Os fármacos que se empregan actualmente na nAMD son:  

• Anticorpos monoclonais enteiros: bevacizumab. Anticorpo humanizado tipo IgG1  de 

149,2 kDa (Figura 4). Únese ao VEGF, inhibindo así a interacción deste cos receptores 

VEGFR 1 e 2, situados na superficie das células endoteliais [12]. 

• Fragmentos de anticorpos: ranibizumab, brolucizumab. O ranibizumab (49 kDa) é un 

fragmento da fracción de unión a antíxeno (Fab) do bevacizumab, que se une só á 

isoforma A do VEGF (VEGF-A). Ao ser máis pequeno, penetra con maior facilidade que o 

bevacizumab nas capas da retina [13]. O brolucizumab é tamén un fragmento de 

anticorpo humanizado, de cadea única, que se une con alta afinidade ao VEGF-A, 

evitando a súa unión con VEGFR 1 e 2 [8]. 
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• Proteínas de fusión: aflibercept. Proteína recombinante de 97 kDa que contén porcións 

dos receptores VEGFR 1 e 2 fusionados coa fracción cristalizábel (Fc) da IgG1 humana. As 

porcións VEGFR da proteína únense con alta afinidade (200 veces superior ao 

ranibizumab) a VEGF-A, VEGF-B e a outros factores. Esta unión substitúe a unión aos 

receptores endóxenos, bloqueando así múltiples rutas implicadas na 

neovascularización [13,14]. 

A capacidade de todos estes principios activos de impedir a acción do VEGF a nivel ocular reside 

en seren administrados por vía intravítrea, o que permite atinxir unha biodispoñibilidade 

adecuada no ollo. Grazas a este bloqueo da ruta do VEGF, evítase a formación de novos vasos 

na coroides e as lesións neovasculares, mellorando o edema a nivel da retina [8,14]. 

 
Figura 4. Estrutura esquematizada do bevacizumab [15]. 

No Estado español, só o ranibizumab e o aflibercept foron autorizados (en 2007 e 2012, 

respectivamente) con indicación para AMD [8]. O bevacizumab (Figura 4) está indicado para 

conseguir unha regresión da vascularización tumoral en diversos procesos cancerosos, segundo 

a súa ficha técnica na Axencia Española de Medicamentos e Produtos Sanitarios (AEMPS) [12]. 

Porén, emprégase fóra de ficha técnica, ao ter demostrado eficacia comparable a outros 

antianxioxénicos tamén no contexto da nAMD, e sendo ademais máis barato que o resto de 

fármacos [7]. Por este motivo, o tratamento de referencia son as inxeccións intravítreas de 

aflibercept (Eylea®, Bayer AG) e ranibizumab (Lucentis®, Novartis), sumadas ao bevacizumab 

(Avastin®, Roche) off-label. O principio activo de máis recente introdución fronte á nAMD é o 

brolucizumab (Beovu®, Novartis), que ten demostrado non inferioridade fronte a aflibercept e 

está financiado no Estado español desde o 2021 [8]. 
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Desafíos biofarmacéuticos e farmacocinéticos na AMD. 

Un dos problemas do tratamento da AMD está relacionado coa vía de administración intravítrea, 

por tratarse dunha vía invasiva: a administración realízase inxectando unha disolución ou 

suspensión de fármaco, ou un implante intraocular, na cámara vítrea. A principal vantaxe desta 

vía reside en que, ao administrar o principio activo directamente na zona destinada á acción 

farmacolóxica, permite atinxir concentracións terapéuticas no humor vítreo de forma inmediata 

[14]. Isto súmase á vantaxe da administración 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 vítreo. Ademais, alén do carácter invasivo do 

procedemento e a dor e malestar que pode causar nos doentes, no ollo existen barreiras 

anatómicas entre o vítreo e a retina ou a coroides, polo que a simple presenza do fármaco no 

vítreo non garante que teña lugar o efecto terapéutico. Así e todo, segue sendo a mellor vía de 

administración para oftalmopatías do segmento posterior [4]. 

Neste contexto, é lóxico que unha das prioridades da investigación en AMD sexa reducir ao 

mínimo imprescindíbel o número de inxeccións realizadas, que diminuirá o risco de efectos 

adversos asociados á administración e contribuirá a optimizar os recursos económicos do 

sistema de saúde [10,16]. Con este fin, tense investigado sobre o uso de sistemas de liberación 

para a cesión controlada no tempo de principios activos na terapia intravítrea. 

 

SISTEMAS COLOIDAIS DE LIBERACIÓN INTRAVÍTREA 

Os principais sistemas de liberación obxecto de estudo para administración intravítrea son 

hidroxeles, liposomas, sistemas particulados (micropartículas e nanopartículas), implantes e 

combinacións de dous deles (Figura 5) [10]. 

No relativo á composición destes sistemas, os vectores lipídicos, como os liposomas ou 

sistemas particulados de natureza lipídica, veñen chamando a atención de moitos grupos de 

investigación por presentaren certas vantaxes, entre as que salientan a súa biocompatibilidade 

coa superficie ocular, a súa lipofilia, a súa capacidade de atravesar barreiras fisiolóxicas ou a 

relativa simplicidade da súa elaboración. Ademais, algúns destes sistemas son facilmente 

escalábeis para a súa produción industrial e presentan unha boa relación efectividade/custo, o 

que tamén facilita a súa introdución no mercado [17]. 
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Figura 5. Algúns tipos de sistemas de liberación controlada de anticorpos anti-VEGF no humor vítreo.  

Adaptada de [10]. 

 
Entre estes sistemas lipídicos de liberación salientan os liposomas, as nanopartículas de lípidos 

sólidos (SLN, solid lipid nanoparticles) ou os transportadores lipídicos nanoestruturados (NLC, 

nanostructured lipid carriers) [18]. Mentres que os liposomas son vesículas formadas 

maioritariamente por fosfolípidos e colesterol e as SLN son nanopartículas formadas por lípidos 

sólidos a temperatura ambiente, que lles confiren maior rixidez e cohesión, os NLC están 

conformados por unha mestura de lípidos sólidos e líquidos a temperatura ambiente. Esta 

combinación característica dos NLC permite superar problemas dos outros dous sistemas, 

especialmente das SLN: os lípidos sólidos mestúranse cos líquidos creando unha matriz máis 

fluída e amorfa que a das SLN, que aumenta considerabelmente a capacidade de carga, evita a 

expulsión precoz do fármaco por mor da cristalización dos lípidos e presenta menor contido en 

auga, mellorando por tanto as propiedades do sistema como vector de fármacos [17,18]. É por 

este motivo que o sistema escollido para simular neste traballo son os NLC cargados con 

bevacizumab. Máis concretamente, foron seleccionados varios lípidos 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 nanopartículas lipídicas, entre elas NLC [20,21]. O outro lípido é o Compritol 888 

ATO, produto comercial mestura de tres ésteres de ácido behénico (ácido graxo saturado de 22 

átomos de carbono) co glicerol [22]. 

A escolla do sistema de liberación é importante porque determina a cinética de cesión do 

principio activo, cuestión de grande relevancia na farmacocinética dos anticorpos no humor 

vítreo, e particularmente no seu intervalo posolóxico. Un dos factores que inflúe de forma crucial 

na cinética de liberación dun determinado principio activo contido nun sistema de liberación é a 

interacción entre o fármaco e o vector. Un fármaco con moi alta afinidade polo sistema de 

liberación que o contén pode non liberarse ao ritmo adecuado para a terapia ou para o paciente, 

mentres que unha interacción débil diminuirá a capacidade de carga do vector e poderá 



 13  
 

favorecer unha liberación prematura ou abrupta, impedindo o control da velocidade de 

liberación [23]. 

Existen diversas técnicas para analizar a interacción entre dúas ou máis substancias, 

dependendo das propiedades do sistema que se midan en cada caso. Un exemplo destas 

propiedades é a calor intercambiada na interacción, magnitude na que se basean as técnicas 

calorimétricas, como a calorimetría de valoración isotérmica (ITC) ou a calorimetría diferencial 

de varrido (DSC) [24]. Outra das opcións é observar as alteracións que se producen nun filme de 

moléculas agregadas nunha interface baixo distintas condicións, entre elas a presenza dunha 

das substancias obxecto de estudo. Este último caso é o aplicado neste traballo, no que a este 

agregado supramolecular nunha interface lle chamamos monocapa [25]. 

 

FISICOQUÍMICA DE SUPERFICIES: MONOCAPAS 

Conceptos chave en Termodinámica de superficies. As interfaces. 

Na Fisicoquímica de coloides e interfaces enténdese por monocapa, ou capa monomolecular, 

un filme dunha molécula de espesor disposto nunha interface. Dado que a obtención de 

monocapas debe ter lugar nunha interface, a que permite unha manipulación máis precisa para 

este fin, e ademais é fácil de conseguir, é a interface ar/auga.  

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

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

 

 

que as interfaces se podían abordar como sistemas bidimensionais, de espesor nulo (“superficie 

divisoria de Gibbs”) (Figura 6). Porén, experimentalmente compróbase que a interface real ten 
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volume non nulo, e as propiedades da interface son diferentes ás das dúas fases que separa, 

como postularon outros autores [26,27]. Cómpre mencionara que as interfaces dun determinado 

sistema serán tanto máis relevantes no comportamento e propiedades dese sistema canto 

maior é a proporción de moléculas que se atopan na interface con respecto do total de 

moléculas que o conforman, isto é, canto maior é a súa razón superficie/volume, como é o caso 

dos coloides [28]. 

 

Nas interfaces fase condensada/gas, como a interface ar/auga, as interaccións entre as 

moléculas na fase gas son practicamente desprezábeis en relación á magnitude das 

interaccións 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 

líquido. Por este motivo, xérase unha descompensación 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 atracción intermoleculares provocan unha diminución da enerxía do 

 

 

sistema, as moléculas que experimentan sobre si unha menor interacción atractiva, como é o 

caso das que se localizan na interface, posuirán unha enerxía media maior que as moléculas que 

se atopan no seo do líquido [27]. En vista disto, dedúcese que as interfaces son rexións de maior 

enerxía que a fase volume, e por tanto: (a) o sistema tratará de reducir a súa extensión, a fin de 

minimizar o número de moléculas con esta cantidade superior de enerxía, e (b) un aumento da 
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área da interface implicará necesariamente a achega de enerxía en forma de traballo sobre o 

sistema, necesaria para que máis moléculas da fase volume pasen a estar na interface. 

A tendencia do sistema a minimizar as súas interfaces ponse de manifesto a través dunha forza 

neta non nula, resultante da suma vectorial de forzas aplicadas sobre cada molécula da interface 

(Figura 7), con dirección perpendicular á interface e sentido cara ao interior de cada fase, neste 

caso da fase condensada (nótese que esa mesma suma vectorial, no caso da molécula que está 

na fase volume rodeada doutras, dá como resultado unha forza neta nula). Esta forza, referida á 

unidade de lonxitude, recibe o nome de tensión interfacial ou tensión superficial: 

 

𝛾𝛾 = 𝐹𝐹
𝑟𝑟

        (Ecuación 1) 

 
onde γ é a tensión interfacial, F a forza neta e r a lonxitude ou desprazamento. Isto obsérvase con 

maior facilidade desde o punto de vista termodinámico: dado que o traballo se define como a 

forza multiplicada polo desprazamento, definimos a tensión interfacial como o traballo (w) 

necesario para aumentar infinitesimalmente a área 𝜎𝜎 dunha interface [25]. Obtemos a expresión 

multiplicando numerador e denominador da ecuación 1 polo desprazamento: 

 

𝛾𝛾 = 𝐹𝐹
𝑟𝑟

= 𝐹𝐹 𝑟𝑟
𝑟𝑟2

=  𝑤𝑤
𝜎𝜎

  , ,                 𝛾𝛾 ≡ 𝛿𝛿𝛿𝛿
𝑑𝑑𝑑𝑑

   (Ecuación 2) 

 

As unidades da tensión superficial son, por tanto, as de forza por unidade de lonxitude (N/m no 

Sistema Internacional, sendo de uso habitual o submúltiplo mN/m). 

Este traballo w (ecuación 2) pódese relacionar con outras magnitudes termodinámicas, como a 

enerxía libre. A variación de enerxía libre dun sistema aberto vén dada pola ecuación 

fundamental da Termodinámica Química (ecuación 3) [26]. Os tres primeiros termos 

corresponden ao traballo expansión-compresión, á calor intercambiada e ás mudanzas na 

composición do sistema, respectivamente. Porén, en Fisicoquímica de superficies e coloides a 

compoñente interfacial é fundamental, polo que á coñecida expresión se lle engade un cuarto 

termo referido á área das interfaces do sistema, ficando: 

 

𝑑𝑑𝑑𝑑 = 𝑉𝑉 𝑑𝑑𝑑𝑑 − 𝑆𝑆 𝑑𝑑𝑑𝑑 + ∑𝜇𝜇𝑖𝑖 𝑑𝑑𝑛𝑛𝑖𝑖 + 𝛾𝛾 𝑑𝑑𝑑𝑑           (Ecuación 3) 
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onde G é a enerxía libre, V é o volume, P a presión, S a entropía, T a temperatura absoluta, µi o 

potencial químico do compoñente 𝑖𝑖, 𝑛𝑛𝑖𝑖 a cantidade dese compoñente, γ a tensión interfacial e σ 

a área que ocupa a interface. Isto implica que, nun sistema aberto de composición fixa, en 

condicións de presión e temperatura constantes, verifícase a ecuación 

 
𝑑𝑑𝐺𝐺𝑃𝑃,𝑇𝑇,𝑛𝑛𝑖𝑖 = 𝛾𝛾 𝑑𝑑𝑑𝑑    (Ecuación 4) 

 
na que 𝐺𝐺 se coñece como enerxía libre interfacial [25]. Así, a tensión superficial pódese 

expresar tamén como 

𝛾𝛾 = �𝜕𝜕𝜕𝜕
𝜕𝜕𝜕𝜕
�
𝑃𝑃,𝑇𝑇,𝑛𝑛𝑖𝑖,𝑗𝑗

            (Ecuación 5) 

isto é, como a variación da enerxía libre de Gibbs do sistema debida á variación na área das súas 

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 

anfifílicas (na que parte da molécula é hidrofílica e outra parte é hidrofóbica) que reducen 

significativamente a tensión interfacial do medio ao substituíren na interface as moléculas das  

 
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 descompensación de forzas de atracción cara a outras moléculas. Deste xeito, na interface 

ar/auga, cando as moléculas de tensioactivo están na interface, a parte hidrofílica da molécula 

experimenta atracción cara ás moléculas de auga e a parte hidrofóbica disponse cara ao ar. Isto 

elimina o contacto entre fases que xeraba a asimetría de interaccións intermoleculares e daba 

orixe á tensión superficial. Como se pode ver na ecuación 4, ao diminuír a tensión interfacial, a 

área constante, diminúe a enerxía libre interfacial, facendo o sistema enerxeticamente máis 

favorábel [25,27]. 

No estudo das monocapas de tensioactivos, unha magnitude de especial utilidade, derivada da 

tensión superficial, é a presión superficial (π). Defínese como a diferenza de tensión interfacial 

do sistema debida á presenza da monocapa: 
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𝜋𝜋 = 𝛾𝛾0 − 𝛾𝛾     (Ecuación 6) 

 
onde γ0 é a tensión superficial do líquido coa interface limpa e γ é a tensión superficial medida 

co filme [27,30]. As súas unidades, ao ser unha resta de tensións interfaciais, son as mesmas 

que as desta magnitude. A presión superficial mídese experimentalmente, igual que a tensión 

superficial, como a forza neta exercida sobre un elemento acoplado a unha balanza ou 

dinamómetro, que pode ser unha placa pendurada (de platino ou papel, chamada placa de 

Wilhelmy), un anel metálico, etc. Deste xeito, existen varios métodos [25], cuxa explicación 

detallada excede os obxectivos deste traballo. 

 

Obtención e caracterización de monocapas. 

En función do método de obtención, falamos de dous tipos diferentes de filmes: monocapas de 

adsorción ou de Gibbs e monocapas de extensión ou de Langmuir. A efectos destas técnicas, a 

fase líquida sobre a que se dispón o filme recibe o nome de subfase [25,27]. 

Nas monocapas de adsorción, a subfase é unha disolución acuosa do tensioactivo do que se 

quere obter unha monocapa. Dado que, como comentabamos, as interfaces son rexións 

enerxeticamente desfavorábeis, os tensioactivos pasan do seo da disolución a colocarse na 

interface de forma espontánea, formando unha monocapa. 

No caso das monocapas de extensión, que son as que se obtiveron na realización deste traballo, 

a fase líquida será auga ou unha disolución acuosa carente de solutos activos en superficie, 

sobre a cal será depositado o tensioactivo de interese. Esta deposición realízase disolvendo 

previamente o tensioactivo insolúbel en auga nun disolvente, que chamaremos de extensión, 

que deberá ser un disolvente orgánico moi volátil, de tal maneira que se poida evaporar e deixar 

o tensioactivo na interface sen outros residuos. Esta disolución é depositada pinga a pinga sobre 

a subfase coa axuda dunha microxiringa ou micropipeta. Após deixar o disolvente evaporar, a 

monocapa está formada [25,27]. 

Unha vez na interface, a monocapa pódese caracterizar a través de técnicas espectroscópicas, 

microscópicas, reolóxicas, electroquímicas, etc., en función das propiedades do filme que se 

midan en cada caso. A forma máis inmediata, non obstante, é a súa compresión nunha balanza 

de Langmuir, tamén chamada de Langmuir-Pockels (Figura 9), que o enxeñeiro estadounidense 

Irving Langmuir e a súa colega Katharine Blodgett obtiveron perfeccionando o modelo 

previamente construído pola científica italo-alemá Agnes Pockels. 
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 Figura 9. Esquema da balanza de Langmuir-Pockels, en vista transversal [31]. 

 
A compresión isotérmica da monocapa estendida na interface mediante unha ou dúas barreiras 

permite, de forma análoga a como acontece a compresión dun gas en tres dimensións,  a 

aproximación progresiva dunhas moléculas da monocapa a outras, mudando de estado de 

agregación superficial (análogos aproximados aos estados sólido, líquido e gas en tres 

dimensións). As interaccións entre as moléculas do filme dán lugar a distintas conformacións 

das mesmas na interface, o que altera a forza que exercen sobre o sensor de presión superficial 

e dán lugar a diferentes curvas de presión (π) que, representadas fronte á área media que ocupa 

cada molécula na interface (A), reciben o nome de isotermas π-A e constitúen a caracterización 

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

 

Na figura 10 represéntase unha isoterma de compresión típica dun tensioactivo en monocapa. A 

representación do rexistro da compresión comeza na parte inferior dereita da gráfica, a valores 

altos de área por molécula e baixas presións superficiais. A medida que a compresión avanza, a 

área molecular diminúe (ao reducirse a área total por acción das barreiras da balanza) e, ao 

aumentar a forza exercida polos tensioactivos sobre a placa de Wilhelmy, aumenta a presión 

superficial. No transcurso da compresión, en virtude das interaccións entre as moléculas de 

tensioactivo na interface e a medida que estas se aproximan entre si, falamos de estados de 

agregación gasoso, no que as moléculas se acostuman a dispor en paralelo á interface con 

abundante espazo entre elas; expandido, no cal comezan a elevar da interface as súas cadeas 

apolares por falta de espazo, ou condensado, coas moléculas próximas entre si e coas cadeas 

orientadas cada vez máis próximas á vertical. Nalgúns compostos pódese atinxir un estado 

sólido, no que o eixo das cadeas hidrofóbicas se dispón en perpendicular á interface. O 

fenómeno coñecido como colapso da monocapa ten lugar cando as moléculas non se poden 

aproximar máis entre si e pérdese a estrutura do filme, ben por formación de multicapas ou ben 

por desorción (solubilización na subfase) do tensioactivo [27]. 
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Figura 10. Isoterma típica da compresión dunha monocapa [27]. 

 

Aplicacións farmacéuticas dos estudos en superficie. 

Os tensioactivos, por mor da súa 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 simulación de 

membranas biolóxicas (membranas celulares, surfactante pulmonar, etc.) e de moitos outros 

agregados supramoleculares e de natureza coloidal, como micelas e vesículas, dado que a 

disposición das moléculas de tensioactivo nunha monocapa é análoga á que ocupan no 

agregado, que se mantén cohesionado grazas ás mesmas forzas intermoleculares que se poñen 

de manifesto no filme. O seu estudo a través de monocapas permite obter información sobre a 

cohesión do agregado e o efecto sobre ela de distintos factores como o pH, a temperatura, a 

forza iónica, etc. Por outra banda, a obtención de monocapas mixtas, ou de varios compoñentes, 
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permite estudar as interaccións entre distintas substancias, como pode ser un fármaco e unha 

membrana ou agregado [32,33]. 

 

  
 

Neste traballo, a técnica de monocapas de Langmuir emprégase para estudar a interacción 

entre varias substancias, nas que unha é un tensioactivo insolúbel e outra pode ser ou ben 

insolúbel tamén (incorporándose á monocapa) ou ben solúbel, como é o caso de proteínas e 

moitos fármacos. Neste último caso estúdase a adsorción da substancia en cuestión, disolta ou 

dispersa na subfase, á monocapa, e a súa posíbel penetración no filme. Isto ponse de manifesto 

nunha variación da presión superficial, medida fronte ao tempo (cinéticas π-t) [35]. Un aumento 

da presión superficial implica unha maior forza exercida sobre o sensor pola presenza de máis 

moléculas na interface, indicativo da incorporación do soluto ao filme. A forma e a pendente da 

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

Obxectivos 

Os obxectivos do presente traballo son: 

1. Caracterizar na interface ar/auga dous lípidos activos en superficie compoñentes de 

sistemas nanoestruturados de liberación de fármacos, e a súa mestura equimolar. 

2. Establecer que interaccións se poñen de manifesto, de ser o caso, entre estes lípidos e o 

principio activo encapsulado polos NLC dos que forman parte. 

3. Constatar a utilidade das técnicas baseadas na fisicoquímica de superficies para o 

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

MATERIAL 

Os dous lípidos empregados son ésteres de ácidos graxos con glicerol), cuxa estrutura se reflicte 

na Figura 12. 

 

 

O monoestearato de glicerilo, ou monoestearina (GMS) (Guinama, Valencia) e o Compritol 

888 ATO (C8A) (Gattefossé SAS, Francia) foron empregados sen modificacións. O bevacizumab 

(BVZ) (Zirabev®, Pfizer, EUA) foi purificado por ultrafiltración previamente ao seu uso a través dun 

filtro Amicon® de 100 kDa coa axuda dunha centrífuga Centrifuge 5804 R (Eppendorf, Alemaña) a 

3000 rpm durante 10 min (dúas veces) e posteriormente reconstituído, a fin de eliminar os 

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

 

Para a limpeza da balanza de Langmuir e a cubeta de penetración empregouse auga ultrapura de 

condutividade 18,2 MΩ cm (Milli-Q, MilliPore SAS, Merck, Francia). O cloroformo e o metanol 

utilizados para facer as disolucións e o etanol para a limpeza da balanza e da cubeta foron 

adquiridos a Sigma-Aldrich (Merck, Francia) e empregados tamén sen alteracións. 
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Táboa 1. Composición dos produtos empregados en ésteres de ácidos graxos con glicerol ou glicerina 
(propano-1,2,3-triol). A porcentaxe (*) fai referencia á proporción promedio de cada éster no produto final 
empregado, segundo indicado polo fabricante [36]. 

 
 
 

MÉTODOS 

Compresión de monocapas. 

As isotermas π-A foron obtidas por compresión de monocapas de lípidos nunha balanza de 

Langmuir de politetrafluoroetileno (PTFE ou teflón) de 470 cm2 de superficie efectiva, modelo 

NIMA 611 (NIMA, Coventry, Inglaterra) (Figura 13A), cunha barreira de teflón. A balanza limpouse 

con etanol e aclarouse dúas 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 deposición manual sobre ela, pinga a pinga, de 100 µL dunha disolución de 

concentración 0,64 mM do lípido ou lípidos 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 1016 moléculas. Unha vez depositada a monocapa esperouse 10 minutos para 

asegurar a total evaporación do disolvente de extensión, para despois o filme a unha velocidade 

de 15 cm2/min. A compresión foi rexistrada a través da medida da presión superficial (π) grazas 

a un sensor de tipo placa de Wilhelmy feito de papel de cromatógrafo (Whatman Chr1, UK). A 

presión superficial foi representada graficamente como ordenada fronte á área promedio que 

ocupa cada molécula no filme (A). A temperatura á que se realizaron as experiencias foi de 30 

±1ºC, controlada a través dun baño termostatizado (Julabo GmbH, Alemania) acoplado á 

balanza. 
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Cálculos baseados nas isotermas. 

As isotermas π-A foron tratadas matematicamente con posterioridade co programa OriginLab 

2019 (Origin) para poder obter a representación do seu módulo de compresibilidade superficial 

(Cs-1), unha medida da resistencia que ofrece o filme á compresión [27,30], fronte á presión 

superficial. Dado que o seu significado físico é oposto ao da compresibilidade (facilidade coa 

que se pode comprimir un sistema), calcúlase como a súa inversa. Se a unha temperatura T a 

compresibilidade, C, dun sistema en tres dimensións [26] vén dada pola ecuación 

 

𝐶𝐶 = − 1
𝑉𝑉
�𝜕𝜕𝜕𝜕
𝜕𝜕𝜕𝜕
�
𝑇𝑇

    (Ecuación 7) 

 
onde V é o volume do sistema e P a presión que se exerce sobre el, pasar isto a dúas dimensións 

(substituíndo o volume por área, A, e a presión por presión superficial, π) dános a 

compresibilidade superficial, Cs, definida como: 

 

𝐶𝐶𝑠𝑠 = − 1
𝐴𝐴
�𝜕𝜕𝜕𝜕
𝜕𝜕𝜕𝜕
�
𝑇𝑇

    (Ecuación 8) 

 
Calculando a súa inversa temos a expresión do módulo de compresibilidade superficial: 

 

𝐶𝐶𝑠𝑠−1 = −𝐴𝐴 �𝜕𝜕𝜕𝜕
𝜕𝜕𝜕𝜕
�
𝑇𝑇

    (Ecuación 9) 

 
que ten unidades de presión superficial (mN/m). O valor do módulo de compresibilidade garda 

relación, como se observa na ecuación 9, coa pendente da curva π-A, e dá unha indicación do 

estado de agregación superficial das moléculas da monocapa: canto maior sexa o estado de 

agregación, maior tamén será a resistencia a unha maior compresión do filme. Esta relación 

aparece reflectida na táboa 2. 
 

A curva final do módulo de compresibilidade foi obtida após o procesamento da curva obtida en 

bruto (por aplicación da ecuación 9) a través dunha dupla suavización, ou mellora da relación 

sinal/ruído, por promediación ponderada entre puntos adxacentes (adjacent-averaging 

smoothing). 
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Así mesmo, calculáronse tamén dúas funcións de exceso, isto é, variacións que experimenta 

unha magnitude física entre o valor que adoptaría nunha mestura ideal de dúas substancias en 

monocapa e o valor desa magnitude correspondente á mestura real, medido 

experimentalmente. 

Por unha banda, a área molecular de exceso (Aexc), que é a diferenza de área promedio por 

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

𝐴𝐴𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖 = 𝐴𝐴1𝑥𝑥1 + 𝐴𝐴2𝑥𝑥2           (Ecuación 10) 

e a área real, recollida na isoterma de compresión da mestura GMS/C8A. A ecuación da área de 

exceso fica entón: 

𝐴𝐴𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒 = 𝐴𝐴𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟𝑟 − 𝐴𝐴𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖𝑖 = 𝐴𝐴1,2 − (𝐴𝐴1𝑥𝑥1 + 𝐴𝐴2𝑥𝑥2)                    (Ecuación 11) 

A variación de exceso da enerxía libre de Gibbs (∆Gexc) calcúlase segundo a aproximación 

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

∆𝐺𝐺𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒 = 𝑁𝑁∫ 𝐴𝐴𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝜋𝜋
𝜋𝜋∗ 𝑑𝑑𝑑𝑑 = 𝑁𝑁∫ 𝐴𝐴1,2 − (𝐴𝐴1𝑥𝑥1 + 𝐴𝐴2𝑥𝑥2)𝜋𝜋

𝜋𝜋∗           (Ecuación 12) 

onde N é o número de Avogadro, π a presión escollida para a cal se estuda a enerxía libre de 

exceso, e π*  é a presión superficial á cal se entende que os compoñentes se mesturan de forma 

ideal, que se pode asumir que é a presión cero (π* = 0 mN/m) [41]. 
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Estudos de penetración (cinética π-t). 

Para o estudo das interaccións lípido/anticorpo, obtivéronse curvas da cinética de penetración 

(π-t) do bevacizumab en monocapas de lípidos nunha cubeta cilíndrica de PTFE de 70 mL de 

capacidade e superficie de 30 cm2 acoplada a un sensor de presión superficial (ambos os dous 

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

 

A          B    

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

Na superficie da auga vertida no interior da cubeta da figura 13B depositáronse, en primeiro lugar, 

monocapas do número de moléculas necesario para atinxir π = 10 mN/m na interface en cada 

caso. Isto obedece á necesidade da monocapa de estar nun estado de agregación pouco 

condensado, a fin de facilitar a penetración da proteína no filme [42]. Após 10 minutos de 

estabilización do filme e evaporación do disolvente, inxectouse o anticorpo en disolución acuosa 

por baixo da monocapa, obtendo unha concentración de anticorpo na subfase de 0,48 µM, e 

mediuse a presión superficial fronte ao tempo durante 10 horas. A inxección 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 π debidos a unha variación do volume de subfase. Os estudos de penetración 

realizáronse a temperatura ambiente (21 ±1 ºC). 
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Resultados e discusión 

1. CARACTERIZACIÓN DOS LÍPIDOS DOS NLC: COMPRESIÓN DE MONOCAPAS DE EXTENSIÓN. 

As monocapas de Langmuir dos dous lípidos e da súa mestura equimolar deron isotermas de 

compresión (Figura 14) e o seu módulo de compresibilidade (Figura 15). 

 
Figura 14. Isotermas de compresión dos filmes compostos por monoestearina (GMS), 

Compritol (C8A) e a súa mestura equimolar. 

Táboa 3. Valores de área promedio por molécula a distintas presións superficiais e valores da presión de 
colapso dos tres sistemas. 
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Figura 15. Módulo de compresibilidade dos tres sistemas fronte á presión superficial. 

 
1.1. Monoestearina (GMS) 

As isotermas da compresión de GMS na interface a/w (en cor negra, sen símbolos, na Figura 14) 

presentan unha forma e unha presión de colapso concordantes coa literatura [19,20]. A 

temperaturas inferiores ou iguais a 30ºC, a monocapa de monoestearina non mostra indicios de 

transicións de fase, probabelmente porque xa coexistan a moi baixas presións a fase 

condensada e a fase expandida ou desordenada [19]. 

A isoterma reflicte unha área por molécula no final da compresión de 20,6 Å2/molécula, 

lixeiramente maior que a do ácido esteárico (aprox. 20,3 Å2/molécula) descrita en estudos 

anteriores [43-45]. Na Figura 16 apréciase onde ten lugar o colapso da monocapa, segundo se 

confirma co módulo de compresibilidade: o colapso acontece á presión para a cal a curva do 

módulo chega ou se aproxima a 0 (punto de máxima compresibilidade, indicativa da perda da 

estrutura da monocapa) [27,30]. Despois o módulo aumenta novamente, mostrando que aínda 

hai compresión posterior ao colapso (Figura 16). 
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Figura 16. Detalle da isoterma de compresión da monoestearina no seu extremo final, no  

que se pode observar o colapso da monocapa e a área mínima por molécula do GMS. 

A nivel molecular, isto vén corroborar que a única parte hidrofóbica da monoestearina, que fica 

no aire cando se coloca na interface aire/auga, é a cadea hidrocarbonada de 18 átomos de 

carbono, a mesma que na monocapa do propio ácido graxo [43] (Figura 17). Nesta figura tamén 

se pode apreciar que o grupo hidrofílico da monoestearina (glicerol), que permanece mergullado 

na auga, presenta maior volume que o grupo carboxilo do ácido graxo, explicando así a diferenza 

de área mínima entre as dúas substancias. A estabilidade da monocapa de GMS vén dada polas 

forzas de dispersión entre cadeas apolares, e tamén polos enlaces de hidróxeno 

intermoleculares que se establecen entre os grupos glicerilo, e que explican en parte tamén a 

elevada presión de colapso deste lípido fronte ao seu ácido graxo homólogo [19,43]. Tamén 

explica que a monoestearina teña o máximo do seu módulo de compresibilidade a presións 

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 compresión do C8A (en azul verdoso e cadrados na Figura 14) posúe a mesma 

forma xeral que a descrita por Pérez et col. [46] e achega valores de área por molécula 

significativamente superiores aos do GMS. Este achado é consistente coa distinta composición 

deste produto, que inclúe tamén as especies di- e triacilglicérido, que ocupan maior superficie 
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que o monoacilglicérido (Táboa 1 e Figura 18). 

Un factor importante que explica o comportamento do Compritol desde o comezo da 

compresión até ~ 28 mN/m, é a elevada lonxitude das cadeas alifáticas destes acilglicéridos, que 

fai que o C8A conforme unha monocapa nun estado superficial máis condensado que o da 

monoestearina (4 átomos de carbono máis curta, equivalentes a ~ 5 Å [47]) (Figura 18). Isto 

explícase pola existencia de maiores interaccións de London entre os grupos metileno, máis 

numerosos no Compritol [48]; por este motivo, vemos que a monocapa de C8A é a máis rixida 

(maior Cs
-1, Figura 15) neste intervalo de presións. A isto súmase que, tendo depositado o mesmo 

número de moléculas dos tres sistemas, as moléculas de Compritol son as que máis área 

ocupan cada unha, mostrando maior resistencia á compresión. Esta tendencia só se ve 

interrompida pola transición xa comentada, que fai caer a curva do módulo de compresibilidade 

até acadar un pico máximo inferior ao da monoestearina, coherente con outros achados na 

literatura para acilglicéridos análogos [49]. 

 

A meseta ou plateau que se aprecia na isoterma en forma de “ombro”, que o módulo de 

compresibilidade confirma entre os 24,9 e 34,5 mN/m (Figura 15), mostra unha diminución da 

magnitude de pendente, o que implica que nese intervalo a compresión está tendo outro efecto 

sobre a monocapa alén de subir a presión superficial. Habitualmente, isto é indicativo dunha 
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transición de fase ou dun cambio na conformación das moléculas na interface [27]. Isto 

obsérvase na curva do módulo de compresibilidade fronte á presión, que durante esa transición 

descende en lugar de ascender, como sería habitual a medida que avanza a compresión (Figura 

15). Este descenso do módulo equivale a unha diminución da resistencia á compresión, ou un 

aumento da compresibilidade, como é característico de transición dunha fase para outra máis 

condensada, como a que atravesan as monocapas doutro acilglicérido, a triestearina a 43 mN/m 

[49], ou o ácido graxo do que proveñen os ésters do Compritol, o ácido behénico, a 24,2 mN/m 

[47]. Estas transicións, amplamente descritas na literatura, van acompañadas dunha mudanza 

no empaquetamento das moléculas do filme. Primeiro créanse pequenos clústeres ou “illas” da 

fase  máis condensada inmersas na matriz da fase máis fluída, que aumentan progresivamente 

de tamaño coa compresión da monocapa, até ocupar toda a interface [27,30]. 
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Figura 18. Orientación na fase condensada das distintas especies químicas que 
conforman os lípidos obxecto de estudo. 

 

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

área por molécula son maiores do dobre da área molecular da monoestearina (Táboa 3). Este 
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resultado faise comprensíbel facendo a comparación entre o Compritol e o ácido behénico: este 

ten unha sección transversal semellante á do ácido esteárico [47], e moito máis afastada dos 

valores do Compritol ca no caso do ácido esteárico e o GMS. A explicación reside en que o 

Compritol ten un promedio aproximado de 2,13 cadeas/molécula segundo a súa composición 

en acilglicéridos (Táboa 1), mentres que a monoestarina só ten 1 cadea/molécula: 

Táboa 4. Comparación da relación entre o número de cadeas promedio por  
molécula e entre a área mínima por molécula no Compritol e na 
monoestearina. 

 

Como se observa na Táboa 4, cando as moléculas están altamente empaquetadas, a relación 

entre número de cadeas e entre seccións transversais das mesmas coincide no valor 

aproximado de 2,1, o que significa que na fase máis condensada as moléculas de Compritol 

adoptan as conformacións que ocupen menor área posíbel: as moléculas de monobehenina 

adoptan a orientación máis perpendicular á interface; as de dibehenina, ou dibehenato de 

glicerilo, unha conformación equivalente a esta; mentres que a tribehenina terá unha 

conformación “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 o mesmo que un ácido 

graxo do mesmo número de átomos de carbono [49,50] (Figura 18). 

A última característica principal da isoterma de Compritol é o cambio de pendente que se 

produce a altas presións, evidente na súa isoterma (Figura 14). O trazado irregular e a diminución 

abrupta na magnitude da pendente apuntan ao colapso da monocapa, que se confirma no 

módulo de compresibilidade a unha presión de 50,0 mN/m. A partir de aí, a isoterma responde á 

compresión dun filme formado por mono- e multicapas coexistindo na interface [27,49]. Cabe 

mencionar que o Compritol mostra o valor máis baixo de presión de colapso dos tres sistemas 

lipídicos (Táboa 3), probabelmente por ser o lípido con menos enlaces de hidróxeno 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 dúas substancias dán lugar a unha 

isoterma (azul con triángulos brancos, Figura 14) con características intermedias entre as outras 

dúas: a forma aseméllase á da monoestearina, mentres que presenta un cambio de pendente 

despois do colapso como o que presenta o C8A, aparecendo neste caso a presións máis altas (~ 

56 mN/m) ca no C8A (~ 50 mN/m). Coma naquel caso, nin esta presión nin a presión máxima 

representan o colapso, que acontece a unha presión inferior (Táboa 3). 

A diferenza do Compritol, non hai transición de fase ou alteración perceptíbel da conformación 

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 á etapa da compresión inmediatamente 

anterior á suba de presión superficial (lift-off) [19], diminuíndo a área á que isto ten lugar fronte á 

isoterma de monoestearina pura (Táboa 3). Isto pode atopar explicación nas interaccións 

atractivas que se comentarán despois. 

 

O módulo de compresibilidade da mestura, como o dos lípidos 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 presións (Figura 15). A 28 mN/m, coa 

transición do C8A, a mestura de lípidos pasa a ser o sistema que ofrece maior resistencia a ser 

comprimido, tendencia que se mantén até presións moi altas (π > 45 mN/m), e adopta un valor 

máximo de Cs
-1 moi superior aos dous produtos puros. É notábel que este máximo aparece 

aproximadamente á mesma presión que o do Compritol, o que leva a pensar que, en termos de 

presión superficial, é este lípido  (e as cadeas de 22 átomos de carbono) o que goberna a 

compresibilidade da mestura. O aumento tan significativo da rixidez en relación aos 

compoñentes por separado, pola súa parte, pode ser debido a interaccións atractivas que se 

poñan de manifesto entre os acilglicéridos que conforman ambas as dúas substancias (Figura 

18). Para comprobalo, calculouse a área de exceso (Aexc) e, para interpretar termodinamicamente 

este comportamento, a variación de exceso da enerxía libre (∆Gexc) [27]. 

A gráfica da área de exceso da mestura (Figura 19) mostra que, agás nas proximidades do 

colapso, a calquera presión a monocapa de GMS/C8A ocupa menos área que a que 

correspondería a un comportamento ideal da mestura dos dous lípidos. Isto indica unha 

condensación da monocapa, isto é, apunta á existencia de maiores forzas atractivas (ou 

menores forzas repulsivas) que as que habería se a monoestearina e o Compritol se 

comportasen na mestura como se comportan en solitario. Isto é consistente cos datos que 
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indican unha maior estabilidade da monocapa, tales como unha presión de colapso maior que 

a dos compoñentes por separado (Táboa 3) ou o valor máximo do módulo de compresibilidade 

(Figura 15) [27,30]. 

 
Figura 19. Área de exceso da mestura GMS/C8A fronte á presión superficial. 

No estudo termodinámico destas interaccións a través da variación de exceso da función de 

Gibbs (Figura 20) confírmase o fenómeno que mostra a área de exceso. Isto permite interpretar 

que a mestura dos dous produtos é termodinamicamente favorábel, tanto máis canto máis 

próximas están as moléculas unhas ás outras, e que se trata dunha mestura con desviacións 

negativas do comportamento ideal, isto é, que o proceso de mistura ten lugar de forma 

espóntanea, o que fai o sistema GMS/C8A máis estábel que os compoñentes por separado. 

 

Este resultado é coincidente co da interacción entre mono- e diacilglicéridos do ácido esteárico 

(estando o noso sistema composto nun ~ 86% por mono- e diacilglicéridos e asumindo 

miscibilidade)  que dán unha gráfica idéntica en forma e semellante en magnitude á Figura 20 e 

confirman a contracción da monocapa explicada coa Aexc [51]. Alén diso, a análise termo 

dinámica do traballo de De la Fuente e Patiño [51] compleméntase con valores de ∆Sexc < 0 que 
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Figura 20. Variación de exceso da enerxía libre da mestura GMS/C8A fronte á presión superficial. 

 

dán, necesariamente, unha ∆Hexc < 0. Estes datos implican, respectivamente, que na monocapa 

mixta se forman estruturas superficiais máis ordenadas, e que isto ten lugar a través do 

establecemento de interaccións atractivas máis fortes que as dos lípidos individualmente. 

Asumindo a grande semellanza entre os nosos sistemas, podemos extrapolar dentro da 

prudencia as conclusións xerais desta análise a este traballo, ficando como interese futuro a súa 

ampliación a outras temperaturas para calcular estoutras magnitudes termodinámicas de 

exceso. 

 

Desde un punto de vista molecular, esta información pódese interpretar a través das forzas 

intermoleculares de atracción que se poñen de manifesto no sistema GMS/C8A. No referente á 

rexión formada polas cadeas alifáticas, sábese que son miscíbeis entre si por estudos da enerxía 

de cohesión [52-54] e polos resultados da ∆Gexc negativa (Figura 20), dado que as interaccións 

daranse só se os compoñentes da monocapa son miscíbeis entre si [27]. Sumando a isto que a 

repulsión efectiva é independente do número de átomos de carbono da cadea [50], semella que 

as respostas ao comportamento diferencial da mestura destes lípidos deben radicar nas 

cabezas polares.  
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No relativo a estoutra parte da monocapa, a elevada resistencia á compresión do filme mixto 

pode vir dada pola repulsión que nace da estrutura ríxida debida aos enlaces de hidróxeno, que 

poden impedir a adopción de estados cristalinos que noutras circunstancias se darían por parte 

do triacilglicérido e o monoacilglicérido [49,50]. Alén disto, é posíbel que se dea unha 

reconfiguración das ligazóns de hidróxeno no sistema equimolar, motivado por unha banda pola 

maior achega de grupos carboxilo cós que ten a monoestearina, que posúe átomos que poden 

participar deste tipo de interacción, e por outra banda por ter máis grupos hidroxilo có Compritol. 

Non obstante, habería tamén que considerar as variacións nas forzas dipolo-dipolo ou de 

orientación e nas forzas de indución (dipolo-dipolo inducido), para o cal faise necesario un 

estudo máis pormenorizado que se podería levar cabo mediante técnicas espectroscópicas no 

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

 

 

2. INTERACCIÓN LÍPIDOS/ANTICORPO: CINÉTICA DE PENETRACIÓN. 

Unha vez caracterizadas as monocapas de lípidos, quíxose coñecer o seu comportamento na 

presenza do principio activo, bevacizumab (BVZ), a fin de dilucidar as interaccións 

lípido/proteína nos NLC. A este fin, inxectouse o anticorpo en disolución acuosa por baixo dunha 

monocapa a unha presión superficial aproximada de 10 mN/m. 

 
Figura 21. Curvas de penetración do BVZ en monocapas dos tres sistemas lipídicos estudados. 
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As curvas π-t da Figura 21 mostran os distintos perfís de penetración do BVZ na monocapa de 

lípidos. En todos os casos vemos que inmediatamente despois da inxección de BVZ (t = 0) 

prodúcese un aumento da presión, o que leva a pensar que, no momento que o anticorpo entra 

na subfase, difunde até adsorber na interface monocapa/auga, constituíndo a primeira etapa do 

proceso de penetración, representada pola pendente positiva entre t0 = 0 e ti (Táboa 5): 

Táboa 5. Valores do tempo ao que muda a pendente da curva de penetración 
(ti) e da presión máxima atinxida para a penetración de BVZ na monocapa de 
cada sistema. 

 GMS 
GMS/C8A 1:1 

mol/mol 
C8A 

ti [h] 2,1 3,9 1,5 

πmax [mN/m] 15,6 17,9 14,0 

 

Pasado este tempo, a gráfica describe unha curva cunha pendente moi próxima a cero até as 

9,4h, no caso da monocapa mixta, e lixeiramente negativa no caso dos lípidos por separado, 

tendo maior magnitude no caso do C8A. 

Estas dúas etapas na penetración de substancias solúbeis en monocapas de Langmuir, que lle 

dán á curva a súa forma pseudologarítmica, están presentes en moitos procesos de 

adsorción/penetración, como o da β-lactoglobulina [35], lisozima [56] ou péptidos 

antimicrobianos [57] a modelos de membranas biolóxicas, e responden ás distintas etapas da 

penetración: migración do soluto cara á monocapa (pendente positiva), posterior inserción e 

interacción co filme lipídico (cambio de pendente) e formación dun sistema mixto máis ou menos 

estábel (rexión estacionaria). 

 

Os valores da Táboa 5 permiten analizar de maneira diferencial a interacción do BVZ cos tres 

filmes lipídicos estudados. Á presión superficial escollida, a fluidez de cada monocapa, que se 

pode correlacionar coa capacidade para acoller novas moléculas [42], vai na mesma orde cá súa 

compresibilidade, e por tanto inversa á recollida na Figura 15: GMS > [GMS/C8A] > C8A, sendo a 

monocapa de monoestearina a máis fluída e a de Compritol a máis ríxida nestas condicións. 

Porén, tanto ti como πmax establecen unha correlación diferente, na cal a eficiencia de 

penetración vai na orde: [GMS/C8A] > GMS > C8A.  

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

realidade (Figura 21), para a penetración do anticorpo. Sendo o do C8A o filme con máis 
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cadeas/molécula (2,13; Táboa 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 máis 

fluídos e hidrofílicos. Non obstante, o anticorpo non manifesta a súa maior interacción coa 

monocapa que presenta estes atributos en maior medida (monoestearina), senón coa mestura 

equimolar de ambos lípidos, polo que a interacción entre fármaco e lípidos debe ter 

consecuencias que fan desta mestura en monocapa moito máis atractiva para a proteína. 

O tempo no que decorre a primeira etapa (pendente positiva na Figura 21), é moito maior no filme 

mixto ca no caso tanto da monoestearina coma do C8A (Táboa 5). Isto evoca unha adsorción 

máis lenta mais que, segundo πmax, permite un maior grao de penetración ca no GMS. 

 

É razoábel inferir, 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 interacción co 

BVZ. Por unha banda, a monocapa da mestura posúe suficientes grupos OH (1,44 

grupos/molécula de media) como para establecer interaccións hidrofílicas, incluso ligazóns de 

hidróxeno, cos residuos polares da inmunoglobulina, alén da disponibilidade doutros grupos 

como o carboxilo (1,56 grupos/molécula). Isto resulta favorábel, xa que se sabe que o resto de 

lisina Lys445 (cuxa cadea lateral remata nun grupo amino primario, ionizado a pH próximos á 

neutralidade) e residuos adxacentes establecen interaccións electrostáticas con grupos 

aniónicos, como o fosfato, estabilizadas por ligazóns de hidróxeno [58]. Ademais, tamén está 

estudado que as ligazóns de hidróxeno e electrostáticas gobernan a interacción do bevacizumab 

con polisacáridos coma o quitosano [59]. 

Por outra banda, a tribehenina e, en menor medida, a dibehenina, teñen o esqueleto carbonado 

de propano do glicerol máis exposto que os monoacilglicéridos (Figura 18), que pode 

interaccionar con residuos hidrofóbicos. Isto pode ser de utilidade, se non na primeira etapa, si 

na inserción do anticorpo na monocapa e na súa estabilización, a xulgar pola pendente 

practicamente nula da curva da mestura a partir das 4 h, a diferenza da pendente lixeiramente 

negativa do GMS, e máis aínda do C8A especialmente a partir das 8 h (Figura 21). 
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Conclusións 

1. A monoestearina e o Compritol 888 ATO, compoñentes de NLC, forman monocapas 

estábeis na interface ar/auga, e a súa mestura equimolar, que forma un filme máis 

condensado que a dos dous produtos por separado, vese termodinamicamente 

favorecida de maneira directamente proporcional á presión superficial do filme. 

2. O bevacizumab interacciona coas monocapas de C8A, GMS e a súa mistura equimolar 

de forma diferencial e en orde crecente, mostrando maior penetración nesta última, co 

probábel concurso de ligazóns de hidróxeno e electrostáticas, orientando así a 

composición do vector lipídico coloidal. 

3. A interacción favorable entre os compoñentes lipídicos dun sistema nanoestruturado de 

liberación de fármacos, e entre o principio activo e estes compoñentes, pódese usar para 

informar a toma de decisións na formulación de novos medicamentos con mellores 

propiedades farmacocinéticas, e permite a súa optimización en base a criterios 

fisicoquímicos. 
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