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Resumen

La formulacidn de principios activos hidrofobicos para administracion paren-
teral es un problema que enfrenta la industria farmacentica, Particularmente, el
Paclithxel (Plx] o5 uno de les frmacos oncologieos mas atilizedos actualmente
pero debide a su baja solubilidad en agon (= Lpgaa L), resulta muy dificil de
vehiculizar. La formulacion comereial existente, Taxal®, es una solucidn de 50 %
poeite de castar {Cremophor EL) v 5% etanol, Sin embargo, o Cremophor puede
provocar wni serle de efectos po deseados tales como hipersensibilidad, nearoto-
xicidad v nelroloxicidad. En las qltimas decadas e ha invertido moelis esfierze
en jnvestigar noevos vehieolos para el Ptx. Bl Abraxame™, una nanoparticala de
albvimina gque une Prx, fue aprebado por In Administracion de Alimentos v Me-
dicamentos e Estados Unidos (FDA) para el tratamiento del cianeer de mama
em 2005 ¥ preseata ayor elicacia yometor Loosdeidac ooe of Tazxol 8

Recientemente noestro lnboratorio deseribio un sisteia panotransportacdor
constitufdo por unn micela lipidica nutoensamblable. Este sistema, a base de
micelas de ganglicsidos monesiales [GM), incorpora Ptx de forma espontanea.
Bl Pix wvehiculizade deatro i las micelas demostod poeer actividad bioldgiea
citotdxica v antiangiogénics equivalente o lo actividad del Bemaco libee v oa la
formulacion comercial Taxol®™, Las diferencias estructurales que determinan las
propedades de los agregados de distintos ganglidsidos, afectan la capacidad de
cargn del Frmaco. Por ejemplo, la capacidad de carga de ganglidsidos que se
apreman en mivelas, como ol GM1 v ol GM2, s significativamente mayor gue la
dle Tos que ae agregan en vesicnlas nmlamelares comao el GM

GM1. GM2 v GM3 difieren en el tamaio de so porcion hidrofilica, ya que
poseen enatro, tres v dog aglicares, respectivamente, A medida que disminuyve el
fawmaio e la region hidrofilica de la moléeula de gaoplicsido ammenta el vadio
hidvodinamico (fy) v el nimero de agregacion (). Asi, GML, GM2 v GM3,
poseen N de 300, 450 v ~ 14000, respectivamente. La misma tendencia se observa
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enando el tamano de ko vegion hidrofilica varin por I cantidad de residuos sidlicos
presentes, La sorie GM L, GINa y GT1b, poseen onoe, dog v tres deidoes sidlicos v
consecnentemente N ode GM1 es mayvor que el de GDIa que es mavor gue el de
GT L. Ademias, distintas cantidades de residues sidlicos en o moléeala implican
distintn carga neta, dado goe este residue se enenentra cargade negativanen-
Le. Estas diferencins estructurales pueden determinar capacidades de asociacion
distintas con moléculas de interds farmacoligioo como ol Prx, El impacto de la
diferencia en composicion de dvido sidlico en las propiedades de Tas micelas como
vihiculo de farmacos, no ha sido evaluado v resalta imformacion relevante para ¢f
diseno de vehicolos Brmacéaticos,

Estudiamos las propiedades de micelas de ganglidsidos disinlos [ GD) v trisialos
(GT) come sistema nanotransportadores de Plx en comparacion eon los vehienlos

basados cn GM.

Law resultados revelaron gue micelas de GD v GT pueden ser consideraclas
coma vehioulo para la administracion de Pix, dado que incorporan el firma-
v v posten propiedades Bioguimicas y fmomactaticas adeemadas, Lo netivieli
bioldgion citotoxiea in vitto v antlanglogéniea eo un modelo balagice del firma-
co vehiculizado en los complejos GD/Ptx v GT/ Pix es equivalente a by actividadd
el farmace hibre o le de o formnlacion comercial Thxol™, En Lérminos generales,
micelas de G v GT tienen propiedades similares o log micelas de GM con
trunsportadores do Prx Sin embargo, las micelas de GD v GT presentan mejor
vapacidad de carga que los GM, ya que incorporan 4 veces mas Binnacn,

En principio esta diferencia significativa en la capacicad de carga podia ser
atribuida a una mayor repulgion electrostiticn entre lag regiones hidrofilicns e
ths mondnmeros adyacentes oo las mwicolas de GDL Lo gue permitivin giee In regidn
hidrofidhica acomodase mas cantidad de Pty Sin embargo, esta explicacion o se
aplicarfa coando wne compara las capacidades de carga de Jos GD con los GT,
por lo que las propicdades estructurales presontan limitaciones parn explicar el
comnportamients de algunos sistemas binarios

Las interacciones moleculares gque se estabilecen entre los ganglicsidos v el Prx
en los distintos complejos podrian jugie un papel importante para detenminar las
iiferencias observadas en 1o capacidad de carga del Frmaco.

Propusimos caracterizar las propiedades moleculares de los complejos gan-
glitsiclos /Tarmaee, Seleccionamos dos de los sistemas, por tener capacidad de

carge significativamente diferente: GM1/Prx y GD1a/Pix v evalnamos ses pro-



piedades dispersos enoagun o en o monocapas en lainterfaz agua/aine,

Las propiedades de monocaps de Langmair de GMI, GD1a, Ptx v sus mes-
clag revelaron gque ol Pty interacciona con ambos gangliosidos v oque cualguiera
e ellos estabiliza al Birmaco en la interfaz. El Pty permanece en la interfaz a
presiones oy por enciisa (3N o0 ') de las presiones que es capaz de sopor-
tar enansencia de sanglicsidos (8 — W o 1), Sin embargo, a altas presiones
laterales de superficio ocurre desorcion de moléenlas de Pre, Esto so evidonein
porgque la forma de la soterma s altas presiones Interales es similar a la isoterma
idel gangliosido puro. Ademas, Ia presencia de Ptx en la interfag esta tipleamente
raracterizada por hiperpolarizacion del potencial de superficie. Esta caracteristi-
ea, no reportada hasta o momenta, reveld la presencia de Pty luego de ciclos
e compresion en donde ol andlisis del drea molecalar retlejaba pérdida total de
molécidas de Pix de la interfas.

El andlisis termodindmico reveld que, la energia libre de exceso de meecla
(AGE ) de monocapas mixtos de GD/Pix es negativa en todo el rango de propor-
ciones evaluado, mientras gue para mezclas GM/Ptx puede ser negativa o positiva
dependiends de la proporeion. Ademas la energia de las mezclas con GIY fueron
siempre de mayor imtensidad gque las de GM, demostrando que el Py tiene mayor
afmidad por GDa que por GM1.

Medinnte microseopia de angalo de Browster (BAM) se determiing qiee la e
Hectividad de monocapas mixtas es mayor que e de los flms de ganglidsidos
pures o de los s de Ply, especialmente en el easo de mezelas con GO, lo que
sugiere un engrosamicnto de la interfaz aptica. Por su parrte, los estudios de dis-
persion dinamica de la radiacion {DLS) ¥ microseopia electronica de transmicion
[TEM] de las micelas eavgadas eon Pt cevelaron gue despids de ineorporar Pex,
Las micelas de GD se ageandan mientras que las micelas de GM no.

En =u conjunto las evidencias on sisfemas e monocapas v en dispersion de-
muestran que el GD1a tiene mavor ¥ anejor capacidad de asociarse al Ptx gque
GMI, explicando la diferencia de rup:u‘:i:hud de cargn de Pty observada entre

micelas de estos gangliosidos.
Abstract

The Ermulation of hydrophobic active pharmaceutical mgredients for paren-
torad administration iz one of the main concerns of the pharmacentical industey
Puclitaxel (Ptx} is an anticancer drog whith low water solubility (< lg.mL77)



Y Resummen

The existing commercial formulation, Taxol™, is a solution of 50% castor oil
(Cremophor EL} and 50% ethanol. However, Cremophor can canse many aiule-
sirable effects, such as hypersensitivity, nearotoxicity and nephrotoxicity, With
advances in nanotechnology, much effort has been mmvested in mvestigating new
vithicles for Ptx.

Abraxane®™ was the fret nanotechnology delivery syvstoms for Prx that was
approved by the FDA for the treatment of breast cancer 1n 2005, Abraxane™ is
a nanoparticle albnmin binded to Ptx and has greater efficacy and lower toxicity
than Taxol™, Recently we deseribed s nanoearrior consisting of lipid micelles,
Thiz system is based on monosialic ganglicside (MG micelles that incorporate
Ptx spontanesnsly. Cytotoxic activity demonsteated that Pix within MG /SPix
cotnplesies micelles possess eoquivalent hiological activity to the free deoag and the
commercinl formulation Taxol™ . OF all ganghosides studied so far, GM1 or GM2
micilles shows greater loading capability of Pl than anilimellar vesieles of GAS,
These MG differ in the size of its hydrophilic portion owing Lo thelr suginr content,
GMI four, GM2 three and GM3 two sugars, Hence, differences in struetueal and
ageregation propertics of different ganghiosides determine different deog loading
capabilities.

It i known that when the sige of the hvdrophilic region of ganelioside molecnle
decreases the lydredynamic radios [ By ), moreases ageregation number () aod
may change the aggrepation structures. For example, GM1, GM2 with an N
of 3, 450 respectively, formed micelles while GM3 with an ~ 1000 Forpoed
visicted. The sanwe trend is ohserved when the hvdrophilic region beeomes more
voluminous by the inerease in the samber of sialic residues, Thas, GMD huis an N
gEreater than GD1a which has two siafic acids, and geeater than GT1h which Lias
three sialic acids, Tn addition, different amonnts of sialic restdues in the maleen e
ivelve different net charge, sinee this residue s negatively charged. Stroctaral
differences that determine the properties of different gangliosides ageregates affect
loacling capacity of a delivery system, Therefore we decided Lo evaliate the impact
of the diference in compositicn of sialie acid m the properties of the micelles as
drug carrier. In this work we have studied the properties of disialic (DG) and
trislalic (TG} ganglivside micelles as Pix nanccarriers compared to MO carcier.

The pesults revealed that GD oand GT micelles ean be considered as o veliele
for admaistration of Pix, as they imcorporate the drog and possess appropria-
te biochemical and pluvacentical properties, In addition. results demonstra-



i1

ted that in vilro cylotoxie activity amd antoangiogenic activity of GD/Pix amd
GT/Ptx complexes are equivalent to the activity of free drog and commercial
formulation Taxol, Therefore, GD and GT micelles have similar properties as ca-
rriers of Ptx as GM micelles. However, GD and GT micelles loaded 4 times more
drng than GM micelles.

In principle, the significant difference in loading capacity between DG oand
MG micelles conld Be arteibated to stroctaral differenoes i the ggeeregate. The
areater electrostatic repulsion between the hydrophilic regions of two adjacent
monsners in the micelles of DG, would allow more Ptx to aceess the hydrophobic
core, However the same trend was not observed between DG oand TG loading
capabilities, The structural properties have limitations in explaning the behavior
of some binary svstems. Molecolar interactions established betwoen ganpgliosides
and Ptx in different complexes conld play an important role to determine the
differences in the capacity of the drug. Therefore we propose characterize the
molecular propertios of these complexes.

We select two systoms with sipnilicanthy different loading capacity: GM1/Ptx
and GD1a/Ptx. Molecular interactions and surface properties of GM1, GD1a, Phx
and mixtures were evaluated i the water-nir interface by Langmuir mionolayer

technigue.

The results showed that the Ptx interacts with both ganglicsides stabilizing
it in the interface, In presence of either ganglicside Ptx 15 able to reach surface
pressures well above (30mN.mo ') of the presmres s able to withstand in the
alsence of gangliosides (8 = 10m N '), Althoug desorption of Ptx molecules
fromn the interface oceurs ot high lateral pressure. The presence of Ptx in the
imterface always produced a hy perpolarization of the potential surface, cither in
the presence ar absence of gangliosides. This feature, not reported so far, revealed
the presence of Pix in the intedface after compression cycles, when the analysis
of malecular indicated o total loss of molecules of Ptx from the mterface.

The Teewe enerey of mixing excess {.-'_‘t{'?f,",} of GD1a/Ptx mixed monolayers was
nesative in all the proportions stadied, while the energy of GM1/Pix mixtures
wad negative or positive depending on the ratio. Furthermore the intensity of the
energy of mixtures with GDla was always greater than the one of MG

Brewstor angle microseopy (BANM) shows thiat the reflectivity of the blends was
higher than the films of pure monelayer of either gangliosides or Ptx, especially
in the case of mixtures with GDNa, suggesting s thickening of the optical interfa-



12 Resumen

oe. Moreover, dynamic light scattering (DLS) studies and transmission electron
microscopy (TEM) of Ptx loaded micelles revealed that after incorporating Ptx,
GDMa micelles are enlarged while GM1 micelles do not,

Whaole evidences from studies with monolayers and dispersion systems shows
that GD1a have greater and better ability to interact with Ptx than GM1 do.
Evidently, these differences play an important role in determining the loading
capability of gangliosides micelles.
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son respecto al total de ganghdsidos de cerebro humano [100] . . . 50
|12, Representacion estquematica del gropo polar de distintos ganglios:-
clew. Avmento progresiva del volomen ocupads por T eadenn oligo-
sacaridn, debido al anmento en la complejidad estruetural. La eoli-
na. que #= el grupo polar mas prande de les fosfolipidos, se muestra
a la derecha para comparar con lag cadenas de los glicolipidos, Lo
region hidrofibica no estd representada [105). . . . .. . . . ., .. 5l
113, Recundro: detalle de la interfae agoa-nire mestrando s interaocio-
nes intermoleculares de ateaccidn de moléewlas de agun ubicadas
en el seno y en la superficie, A la derecha: esquema del tralajo (@)
necosatio para amnentar of drea imterfactal (w=F-.d). . ., ... 5B

1.14, Isoterma fipica, presion{mj-area(A} de upa monocapa. Esgoeman

il orelesninienta die s moldomlng en las distintns Fses v oon ol
colapen [136) .+ pov v me e s s e s G
L5 Modnle b Helmbiolbe:. . ooomnn cpmpaanns oo o o, 0
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L6, Presiom de superficie (A) v Potencial de superficie (B) por drea
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1.

welecnlar promedio determinadas o pH 5.6 y 20°C, para ganglidsi-
thos eon un deido sidlico: GM3 (rojo), GM2 (verde), GM1 (celeste);
cent dlos siiliscos: GDS {bronee) v GD1a {anaranjade); v con tres:
GT1h {gis). En la parcte superior derecha se pestra T compre
sibiiliclar] de la superficie en Tineidon de la cantidad de residuos de
Acido sidlico presentes en las moléeulas, Adaptado de Maggio v col.

LT S Oy A g A iy |

Broterma de compresion de Prx v del foefolipide dipalimitoil fosfa-
tilileoling (DPPC), realizadas a temperatiurs corporal. Adaptado

g By enbe ] con s B R SRR RS B

Estructurn quimica e isoterma de compresion a 25°C, de fosfolipi-

elis con distinta cantidad de earbonos en b cola hidrofdhica, (DMPC:
cimiristoll statidileoling, DPPC: dipalmitoil fosfatidileoling; DSPC:

distearoi] fosfptidileolinn (53] + cocvn oo e s b

Porcentaje die Mx incorporade en micelas de ganglidsidos en fun-
eion de la relacion molar, GM1 (rombo), GM2 {coadrado), GM3
(trisngulo). Las barras de errer indican la desviacin estindar de |a
mweskin (n=3) [B6]. . 505 0. 0

Porcentaje de Ptx incorporado en micelas de ganglidsidos en fun-

cion de distintas relaciones molares de ganglicside/ Pt G (tridngn-

lor}, GD1a (clrewlo vacio), GDLb {(cuadrado) v GT1b (rombo). Ba-
rras de crror indican la desvineidn estiandar de la media {n = 3)

Flveto de la temperaturs sobre In eapoeidad de las micelas de GM1
(A) ¥ GD1a (B) para incorporar Ptx. Porcemtaje de Pix incorpa-
vaddo en funeion de by eompesicicn. Barra pellena: 4°C7, harra vaeia:
35°C, barea ravada: 4°C Inepgo de ser incubada 1h a 55°C. Las

barras de error indican In desviacion estindar de la media (n = 3)

i)
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Abreviaturas

BAM: Microscopia de dngulo de Brewster
CAM: Membrana corioalantoidea

CMC: Concentracion micelar critica

DHA: Acido docosahexaenvico

DMPC; Dimiristoi] fosiatidileoling

DMBSO: Dimetilaulfdxido

DSPC: Distearml fosfatidileolina

Dox: Doxorrubieing

Ditx: Docetaxel

DPPC: Dipalmitoil fosfatidileoling

DPPE: Dipalmiteil fosfatidiletanolaming
FDA: Adminiatracidn de Alimentos v Medicamentos de Estados Unidos
GD: Ganglidsido disialo

GM: Ganglitsido monosialo

GT: Ganglidsido trisialo

HDL: Lipoproteinas de alta densidad
HPLC: Cromatografia liquida de alta presion
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HPTLC: Cromatografia en capa fina de alta resolucion
NANA: Acido N-acetilneuraminico

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PEG: Polistilenglicol

PLA: Acido polilactico

PTFE: Politetrafluoroetileno

Pix: Paclitaxel

SRE: Sistema reticulo endotelial

SPARC: Proteina secretada dcida v rica en cisteina



Capitulo 1

Introduccion General

1.1. Cancer

Sepin la Organjeacion Mundial de la Salod (OMS), el edncer es una de las
principales cansas de moerte oo tocdeo el mdo, Las estacdistions indican goe e
2012 canso 8,2 millones de muertes en todoe o] mundoe y casi G2.000 en la Argentinm
La OMS preve que bis muertes por cancer sigan awmentando en todo el muondo v
aleancen la cifra de 13,1 millones on 2000, En Arpenting, a Agmncia Tntermacianal
e Investigacion sobre ¢l Cancer {1ARC) estimd que en 2012 se produjeron 115,162
casos nieves de tumores malignes, o goe nes posiciona en relacion al resto del
munde, en un nivel de incidencia de esta enfermedad medio-alvo | 106).

El vaneer es un grapo de eonfermedades caracterizadas por el eresimiento des-
controlade v la propagacion de eélulas anormales, Mias de 100 formas distint as
ide canesr son conocidos, afectando a casi todes los drganes v slstemns del enerpo
humano. Dorante el transcursn de Ja o vida, las céhulas erecen v ose dividen eon
cierta frecuencia para mantener sano el organismo. Alganas vecss este proceso
ardenado se descontrola, [ormando uns masa de tegido que se denomina tamor
Las eflulas tumorales tienen anomalips gue provocan que se dividan sin control v
ain orden, que invadan v destruyan el tejido a sa alrededor ¥ gque puedan entear
al torrente sanguineo o al sistema Iimfatico v diseminarse o otros Grgandcs, proceso
dencminado metastasis [458]. Por su parte, tambidn o] microentorno de los tumores
it um eander tiene nna Asiologia alterads en comparacion con los tejidos normales
|-1{'r|. Liehaichis b sin prediferacion mo reeilada, las odhilas cancerosas tienen nna alta
tass metabalicn caracterizads por la hipoxia v opor privacion de glocosa. Pars

camplir con el requisite de eneregin adicional tienen mayor gluedlisis, lo gue crea

20



1.2, Tratamientos BF

Yasculatura ancrmal

Figarm |1 Camcteristicns fismldgicas del tefrdo tumeorad p sa wesralatora, Adagiado de Kobayashi v ool |59

i microambiente aeido. La alta tasa metabolica tambien induee la angiopenesia
para suministrar mitrientes v oxigeno al tumor. Sin embargn, la vasculatora es
atipica v desorganizada, eon vasos largos v tortuoses. Las uniones entre células
enclotelinles tipo g, tambicn Daamadas de hendidura, v los poeos e los vesos
aangineos estan agrandadog (~ Nk ). Ademas, poseen fraceionamiento de la
membrana basal v revestimieonto incompleto de los pevicitos. Por su parte, el dre-
naje hnfatico en ol microentorno es deficiente, penerando una alta retencidn de

liguidos en el tumor [59] (ver Figura 1.1),

1.2. Tratamientos

Hay muehes tipos de tratamiento para el cancer ¥ dependen del tipo de cancer
v de que tan avanzado esta. Estos incluven cirugia. radioterapia, guinuoterapia,
terapia hormonal ¢ inmnoterapia, Cada una de estas modalidades tiene sus ven-
tajas v desventajas v peneralmente o= necesaria ima combinacion de ellas para
producir resultados mas eficaces, La quimioterapia e= el tratamiento del cancer

conn un medicamento antineoplisico o una combinacion de varios medicamentos
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en nn régimen de tratandento estdndar. Los agentes de gquimicterapin mas co-
munes actian afectando Lo mitesis o divigion celular. Pero como la matosis no
es i proceso exclusivo de células tumorales las guimisterspias tamlacn puedo
dafiar eélulas que se dividen rapidamente bajo circunstancias normales, como las
eélnlaz en la médula deea, ef tracto digestive o ol Tolicnlo pilosn. Esto provoca
efectos secmdarios mny variados, gue van desde inmonosapresion, mueositis hias-
b alopecia, lo que disminoye notablemente la calidad de vida de los pacientes,
Lo esfluerzos de investigacion para mejorar las guimicterapias en los iltimos 25
afos lian dado lugar a una mejora en la supervivencia del paciente. Sin embargo,
los altos costos, [ baja eficacia y efectos serdarios indeseados son las prineipa-
les Timitaciones de estos tratamientos, Varios Frmmess aneolteicis mas oficaces ¥
menos costosos estin actualmente en fose de desarvollo. No obstante, se necesitan
por lo menes 10 afios v miles de millones de délares para descabeir nuevios com-
puestos antineoplisices con potencial de formularse como medicamento para las
quimicterapias. Por ello es que los imvestigadores han puesto énfasis en el desarmo-
Ho dle pmevos sistemas para la admimstracon de Bomacos oncologieos oxostentaes
o nuevos regimences de adindnistracion, que oftezean mas cheacia v menos electos

secundarics, al menor costo posible |64],

1.3. Farmacos oncoldgicos

El Paclitioool {Ptx), & un taxano que fue nislndo de la corteza de tejo dil
Pacificn Taxns brevifolin en 1968 [122] v junte con suoailoge sintébicn, Dh-
cetaxel (Dix), estdn aprobados para wso cliniee por la FDA {Food amd Dreog
Administration) en ol tratamiento del edneer de mama, de ovaric, de polman oo
microciticn ¥ de prostata [9, F].’{].

El Ptx es citotoxico y antiangiogenico, ambas propiedades contribuyen oosn
elicavia come agenle antiecanceripeno. Bl mecanismo de acciom clboboxioo esta
telacionade con su capaeidad de blogquear el ciclo colular en la Tase tardin (32-
mitatica mediante la polimerizgacion de la tubuliva. Esto polimerizacion generi
microtiibulos muy estables, gue impide la dindmica normal de la reorganizacion
tde la red microtubular, proceso mdispensable para completar In mitosis [90].
B efieto nntinngziopdnien: puede sor atribuoido tanto o le netividad eitotdxies o
vitestatica sobre células endotelinles, como o lo inhibicidn de Lo formaciin de

capilares v la migraciom celular. Ea mas, se ha demostrado que Pex inhibe la
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literaciin de VEGEF y Ang-1 de las edélulas tomorales v aumenta la secrecion de
T5P-1 al microentorng tumoral [10],

El Ptx tiene una estructura quimica iy compleja en la gque destaca un esque-
leto hidrocarbonade frmado por tres ciclos de 6, 8 v 6 carbonos polisustituido
con cuatro metilos v ocho lunciones oxigensadas, entre ellas, una de @-fenilisoserina
gue esterifica ln posicion C-13 {Figura 1.2). La moléenla posee un total de on-
op estereocentros. Tiene una baja solubilidad acnosa (menos do 1 pgmf™") lo
gue dificulta su formualacion pars admindstracidn parenteral 9. Ademisds emergen
otrog problemas impertantes, tiene baja tass de absorcion, baja bisdisponibilidad
v problemas de agregacion al ser admimistrados, lo que proveca alta concentracion
lewenlizada ¥ riesgn de embolia en los vasos sanguinecs.

See han produocide varios derivades del Ptx con la intencidn de mejorar [a
solubilidad, sin embargo ln mavoria e estos derivados solubles tienen menor
actividad antitwmioral,

A partir de Ia déeada de los 90, Bristol-Myers comercializa Taxol™ (Bristol-
Myers Squibh, Princeton, NJ), una formulacidn en la que ol Ptx se solubiliza en
aceite de ricino polietoxilado [ Cremophor™) al 50 % (v/v} en etanol deshidrata-
div, para s admimstracion parenteral. A pesar de que su uso esta extendido el
Taxol™ presenta varias desventajas toxicologicas, farmacologicas v farmacénticas,
Bt e ellas se L descripto gue, esta formulacion procipita frente a la dilneion con
el ligquido de infusion, v que puede formar precipitados fibroses durante el almace-
namiento por periodos prolongados de tiempo [41, 108]. Ademias, o] Cremophor®
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o5 n solvente organico tOxios, que provoca hipersengibilidad, neonrorosdeidad v
nefrotoxicidad por le gue g2 necesario premedicar con esteroides v antihistamini-
cos [109, 123].

Con el advenimiento de la nanotecnologia Farmaceotioa mucho esfoeree se
valedd onla dsgueda de formulaciones alternativas menos Woxicas hasadas en

AL AsT T Lo,

1.4. Nanotransportadores

Lios nanotransportadores resaltan laz formulaciones, tecnologias v sistemas
para ol transporte de nn compuesto farmacéntico en el cuerpo que debe aleanzar
dir forma segura el efecto terapéution deseadao,

U'n nanotransportador e un velifculo farmaceutico de dimensiones nanométri-
s, Tipicamente estan formados por une o mds compuestos organizades ogue
lJlJ'iHII.'Il almacenar unn moeltenla de iofends, Fralasp] arla de manera avpllba ¥
entregarla sin modificar su actividad bioldgicn.

B pspera que un vehicalo Brmacentioo ideal tenga las signientes propiodades;
1) nna alta capacidad de carga, 2) un tamadior idecior a 100 g, 3] upa vida
meelin en virculacion prolengada v 4) compatibilidacd con los entornes biologicos.
A i v se busea gue el vebifenlo se acimule co sitios espeefficos parn amentar by
electividad v redueir la toxicidad del tratamiento, Ademas, por supaesta, debe ser
suceptible de producirse a gran eseala, Cualguier formulacion gue pueda cnmplir
Ml estos eriterios, presenta grandes potencialidades de Hegar a ser otilizada como
o transportadoer [114].

Lios nanotransportadores superan a los sistemas de administracion de Brmacos
tralicionales en varios aspectos importantes, Destacandose por: 1) la posibilicad
de solubilizar en agua compuestos altamoente lipofilicos: 2} reduoeir la toxieidacd
3 sumentar o cireulacion media en sangre; 4) aomentar e concentracicn del
principio nctive ea el tejido diana v 5) reducie L dosis. Tambidn aportan nievas
ventajas. como: 1] proteger al firmaco de la degradacion prematuea, 2) proteger
al farmace del reconocimiento del sistema de resistencia a farmacos, 3) evitar gue
el firmaes internccione precogmente con ciertos cntornes bioldgicos, 4) permitir
b suliministrneion petivi on tipas celulares selivcionades, B} controlar el poral G-
macocinétics mediante mecanismes de liberacidn fisicos o quindecs, §) permativ

ser aplicados como agentes de contraste para dingndstico por imdgenes, 7) ser
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ilisenaclos para torapias génicas personalizalas [ll-ll. Cabe destacar gue, ] na-
notransportader disefiado debe superan los obataculos de la produccion v de las
variables del mercado pira llegar a ser comercializado.

En la Tabla 1.1 se resumen |as principales caracteristicas, ventajas v desventa-
jus e sistenins nanotransportadores. Se puede apreciar que los nanotransporta-
dores pueden ser preparados a partir de una variedad de materiales que incluyen
polimeros (nanoparticolas, micelas, conjugadog o dendrimerns), Lipidos (liposo-
mus), virus (panopartienlas virales) o compoestos organometalicos (nanol abaos)
[20. 52, 85, 98, 127]. Aungue mucho interés han despertade estos sistemas en
el drea de la investigacion de la manipulacion de materiales a escala nanomeétri-
eh mmy pocos legan a complir con los requisitos necesarios para ser aplicados
clinicamente,

1.4.1. Nanostransportadores de farmacos oncologicos

Particularmente parn cianeer se busea un incremento de ln eficacia v disminu-
ciim cle I toxicidad controlando la bisdistribucion e inerementando la penetracion
mmtracelular. Los nanosistemas mas estudiados pars el desareolle de medienment os
antineapbisicos lan gido liposomag, oanopartionlas, micelas polimdricag v conjo-

wadoe poliméricos (Figura 1,4),

Liposomas
Bon vesiculas nanometricas formadas por una o mas bicapas lipidicas consti-

tuidas por does filag de lipides enfrentadas por sus colas hidrofdbicss. El interior
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arnaso de estas estructuras brinda la posibilidad de encapsalar Brmacos de na-
tnralegn polar, Por otro lndo, les moléenlas lipofilicas v anfifilicas se pueden so-
Inhilizar dentro de la bicapa lipidica de acoerdo aosu afinidad con los fosfolipacdos
(Figura 1.35) [68, 70,

Los procedimiontos actuales de elaboracidn de liposomas son numerosos y, en
peneral, tediosos v largos con resultades no siempre iguales, Ademas, estos pre-
parados se desestabilizan con bastante rapicdes en selucion, poe lo gque delwen ser
conservados liohlizados para evitar Is inestabilidad tanto feica como guimica de
lo formulacion [22], Sumado a esto el uso de liposomas para administracion endo-
venosa esta limitado por la desestabilizacion que sufren en el torrente sanguineo,
relacionada con sninteraceidn con las lipoproteinas de alta densidad [HDL).
Aungue e=ta inferaccion no os totalmente conocida, se gabe gue las HDL actidan
removiendo bicapas lipidicas, lo cual facilita la adsorcion de opsoninas que juegan
um papel importante en el reconocimienta de los liposomas v otras particalas por
parte de los macrdfagos del sistema reticulo-endotelal [H}l Esta problematica
ha conducido ol desarrolle de los Hamados liposcomas “stealth” o estéricamente
eatabilizados, recurriende al reeabrimiento con polimeros hidrofilicos, Aexibles v
hiocompatibles como polietilenglicoles (PEG). Estos hiposomas pegilados tienen
mayor vida media en cirenlacion [] I'_:'].

Unn amplia variedad de frmaces citostaticos han sido incloidos en liposomas
v enost mayoria st ha observado disminueion de o toxicidad sobee todo para
lag antraciclinas como la doxorubicina (Dox), aungue también se i observado la
aparicion de mieva toxicidad comao L eritrodisestesia palmo-plantar 96, 127].

En la tabla 1.2 40 presentan algunog ejemplos de formulaciones comercializadng
basinlas en la teenologia de log liposomas con sus principales earacteristicas, ol
Farmarco encapsulade, sus aplicaciones v su status de estudio elinieo [69, 93]
Nanoparticulas

Las nanoparticnlas som parficulas coloidales solidas con un tamana de 10 a
variog cientos de nanometros constituidas por polimeros naturales o sintébicos.
Dependiendo del proceso segaido en so elaboracion se pueden obtener dos tipos
de estructuras; nanoesferas o nanecipsulaz, Las primeras tienen una estructara
tipe matriz, en la gque el principio activo s encoentra dispemsado v las sepundas
poseny e nieles e carieter oleoso, gue contiene el fSrmaen, vodeado de ana
cubierta polimérica. Dobido a la elevada superficie especifica de estos sistemas, o
firmaen tambicen puede ser adsorbide en su superficie (Figuea 1.4} [52].
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Los métodos de preparacion de las nanoparticulas son muy numerosos, La
cleccidn del wdétodo de prepacacion depende de las caractoristicas del material
formador del sistema v de las caracteristicas de solubilidad del principio active
epine s desen incorporar. Las propiedades del material en aspectos como la biocom-
patibilicad, caracteristivas de degradacion, caracteristivas de liberacion deseadas
para el principio active son fundamentales o la hora de definie el tipo de aplica-
ciom blomedica. La conservacion 51#1-i1|1|:' e estos sistemas se logra mediante 1o
livfilizacion. siendo necesaria la incorporacion de crioprotectores como la trehalo-
sa fue impidan Ia agregacion de las nanoparticulss durante el proceso, hecho que
se presenta frecuentements fn las nancedpsolas [52],

La primera formulacidn de nanoparticulas, Albraxane®™ fue aprobada por la
FDA en 2005 para el tratamiento del cancer de mama metastasioo, en 2012 como
un tratamiento de primera lines contra cancer de pulmon de eddilas no pegquenas
en combinacion con carboplatin para pacientes vo candidatos eirugla o radiotera-
pin, v en 20038 se aprobd para cincer pancreatice. Bl Abraxane®™ usa nanotecno-
logia para combinar Ptx con particulas de albiimina de un tamano medio de 130
rerre, resaltando en nancesferas que vehicualizan un Brmacoe hidrofdbico y aprove-
chan el consumoe preferencial de allniming por parte de los tumores, Estudios han
pucsto de manifiesto que la alblimina interacciona con dos proteina. La primera,
llamadn gpGl. se looaliza en la superficie de las eélulas del endotelio vascular
interviene en el proee=o de transitosis endotelial permiticndo goe las nanoparti-
eitdes se nenmden en ol Buido intersticial gne todea ol tuner [24], La segunda,
denominada SPARC o BM40 u osteonecting, se encuentra sobreexpresada en la
superficie de muchas células tumorales |35).
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Abraxis Bicscience L empleado esta misma tecnologin para I formnlaciin
de nanoparticulas de albiimina con el farmaco citostiatico Dix (ABI-00S8) v con
el antibiotico rapamicina { ABIOY) [17]. Un aspecto inportante del Abraxane es
que se puede reconstitnir para su administracion endovenosa a concent raciones
doe 2-10 mg.mL ', aproximadamente diez veces mas que la concentraciim a la
ques se puede reconstituir ¢ Taxol™ (0312 mgml ') Esto permite disminnir
ol volomen de inyeeciin v, por o tanto, el tiempo de administracion. Lo gue
ehiming la necesidad de pre-medieacién con esteroides v disminmye ol peligro de
lixivincion de plastificantes de los bolsas o tubes de infusion 03],

Conjugados

El térming conjugado se refiere o macromoléoulas hibrdas consistentes on
politeros cnlazados covalentemente o un agente terapéutico. EL objetivo perse-
il com estos confugados va desde moejorar la estabiliclaed del farmaeo v redoecin
su inmunogenicidad hasta conseguir ana biodistribucion mas adecuada [27, G3).

1l DHA-paclitaxel o Taxoprexin® es un nuevo compuesto formaedo por unidn
vevalente del dcide graso natural docosahexaenoico (DHA) v el paclitaxel. Este
conjugade fue disenado para funcionar como un profirmaco v acumularse prefe-
rentermente en el tejido tumoral. E1 DHA-paclitaxel es preparado en nan vehifenlo
ques contiene 80% menos de Cremophor™ v etanol que Ta formuslacion estandar de
Taxol™. Poede ser reconstituido en dextrosa al 5% 0 una concentracicn maximn
de 8 raganl ! v administrarse por via intravenosa durante 2 horas coda 21 (ias,
Sin embargo, debido a la presencia de Cremophor™, esta formulacion tambicu
regpitiery una presmedivacion eon csteroides v aotibistaninicos, asi coeo talos v
sistemas de filtracion libres de policloruro de vindlo (PVC) [125].

Polyglomes-paclitaxel (CT-2103; Xytotax™ ) es otro conjugado postulado para
ammentar la golubilidad de los firmaceos hidrofobicos, aumentar ln permeabilidad
al tumer y la retencion del Pix, redocir al minimo [a exposicion del tejido noe-
mal al principio sctive libee v evadir lag bombes de ellujo de maltiples Frmacos
a traves de la captacion tumoral por pinocitoeis. Polyehonex-paclitaxe] os oo
macromoléeuls gue consiste en un polimero de dcido plutdmico, an amineac-
do de origen natural, biodegradable, soliuble en agua que contiene 37 9% de Pix,
Coando esta unido al polimero el Ptx es inactivo, To gue permite proteger los
tojinlos sanos de Tn tosdcidad del Frvaeo |93] Bs rensovicdo ded polfmers por
8] A dife-
rencia de la formulacion estandar de Prx. Lo preparaciin oliniea de polyglomes-

proteasa Bsosomal, catepsina B, sobre-expresada en muchos tumoeres
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paclitaxel oo contiene el vehiculo tdxico Cremophor™, debido a la capacidacd del
acido polighitamice parn mantener en estade seluble a moléculas altamente hi-
drofobicas, Esto se traduce en tiempos de infusidn mds cortos v eliminacién de
la pro-medicacion con esteroides v antihistaminicos. Estudios farmacocinéticos
en mmancs son consistentes con exposicion prolongada del principio activeo en
ol bumor y expesionin sisténica mitada |19, 102), Este conjugado esta siendo
evinlundo clinicamente para tratamiento contra cancer de mama metastasioo [88],
Micelas poliméricas

Las micelas son sistemas con ina estroctura tipo reservorio en donde se dis-
bitgue un mitcleo generalmente hidrofabico v una superficie hidrofilica. Estos sis-
temiag pueden ser otilbados para la solubilizacion, estabilizacion v liberacion de
munerosos frmacos de mayvor o menor complejidacd estroctural. Las propiedades
funcionales de las micelas formadas a partiv de copolimeros anfilflicos las convier-
et on sistommas iideales para la eocageaibacion v liberacion de Brmacos de cacdeter
hielrdfobo. Los copolimeros diblogue sufifilicos estan constituidos por al menos
dos regiones de naturaleza guimica diferente que sufren una separaciin de fnses
commno consseueneia de Lo aseciaciin de las cadenas en solventes gque selectivamen-
te disuelven uno de los blogues. Durante el proceso de mieelizacion los blogues
aelralfibicos s meocian, para lormar oo mieleo, en el gue se asocia of TWrmaen,
mientras que los sepmentos hidrofilices se sitian entee el oicleo v el medio acuoso
externo (Figura 1.5), La concentracion de anfifilo a la cual se forman las mice-
las s denoming concentracion micelar eritica (cme), esta dada por 1a estractura
guimica el anfifilo ¥ esta asociada con I integridad del reservorio en solucion

Existe un gran interds en el uso de las micelas poliméricas como portadoras de
farmacos come lo demuoestran Adams (2] v Duncan [27]. En sus revisiones sefialan
gue bis tres grandes gropos de polimeros que forman el micleo hidrofdbico son
log poli Leaminoacides, los policsteres o los polioxipropilena, e combinacion con
polioxdetilenos como copolimero hidrofific.

Alpunas de las propiedades gue destacan a las micelas como huenos sistemas
der administracion de frmacos son:

s El aumento de ln solubilidad enoagoa de on farmaco hidrofdbico, mejora
su biocdisponibilidac; reduce so toxicidad v otros efectos adversos, anments
st permeabilidad a través de las barrerss fisioldgicas v produce cambios

sustanciales v faworables en la biodistribucion del farmaco [112].
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s La proteceion del frmaco contra hidredbsis o degradacion emsemedtica sroacias

a 1o eabierta hidrofilics que lo separan del ambiente aeneso extern.

El sumentas de Ia vida media en clcealacion del Brmaco evadienda mecanis-
mos figioldgicos normales de eliminacdn. Por un Indo las micelas tienen un
peso molecular del orden de 10° Da por lo que no son filtradas por rifion [52],
v por otro la enbierta hidrofiica impide fenomenos indeseables como apgre-
greion inter-micelar, adbicsion, fusion eon glabulos rojos o reconociimiento
por los macrdlngos dil sistema retfonlo endotelial (SRE). El PEG o5 uno de
los polimeros mas aplicados pare consegnir cubiertaz hidrofilicas, no 2olo eh
micelas sino tambien en otros sistemag como los lipesomas pegilados men-
cionados antertormente. El PEG minimiza ln adsoreidn de proteinas a las
superficies debicdo a que dismineye o energin e interfacial con el agoa,
eleva 1o hidrosolubilidad, aumenta o movilidad por Lo gue imejoran i bio-
compatibilidad de numerosas substancias extranas (62, G4, 124], Las micelas
poliméricas gque hacen uso de esta estrategis constroyen la regidn hideoli-
ea del polimeros con PEG, como por éjemplo el Genesol-PAL gque transports
Ptx encapsulado en micelas de un polimero anfipatico diblogue de acido
plilactico (PLA ) v PEG (PLA-PEG). Este nanomedicamente estil aproba-
dev para tratamiento contra cancer de mama en Europa y Korea |88 %3] »
e fase 11 e estwdios clinieos para cancer avansado de podmon de célnlas
no pequeins [4]. Finalmente cabe destacar que, al ammentar 1o vida media
e virculacion las micelas permiten reducir dosis, volimenes v tiempo e
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s El direccionamiento pasivo al tumor por efecto de la permeabilidad v reten-
cion anmentadas que conree en o microentorno tumoral, Bl tamano habitual
e Bas mideelas varia entre 2050w, lo que les permite pasar a través de
s capilares defeetuosos gue alimentan los tejidos tomorales [112]. Por otro
laelea, el pegueno tamuaho de lns micelns poliméricas permite la esterdlizacion,

relativiamente sencilla, por Giltracion |52, 84),

» Las micelog poliméricas pueden ser funcionalizadas v diveccionadas, Ademis
de la posibilidad de este direccionamiento pagivo debido o su tamano, las mi-
celas pueden unir quimicamente moléculas destino-especificas en sa superfi-
eie, como anticuerpos eepecificos |{i'|}| o ligandos doe recoptoros de menhbranis
sobre-cxpresados en fumores como acido Blico [126] o proteinas de cubierta
de fagos [121). Las micelas son tan versatiles que pueden ser diseiindas con
gigtemang de petivacion medindos por cambios en el pH del medio ambiente
[47] o por temperatura |13, Tales modificaciones ofrecen control sobre la
tasa de liberscion v nbicacion del farmaeo v la integridad de la particula.

e La versatilidad de laz micelag permiten que se atilicen para distintas vins
i achministracion. Se han deseripbo formolacienes basadas en micelas po-
hmericas para aplicacienes de uso parenteral [L3], oral [81], nasal ¥ ocular

[t34]

Los metodos mas frecuentemente utilizndos paga Lo inclusion de Brmacos
en micelas son: L disolucion divecta, didlisis, emulsion aceite-agua, conjugacion
quitica, complejacion v diveraos meétodos de evaporacion del disolvente. Por otra
parte, dependiendo del método ntilizado, la carga del Firmaco se puede realizar
diirante la micelizacion o posteriormenti [52}.

Lag micelas poliméricas tipicamente poseen cmce bastante menores (cme -~
1548 ) qque 1as micelns preparadas de detergentes convencionales {eme ~ 100 90
152]. Sin embargo, ung de los principales obstdculos gque retrasa la aplicacidn
elinica de los sistemas micelares de administracion de farmacos es la capacidad
de conservar su integridad fremte a la diluein en la vis endovenosa, Ademss,
anngue no e paede descartar del todo el riesgo de ropuesta inmune no deseada o
toaciciedacl, paor s seneilliew v versatilidad en egantio s preparacion y componentes
empleados, las micelns son consideradas hoy en din como los nanomedicamentos
con mayor potencinl en clinica a corto plago [107, 133].
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Alpunas de las formulaciones gue 2e encuentran en estudios elinieos avansados
para la terapia de diferentes tipos de cancer con resultados prometedores e deta-
llan en la Tabla 1.4, Los taxanos. commo o] Prx, debido a so naturaleza hidrofobicn
voa su muy baja solubilidad en agua son algunes de los candidatos ideales para
ser formmilados mediante esta herramienta.
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Clabe mencionar también, que se encuentra en fase 1 de estudios clinicos para
el tratamiento de cancer ovarieo una formulacidn (Paclical), que vehiculiza Prx en
micelns no poliméricas, Esta tecnologla a partir de vitaming A, en una plataforma
denominada XR-17, ha sido recientemente suscripta para su aprobacidn para

cotnereializacion en Europa [118, 114],

1.5. Termodinamica de micelas

Las moléeulas anfipatioos o anfifilos preseatan nna percion hidrofébice v otra
hidrofilics {Figura 1.6 A}, La diapersion de an anfifile en agns implica gque moléen-
las de agua se estructuren alrecdedor de la regiin hidrofébica a eosta de perder
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los puentes hidrogenes con los que interaccionan con otras moléeulas de agoa en
al seno del Hguide (Figura L6 A). Cuando los anfifilos se agrupan el dren super-
feial hidrefdibics expaesta al agua os menor, por loogue s Sliberan” moléenlas de
agna vy el sistema adguiere was desorden, disminavendo 1o energla libree (Figura
1.6 B). Asi. la formacion de micelas en agua (Figura 1.6 C) es impulsada por
la dizminueidn de la energia libre del sistema debido a la remocion de fragmen-
tos hidrefibicos del ambiente acuoso v el re-establecimiento de la red de puentes
bichrdgrena o ol agna. La ganancia adicional de energin resulta de la formacion
e upiones de Van der Waals entre los blogues hidrofobicos en el nidcleo de las
pricelas [5—1].

s hien sabido gue las moléculas anfifilicas ticnen propicdadoes surfactantes, De
hecho cuando se agregan pequenas cantidades al agna, disminuye progresivaments
la tenziom superficial & medida gque aumento la concentracion del anfifilo. Esto
sedebe a que las moléeulas migran espontineamente hacia la superficie libre
el beuido, organizgandose en una monecapa, que determing dos dominios: ano
hidrofobico y ofro hidrofilico (Figura 1.7).

La tensiom superficial {(y) de la solucion esta dada por

RS R (1.1)

Dol 7 e I tension superficial del agua v o es la presion de superficie de la
monceapa de anfifilo, cuande las moléoulas estan en equilibrio con las moléenlas

ey o] soleensen e b soliedn,

El agregado progresivo de moléeulas a la solucion disminuyve la tension Huper-
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ficial hasta nna concentracion ¢* en la que la densidad del anfifilo en la monecapn
no pueds avmentar mas {Figuea 1.7 C), la superficie de la solucicn esta totalmente
cepada por moléeulas.

A partir de ¢*, v po cambia, v los anlifilos deben orgamizarse de otra maners
para obtener una interfaz cn ol volumen de o solucion. Esto se logra mediante
Il autoagregacion supramolecular en estructuras en donde las moloenlas una o
ladeo do las steas oxponen su lacdo hidvofilice hacin el agoa v ooenltan el bl
bidrofdbics del agua, formando ast dominios hidrofdbicos dispersos en una fase
continua acunoss (Figura L7). Nuevamente los moléculas gue pacticipan de los
agregados estan en equilibrio con moeléculas libres {unimercs] en ol volumen de
la solieidn, o, en términos termodindmicos, la energia libre de la feaecidn molar
el anfifilos no asocindos (X)) es goal 0 e eoergia libee de la fraceton moelar

de los anfifilos agregados { Xy ) con N cantidad de moléeunlas | 104]:

. X
i + -l (%) = pi+ BT X, (1.2)

Los términos entalpieos, representados por los potenciales quimicos de los
agregados {ply ) v ode los pndmeros (), estan relacionados con las interaceiones
entre moléculas del anfifile o moléculas de solvente. El térming entridpico estd

refacionade con lns posibles configuraciones del sistemn,
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La ecaacion de 1a energia libre puede expresarse en téerminoes de la funcion de

dlistribueiion de las moléeilas en estructoras con mimere de agregacion V:

JrI.l - .H”' A
Av=>N [."i.': PX[ (W)] (1.9)

Algunas obserwmciones se desprenden de esta expresion. Primero, los agregados
s Dorian solo cnaido @, < i | de ol forma el signe negative del exponen-
cinl harla Xy muy pogqueiio en celacidn s X ¥ el estado no asoclado seria el
lavorecido. En olras palabras, la agregaciin debe aportar ventajas energiticas al
s1stema,

Seeancle, Xy anmenta abroptamente cusndo f{X, g, gl ) alcanza 1, este o8

ol easo onando X aleanza ol sisniente valor:

" o
X =wxp (—%) (LA}

[resele este puanto en adelante, cualgnier molécula incorporada en la soloeion

poblara Xx, dejando a A7 easi sin cambicos, De hecho, tm ammento importante
en Xy por encima de X7 dificilmente ocorra en presencia de una condicion de
msociaciin mas probable. Una disminucion significativa de Xy por debajo de X7
Mewardn In fS{X o, p's ) por debado de aoanbdacd, favoreriendo b poblacion e
unimeros X} (6]

El valor de X7 es equivalente a la enwe para el caso de los anfifilos que for-
man micelas. Pare anlifilos que forman otras estroctures distintas de las micelns
e golucion acuosa la cmie es la coneentracion de agregacion critica, que es la

cevncrntracion @ la eual se commienzan qa forman los seacegacos.

i _ b
erme = X7 = exp (_, N ) {1.5)

Lav epve et diterminscla por of Dalanee hideofflice hicdrofobbeo de Lo moldéenla

deanfifile, uno tendiende a aumentar, el otro o disminuir, su valor. La eme v las
caracteristicas esteneturales de log sgregados dependen de Tos mismos parametros,
como por ejemplo la forma v profundidad del pf, | que estd relacionado con las
carpeteristicag hidrofdbicas ¢ hidrofilicas del anfifilo, Estos pardmetros gobiernan
L= interaceiones enfre fas moléenlas de solubo y las de solvente,

La evaluacidn del término —Ap = pf — pf de s expresion 1.5, como la

energin ganacla por la asociacion, permite la estimacion del wnlor de ls et para
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un anfifilo dade v sus pogibles modificaciones en funcion del cambio on 08 ca-
racteristicas hidrofilicas-hidrofdbicas de la moeldenls, Una contribocion negativa
a gy, Bawvoreciendo la agregnelon, estard dada por coalguier arceglo que tienda
evitar los contactos destivornbles entre el sobvente v o regiones hidrofdbicas, Con-
tribuciones positivas a gy, provendran de los contactos de residuos en 1o interfo,
anmentadas por la repulsion die las eabezas polares (electos de carga, estérions o
hiclratacion ).

D acuerdo a Tanford [111), la pewte atvactivia Ap. Apey, poede estimarse s
partir de la energin ganada ol remover una cadena hidrocarbonada del solvente
aciiose, Teniemdo en coenta que los grupos —C Hy terminales de las cadenas de
los lipidos aportan <2100 cal el ! v los O Hy =700 calomal ', Por lo tanto para

un anfifilo con una cadena hidrofdbica con n dtomas de carbanos

Aprg s —2100 — {n — 2) - 700 - eal ol ™! (1.6}

La parte repulsiva de Ap, Apgy, es cdificil de evaluar a partiv de considera-
vlones generales sobre la estroctuea del andifilo, porgue las variables estéricas, de
hidratacion y de carga que intervienen en la interaccion entre cabezas polares nio
estan bien establecidas, Sin ewmbargo, una cimeiseion woy simple pasle ayn-
dar a subrepasar esta dificultad. Los contactos entre los residues de los domindos
hidrofilice e hidrofdbico en la interfaz tenden s obstaenlizar o agregacion, o
gie reduee ba energin ganada por la asociacion. Lo dimension de esa interfaz por
molécita estd influenciada por la vepulsion entre cabezas polares, Se podria decir
g, i ves que el agregado se ba formado, o drea oleetiva por moléeala on s
interfae, ag, s el resultado de esas interacciones, sin necesidad de profundizar en
la esguematizacion. La contribucidn repulsiva es proporcional o g via nna cons-
tante gue tiene la dimension de la tensidn superficial v on valor que cae ontre 200
v M ergfem® (29-72 c‘ari,-":rm!..-ﬁug] [44].

Laag dificultacles para evaluar ¢l Ap o giedan wddavia totalmento resvelios
considerando 1o estructura de agregacion, La optimizacion de la conBanracion
energetica del sistema anfifilo-agua también depende de S

Como no hay unn forma simple, mas que o geométrics, para esgquernatizar o
parte repulsiva de Ag, se ha propuesto un modelo geométrico pars descriliar la
seganisncion de s unimeres on agregacdes, Lis consideraciomes termodinanicas y
los requerimientos descriptos lusta el moments han sido resumidos v tradieicdes

0 termings geometricos.
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Hay algunas reglas simples de empaguetamiento de on anfifile en agregados.
FPor un lade. exeepto por la rugosidad de la superficie; no poede haber agun dentro
ched dlonninie hidrofohice, por lo que la dimension de un agresade no puede exceder
ol lurge de dos regiones hidrofdhicas. Y, por otro lado, In cabeza polar necesita
colltacto con ¢l agua.

En el mareo del modelo de las “fuerzas opuestas” [111] los fuerzas hidrofobicas
v tengiones de superficle se resumen en una interaccidn atractiva actuado en la
interfaz cadena hdrocarbonada-ngna ¥ faerzas repulsivas entre cabezas polares,
debido o efectos electrostiticos, de hidratacion o estéricos fque s¢ suman a las
interacciones repulsivas que, en ¢l caso de cabezas polares peguenas, actian en
ko miisina interfaz. Por lo tanto hay dos ierzas opuestas en dicha interfaz, una
tendiendo a anmentar, otra a disminiic el drea interfacial por cabeza polar ex-
paresta e la fase acioss: ambas enenentean un badanee gue corresponde 2 an area
superficial dptima ag, que se asume &5 el area de interfaz que ocipa wn unfmero
en el agregacdo.

Sipaiendo estas observaciones se puede trazar unas paitas de empagquetamien-
to hasadas en constriceiones geométricas [51], La region oenpada por la molécula
elel anfifilis deatro dol agregado poede caracterizgarse con tres parametros: el volu-
men efective ocupado por la cadena hidrofébica V), Ia longitud maxiue efectiva
de la cadena L, v el drea ofectiva de Ia cabeza hidrofilica en la interfaz del agre-
gado con el medio circundante gy Figura 1.8, Los tres parimetros se relacionan a
traviés del llamado pardmetro eritico de empagquetamiento P = Viagl, el cual to-
ma valores limites de 108 para un verdashers cono v 1 parea un cifinedro, Yesicnlas,
liposinas v en general estroncturas tipo membrana se forman cnando 1/2 < P < |
v micelas enando 1/3 < P < 12 Valores de PP mas altos identifican micelss mas
grandes v asimétricas (Figura 18] [30).

Lan fociliclaed de evadunr Apey en relacion a Mg, se tradoee acd en el hecho de
gque mientras -y Vose poeden ealeular eon buena aproximacion una ves gue se
conoce ln estrachura gquitmica de la porcion hidrofobics, of drea interfacial oy es
g propiedad de les unimeres en el estade agreeado, v oes la resaltante del set

completo de interacciones que estian ocureiende entre ellos.

Un poeo mas de ambigiiodad en la evaluacion de ag surge cuando las mtorac-
viomes repulsivas entre las cadenas de lipideos, o entre caliezas polares consideramdeo
siextension, earga v ramificaciones, son tenidas en cnenta, Come una esquema-

Ligneion detallada es east imposibile, la resultante dentro del marco de modelo, es
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que ln superhicie donde las foerzns opuestas actian ne se puede asumir como o
liniter emtre la region hidrofdliea-hidrofities, sino mias bien ane suporlicie deatro
de una distancia D por debajo v por encima de [a interfaz, de acnerdo o si preva-
lecen las fuergas repuldivas de Ia cola o la eabeza del lipide [E-II!]. En cualguier caso
umn area de superficie interfacial optima ag puede ser definida v calenlada a poste-
riori de conocer las propicdades fisicas doe los agregados, o estimada o priort con

alpunas consideraciones razonables o por comparacion con maoléenlas similares,

Himos visto gue el comportamiento Asico de los anfifilos en soloeidn depende
de la extension v el balance hidrofobico-hidrofilico, resumido en términes ter-
musdindmicos en mnchas de las expresiones deseriptas previamente, Diferentes
aspectos de e comportamionto estan ooy relacionados. Por ejemplo, una ea-
racteristica hidrofilica fuerte en comparaciin con la hideofobicn, se verd reflejadn
en una alta eme ¥ oen un niimers maver de anfmeros libres con una alta tasa
de recambio al estado de agregacion constituido por peguetos agregados cuasi-
valiricos de moeha curvabura, Coalguicer cambio en les caracteri=ticas hidrofobicoas
o hidrofilicas afectard estas propiecdicles con cierta consistencia en la tendencia

[1044],
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Lo expuesto senala que, 1a forma v tamano de los agregados micelares depen-
dein de la geometrin molecular de las moléculas de tensioactiv que lo constituyen.
Peros taiubicn lag conciciones de ln solucion coma la concentracion de tensioac-
tive, temperatura, pH, ¥ loerza idnica afectan las propiedades de agregacion. El
control sobre las formas da una posibilidad de manipular la arguitectora de las
nancestructuras. De esta mancra, se pueden desarrollar sistemas funcionales paca
i amplia gama de aphicaciones tecnologicas en diferentes campoes de la clencia
[25].

1.6. Ganglidsidos: lipidos anfipaticos

Los ganglidsidos son Hpldos altamente anfipaticos. La region hidrofabica esta
pomstituida por la ceramida formada por una doble cola hidrofdbica. eomiin a
toddos los eslingolipdos de esfingosina, v nn dcido graso (Figura 1.9). La regidn
midrofiliva estd compuesta por carbohidratos, gue incluye al menos entre uno y
cuatro monesacarides y entre uno v cuatro residoos de acido sidlico {Figura 1.10).
Asi estos glicolipidos complejos son reconocidos por ser dcidos, selubles en agua
v pobremente dinlizables [1].

La vadena de oligosacardos de los gangliosidos es variable en estructura, con-
tenbedo, seenencia, v conexiones de los azdeares. Esto haee gue los ganglivsidos
formen e Familin woy grawde de compuestos que se stulotizan a toavds de Ta
adicadn de monesaciridos en an proceso paso o paso, por medio de glieosiltrans-
ferasas v waliltransferasas (Figuea 1.10),
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Estus lipidus se encoentran en grandes cantidades en las membranns de eélu-
lns pueariotas, particalarmente en los tejidos del sistema nervioso. La ceramida
pstd tnserta en ln capa externa de la bicapa con la svoluminosa cabeza polar
savirida protruvende al medio extracelular [105) Los ganglidsidos influyen eo 1n
dinamica fimcional de las membranas celulares de varias maneras: contribiyen o
la rigicez de las membranas, estin mplicados en ls transferencia de informacion
entre las células vecinas o entre las superficies de células v el medio extraceln-
lar [neurotransmizores, hormeonas) y modulan el crecimiento celnlar mediante 1s
regulacidn de procesos de proliferacion v maduracion [44]. Por otro lado, estos
glicoesfingolipidos se unen especificamente o virus v diversas toxinas bacterianns,
Lales vomo 1o botulinica, tetdnica v colérica, vy median las interacciones entre los
microbios y lns células huésped durante las mfecciones [32].

Ademas de estas funciones endogenas. se ha observado que los ganghiosicdos ad-
ministrados cxogenamente posoen aetividad Diologien, Viaclos reportes o singeri-
di que los gaugliosides podeinn exhibiv ana setividad antioxidante, en particolas
sobire la peroxidacion lipicdica. Hay evidencias de gque esta actividad antioxidante
seria i través de cambios en la Hmdez de la membrana y la estabilizacion de la
misma |7, 117).

Eu In Figura 1.11 s¢ puede ver en detalle la estructura de la cadena de oh-
podacaridos de la serie de gﬂ:lg]iﬂ:—ii:]lm etinclimdog i este trabiajo, GM1, G a,

GD1b v GT1h.

1.6.1. Agregacidn de ganglidsidos en solucidn

Como va se mencionsd anteriormente por sn cardcter anfifilico los ganghioaidos
pn salventes acuosos se organizan on estrocturas en las que se distinguen dominios
hidrofibicos o hidrofilicos, La extension v conesion entre estos domingos depende
principalmente de la conecentracion, Limitaremos la deseripeidn de lag propiedacdes
di agregacion de soluciones de ganglidgsidos muy dinidas, donde las propiedades
cermodindmicas simples deseriben en detalle el fendimeno de agregaeidn [104].

Liw ganglissidos tienen un cardcter hideolflieo grande comparade con obros
lipieding, gues anments progresivamente o medida gue sumenta la complejidad de
la eabezn polar a lo largo de la serie de moléculns en la gue se adicionan anillos
de amicar de forma extendida o romificada, {Figara 1.12)

Como el balance hidrofilico-hidrofdbico es la resultante de la competencia

entre dos requerimientos opuestos muy fuertes, coalguier variacion en esos regue-
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Filgnra 1,120 Hepeoseniaciin quennilice o grape st 3o cistintes: ganglicrides. Anmente progresyve del
weilamm arnpaddo por b cadenn dipesoedndn, debiido ol ansnte o e compbsjidnd asteuetusal L colimn, i

s o grape polar wde grardo de e healolipichs, s omoestraea o deeecin para comparr con las cadenas de los
plicelipidos. La regicn hidrefibica oo estd represestadn [ 105

rimaentos afertara el comportamiento de agregacion.

Dentro de la serie de pangliosides GAM3, GM2, GAIL, GD1a, GalNAe-GD1a,
GD1b, GDIb-L y GT1h [Figara 1.10 v 1.12 ), todos comparten La inisina region
hidrofdbica pere exhiben diferenies cabezas polares (Figura 1.12), por lo que las
propiedades peométricas de agregacion pueden atriboirse cualitativamente a la
regrionn hidrofifica, De heclu, diferentes gangliosides dentee de on aeregado me
eesitan nn area interfacial lo suficientemente grande pors acomodar lag cadenas
olipoaacaridas v su agua de hidratacion, Coanto mayor es el area interfacial neee
saria, mas pequeno s el agregade v menor el mimere de agregacion. Por o tanto
lns propiedades de agregacion de los ganglidsidos en solueidn pusden utilizarse
para revelar pecuenos cambios conformacionales [104],

Lo Tabla 1.4 muwstra los parimetros fisicossguimicos ce diferentes ganglicsidos
deducidos a partir de resultados de dispersion dindmica v estiatiea de la radiacion,
realizados a partic de soluciones muy diluidas [14, 104, 105]. Las dimensiones
hidrofibicas de los anfifilos e calcularon de acuerdo a lo sugerido por Tanford
[111] ¥ las mnﬁirh*rminnnﬁ1*5|:ﬁ1'l'irfﬂ son una longitud de cadena L, = 26,64A y un
volumen V= 965A". El valor de L fue atilizado comi parametre para evaluar of
arod g de acuerde al modelo geometrico de Israclachyili |5 l], mientras que el largo
e aemieje menor del core de mirelas globulares en la simulacion hidrodinamica
se asnmio como § = [« 0.8 = 1891A, La extension de la capa hidrofilica fue
evaluada de acuerdo o Maggio [T4], por efemple 4A por cada residuo de azicar
i la cadena lineal, redocidao por un factor de HBexibilidad e (L68,

Eu principio, la extension de la doble cadesa hidrolobica deberis conlerir o los
ganglidsidos la posibilidad de formar bicapas. De hecho GM3, el de menor cabezs

polar de lo serie (Figura 1.12) forma vesiculas, aungue distintas a los clisieas
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viwicibas e fosfolipidos. Una partieulacidad de las wsionlas de panglioailos s
que s forman espontaneamente, sin necesidad de energia externa adictonal {s0-
uleacion, cambics de pH, ete. ). Este comportamients se debe a una propiedad de
las bicapas, ls curvatura, La eurvatura determing si esa bieapa poede eurvirse
lo suficiente para formar unn vesiculas. Dichio en otras palabras, para gue se o
e nnn vesicnbs e apgie la organisacion de los omimeros delse temer L suliciente
“elasticidad” para ofrecer opeiones de curvaturn que posibilite una esféra hueen
con paredes de lipidos organizados en bicapas. El balanee hidrofilico-lidroféhioo
de los gangliosidos permite estrueturarse en bicapas con la curvatura suficiente
para formar una estructurs globular espontanenmente, o enal no sneede en las
brigapas e fostolipideos [105],

Para ganglideidos de mayor complejidad gue el GM3 el papel gue juega la
regiom hidrofilica de ln moléenla es sumamente importante, Desde GM2 a GT1h,
b enbiesa polar esta fan extencdida ouoe o pessar de bo prosencia deouna dolbe coli
hiclraliilien, estos ganglidsidos forman micelas v no vesienlas [14].

La teoria de antoagregacion de anfifilos hidrocarbonados de Teraclachvili )|
perinite calendar of pardmetro de copagnetaomicnto a paetie doe lns dimensiones O
la moléenla de glicoesfingolipido v otras caracteristicas termodindmicas de los oo

toagregados, Aplicando los principios gue estiablece dicha teoria Magggio v ool [T1]
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prdijeron que la estrnctura antornsamblada permitida pars GM 1, GD1a, GD1h
o GTIh a pH 546 corresponderia o lo micelar, es sus diferentes Lipos {esférica,
globular, elipsoidal o eilindrica), En cambio, para los ganglidsidos GM3 v GM2,
los catos predicen que las estrocturas fornadas serian vesicalas de bicapas con
las cadenas hidvocarbowadas muy tensionadas, Sin embargo, esta estrocturn no
serin posible debida s que el large de la cabeza polar es mavor que el radio mterne
de 1o vesicula, por le que sugieren a las micelas cilindricas come estructura al-
terpativa |71, Las estroeturas posibles que podrian adoptar estos ganglicsidos en
sulucion corvelaciotan con lo observado por micrescopia electronica con tineidn
negativa [T4] v por dispersion dindmica de la radiacién (DLS) [104], excepto para
el GME gue =egin micrvscopin formaria micelas esforicas cilindricas |74] mientras
gque segin los dates de DLS formaria vesicitlas [104], Los valores de pardmetros
geomctricos, como el didmetro de agregacion, obtenidos por microscopia [T4] sow
aproximadaimente la mitad de los obtenidos por DLS [T4]. A pesar de estas dife-
rencias, relacionndas posiblemente con limitaciones de las téenicas, la tendencia
peneral de los resnltados reflegn gue, independiemtemente de b téenica utilioda:
hay una disminucidn progresiva del tamano con el incremento de la complejidad

el grupo polar.

Considerando los tres gangliosidos monosialos (GA) GM3, GM2 v GM1 que-
da claro que aumentar el cardeter hidrofflico de los gangliosides conlleva a una
dizminucion en el nimero de agregacion (ver Tabla 1.4). Bsto es lo esperado
&l consideramos lo signiente. A medida gue aumenta el nimers de aonidades de
aanear, ammncenta la contribueion de b repulsion hideofilica al halane: de las “foer-
ans Opestas” . el agregido se haee nuls curve ¥y mids peqieio ¥ las moléenlas se
acomaedan en una mavor drea intecfacial, Por lo tanto o] nlmere de agregacion

clistninuye.

Lo sranglicsidos G L, GDIa, G D, G necesitan de consideraciones mas
connplejas, Todos tienen 4 pefeares neutoos como cadena preincipal pero differen
en el nibmero v posicion de los residuos de delde sidlico (Figura 110}, La contri-
bruedn de etlos al empagquetamiento del agregado es debido solo & las dimensiones
fisicas. 51 considerames la seenencis de GML, GDIa, (3T1h, se cnmple la regla
e L cantichind de aicares, cineo, sels v siele residuos, respectivamente, resillan-
des wavor contrilnwidn de la repalsidn hidvofilien, menor tamafio, agregacde mias
psférico v menor nimero de agregacion (Tabla 14), Algunas confusiones apa-

tecrn cnande se considera al GDLb, que van mias alla de las reglas deseriptos
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miis arriba. GLIL tiene In misma composicidn de azicares de GD1a, pero tiene
propicdades de agregacion similares a GT 1, un ganglidsido mas hidrofilico. Por
atro lado el GDLL factona (GDIL-L), con un enlace en la molécula de GTA D,
tione propiedades similares o GD1a. El By de GDIbL s 57 A vy su N = 220,
En consecuencia, s aleanza un pivel en donde la extension y ramificacion de la
pstructurn de la cabezn polar del gangliosido no puede ser subestimada con g
eviluacion aproximada de fa hidrofilicidad.

Congiderando ol modalo descripto arriba, esto es equivalente g docie goe 1o
repulsiin estérien entre las cabiesns polares juega un papel adicional v eomeo con-
seciteneia de csto Lo “Toersas opuestas™ et ian nodistimba distancia de B inter lig
i rofilicn-hidroféhica para los diferentes gangliosidos, Canti v col. [14] propusie
rom que dentro del agregado, 1o molécula de gangliosido ocupa oo angulo solido
que, ademaia de ser determinado por las reglas generales doel core de ceramida, se
v alectado sensiblemente por ln conformacian de la cabeza polar. Esto permite
identificar a o large de Lo cabesa polar dos regiones: e “caliente™y otra “frin”;
de peverdo o s modificociones en esas posiciones ocnsionan cambios significativos
o desprecinbles en el dngulo silido necesario para ln moléeula [14]. Como regla ge
neral, se puede eatablecer quis cuanto mavor es el drea interfacial, mds peguenos
son los sgregados v menor es el nimers de agregacidn. Por lo tanto, o] anmento
en ol nidmero de unidacdes de asdear en boeabers polar del panglivsido conednes
a un incremento general en el dvea interfacial de la meléeula, que haee que los
agregados tengan progresivianente mayor curvatira ¥ omenor tamato [105]. Re-
sultando en valores carscteristicos de eme del orden de les 10%M |H:'-||.. TTLITRATH

s baja que la cme de micelas polimécicas [~ 0-9a),

1.7. Termodinamica de monocapas

Cualgquier fase de an sistema se encuentra Siompre e contacto con obra, In
superficie de separacion di ambas fases, o5 In interfaz. En adelante una de las
tases 0 considerar sera el agna, mientras gue la otra serd el adre conteniondo vapor
de agua (Figura 1.13).

Lis monocapas som un sistema experimental constituido por una capa mo-
norneleenlne en e interle aire-agnn, Permite estoadiar Tavespuesta de moldenlas
anfipAticas organizadas frente a cambiog de variabiles como: presiin lateral, con-

eomtracion o composicion. Lo respuestn de las monocapas se registran coma cion-
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Liivs e la presian de snperficie (7] en funcion del drea moleewlar media (M A A)
i teuperaliura constantas fF'ig'n]':L [.14).

Las moléculas contenidas en la region interfacial tienen propiedades comtines
A las dos fases. que varian continpamente a lo largo de dicha region, como la

Lension, la presion, el potencial eléctrico. la reflectividad v 1a termodinamin.

1.7.1. Tensidn superficial

La tension superficial es una propiedad que se manifiesta en la superficie de los
liepuiclos ¥ que, es consecuencia de las fuerzas intermoleculares de los mismos. Las
maléenlas de agua situadas en la interfaz experimentan menos straceiones gque
las que se encientran en el mterior de fa masa liguida. va que la interaceién con
tas moléculas de la e vapor es insignificante (Figura 1.13). Como las interae-
ciomes moleculares atractivas provoean una disminucion de la energia del sistema
(potencial de Lennarcd-Jones) ', las moléculas en la mterfas POSERT 1IN PTIETER
mielia superior a las gue e encuentran en la fase lguida (Figara 1.13), Por lo
tante. para aumentar o] drea de la interfaz se debe realizar trabajo para trasladar
las moléculas desde ol interior del liquido hasta la capa superficial (derecha de
Figura 1.13). Los sistemas tienden a adoptar la configuracion que corresponde a
In menor superficie posible, va que en esta situacion la estabilidad del sistema
e maxima (minims energia). Para adooiric la minima superficie existe unn fier-
za par unidad de lomgitud que actida en una interfne Hguido-gas, que recibe o
noanhre de teusiin superficial. [36).

La ecuacidn de Gibbs, Adsorcion

Entre 1774 ¥ 1778 varios feniomenos de snperificie fueron estudiados, Los
fendmenos de capilaridad v tensidn superficial foeron deseriptos en trabajos de
Young, Laplace, Platean v otros. Hasta que en 1778 Gibbs publica su anailisis
termodinamice de adsorcidn y efectos de tension superficial [36].

En =u trabajo Gibbs describe 1o que hoy conocemos como energia libre de
Gaibhs:

i

U—T-54P-V (1.7)

douds L5 s energia, T es temperatora, S 8 eobropia, P oes presion v Voes

i . = & e
Moclele matematico soacille que represento las luerzas de atraccion v repulsion entre dos
pichiciilas,
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para aumentar o dres imlerfscinl (w = F- ),

volumen. Lo expresion anterior s& aplica en termodindamica de muchos v variado
SISLeTs,

En el easo de sistemas de monocapas con interfaz simple como aire-agna, don-
de las capas =on planas v 1a superficie divisoria tiende a nbicarse en determinadas
posiciones, se puede demostrar gque cualguier variacion del estado de eguililario

cimple:
efUFT S + Z pidny = P dV 4 ils (1.8]
i

donde i, es el potencial guimice del componente & es el mimero de moles
del companente 4, v es la tensidn de suporficie ¥ 8 es ol aron tetal de e interfae, ©

Por integracidn y diferenciacion total * se puede abtener la signiente expresion

H’-:fT+Zp,a{fr,+a-¢h=u (1.9)

se obtiene asi una expresion gue relaciona la tension superficiol con los po-
tenciales gquimicos de los componentes, En ol caso que la temperatura no warie [n

expresion anterior resnlta on

Z;:;dﬂ, + 5=y =[] (1. 10

*Se reserva ol almbolo A paea o drea molecular gque s el drea que ocupa unn soln ooléenln
on o monocips inssluble
MWor trabiajos di Cruggentesom |-I2| ¥ Aulamson (3],
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Sin embargo es conviente Lml:nju: ron ol axceso de moles por unidad de drea
(14 B define cormo 1-', == n,l.",'s. Asloa Peiperatirs constante ¥ en un sistena Com
ri':]'H i."l.':'iil'[.:ll:}ll:f']lt-t‘-ﬂ EOpr b

!f‘r+r|'|ft|+r3=|l':le={:| {l-ll]

Ya que se trata de una interfaz plana, es posible coloear la superficie divisoria
en uns zona donde ano de los componentes no exista al establecer, por ejemgplo,
I"y = 0. De esta manera resulta:

iy = =I5+ 1ty (1.12)

Por otra parte se pueden determinar los potenciales quimicos en base a poten-
ciales quimicos estandares y a lns actividades (o), Asimismo a se puede expresar
e ¢ prochuto entre o cocficiente de actividad [ F) v T faccion molar (N,
Entonees para el componente 2 tendremos:

iy = gt + AT Inay = py + BT In faN, (1.13)

De la eombinaciom de las anteriores 2e obtiene la isoterma de absoreidn de
Giblas, e Bas cxpresiones mds unportantes en fgicas v ooimica de saperbeies:

rl'” - _L H-'.' Yo _f!hr!! 'rl-“?
» RT dlnay RT & faNz)

Las expresion de Gibbs ' muestra que la tension de superficie de la solucion

(1.14)

digminuyve cuando inerementa la actividad del soluto en o region de superificie
( Fignra 1.7).

Hay gue mencionar en en soluciones ideales fo = 1 v gue en soluciones -
fcientermente diluddas se poede expreesar 8 fraceidn moelar comao coneentracion ¢

e resalta en:

o | . t: f}"] -
P e 1.3
4 RT de )

Cuando 2 es tina moléeula de soluto, su concentracion superficial en exceso, Ty,
puede ser positiva o negativa, En el primer caso, habra una acumalacion de soluto
en lo superficie ¥ se dice que hay adsorcidn superficial del mismo, parte de las
molecilas de soluto han emigrado del interor a la superficie, Por el contrarioe, s s

EL swperingdaee {17 hace referencin p la superficie divisorin,
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et negativa existe una desorcion superficial ¥ alpuna moléeulas de solnto emigran
hacia ¢l interior. Con la ecuacion de Gibbs se puede ver gue, si hay exceso de
moliculas saluto en la superficie {(adsoreion) In tension superhcial disminoye v el
saluto es superficialmente active, par lo gue se Lo lama sustancia tensiosctiva o

surfactante [36].

Vemmos st comportamiento moleenlar, Come In tension supericial o= o
medida de las interacciones moleculares, lis tenstoactivos, que la rebajan, sevin
empuestos gque preseoten inferaeciones menores con el disolvente que las exis-
tenbes entre las moléculas de éste. Por eflo, tienden o escapar del lguoido, puoes
energéticamente son mas favorables los contactos solvente-solvente que los de
solvente-soluto, 5 efecto sera maximoe cuanto mavor sea esta diferencig, pero no
tanto como para qgue el soluto precipite. En la superhowe, estas piiltenlas s orien-
tan com el grigss hidrofilico divigido bacia el agua v el resto alifdtice hacia fuera,
reduciondo las interacciones desfavorables entre la cadena alifftica v ¢l agua, Es
clara, por otra parte, que 5 debe disminuir, ya que en la capa superficial van a
abundar cada wez mis las interacciones cadena-eadenn, que som menos fuertes

gue las e agna-agen del disolvente poaro,

Tal como acabamos de ver, un soluto fepsioactivo seoadsorbe en B interfae
lieyuido-gas acomoddandose en ama pelicala (Hilm) de uoa sola moléoula de espaesor
en tal caso se diee que se ba formado un film monomolecolar o monocapa de
adsorcion. Esta monocapa se encuentra en equilibrio reversible con la disolucisn,
v gue en cada instante un cierto nimero de moeléonlas se disuelven en la sabiase
v, simultaneamente, igunal nimero de aquellas pasan al film, de mode que e
tadisticamente o cantidad de moléculas gue constituyen la monocapa permanece

imvariable [116].

Cuapele se trata de sustancing insolubles v no voldtiles, toles come aeidos
graaos v alcoholes de cadena larga con an gropo polar en uoo de sus eaxtremnio,
s pusden extender sobre In snperficie del apua formando un flm monosmolecalar
ingaluble 0 monocapa de Langmuir, semejante a lag monoeapaz de adsorcidn,
prero e baeqoe nes thease higgar ningin intereambio enbre las aeldenlas do B misia v
lag diel medio subyscente, Tal monoeapa representa ol Hmite mdxime de adsoredon

en L intertaz, puesto que todas las moléculas estian concentradas en Ly misma |40
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1.7.2. Presion Superficial

La interfaz agnn-nire da lugar a la aparieion de una fuerza (o - @) mientras
que la interfaz agna-monocapa origing e feerza dada por la diferencia entre
(o - &) Como Yugqua > Tm existe una ferza neta [(Yagua + £) — (m - ©)]. Esta
Foerza neta, por unidad de longitud (), recibe ol nombee de presion superficial
(mh [LLG]:

= ‘Tnll.l_'ﬂlﬂ T ﬂ;"m {1.1“‘}

lzotermas de compresidn

Siose reduee o Area de superlicle de la monoeapa (v en conseenencia el drea
cetpada por moléenla [A)), s incrementa ln concentracion de moléoulas por
nniclad de superficie, lo gue disminuye la tension superficial (4, ) v onmenta la
presion superficial {7}, obteniéndose una eurva tipica de 7 frente a A {a tem-
poratura constante] a medida que se comprime la monocapa, Tal curva recibe
el nombre de isoterma de compresiom [Figara 1.14). A partic de ag sotermas se
pueden obtemer pardmetros estrocturales, termodindamicos v reologicos gque carac-
terizan el comportamiento superficial de las molécalas en estndio. Para entender
que estamos caleulando vy como medimos las propiedades de |as monocapas es
atil introducir algunes coneocimientos basicos en guimica de superficies.

Uni de las propiedades que se observan en las isotermas son los estados o
fases. A lo largo de la isoterma se obsorvan regiones con distinta pendiente gque se
asocian a diferentes estados, egnivalentes g los de los sistemas tridimensionales,
paseoso, Hoguido o sdlido (Figurs 1L14). Los estados difieren en el grado de
compactacion de las moléoulas, resultante de la smna de las foereas de atraceion
v/ repulsion caracteristica entre las molécnlas que forman el film,

Un pardmetre muy otilizado para diferenciar las distintas fases superficiales
s ln compresibilidad de la mouocapa, gue se define {por analogfa con la compre-
sibiliclpd en fhse voliimen ) coma:

O, = —1/A(#A4/8x7) (1.17)

en doude A es el drea molecular del film v #® su presion de superficie. El
vislor luverso de la comnpeesibilicdad, Damado imodilo de compresibilidad superlicial
o elasticidad fff_.;!:l. e= tambidn utilizado para deseribiv las propiedades de la
monocapa; su valor esta relacionado con e pendiente de la curva w/A vy posece
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nnidades de mN.m !, las mismas que I tensidn superficial, Los distintos estados
posibles de una monocapas estan caracterizados por valores tipicos de modolos de
compresibilidad [(Tabla 1.5).

La elasticidad de un film es unn medida de su resistencia a cambiar de dres,
Altos valores de elasticidad son caracteriaticos de films gue presentan una estroe-
tura con un elevado grade de cohesiom, Cuando se comprimoe este tipo de Glms,
lis moléeulas se resisten o cambiar de conformacin y, por lo tanto, ejercen ann
e resiEtencin i le commpresion, gie s tradoee cnoni ainmento de presion sn-
petficial. Por el contrario. si las moléculas en la superficie combinn de estrictiorn
rapidlamente durante la compresion, o si no estan densamente cmpaguetadas co
la superficie. no dan origen & elevaidas presiones superficiales.

ra propiedad molecular gque se obtiene a partir de las isotermas de eompre-
a1, r4 el area molecular media [."lL'I-f.r’l}, L ennd permite obtener informacion
del tamasio ¥ la forma de s moléculas, asi como su oriestacion en la interfas,
especialmente en films condensados.

La emergin libre de compresion (AGe) 8 an pardaneteo Geroddingnen
guies s puiede obtener p partic de los =otermag « — A, Esta energin represents

¢l trabajo necesario para eomprimir el film desde o estado de gas ideal, en ol
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Estado de la monocapa il

[ Fase ) (e N.m ]

Craseosn 0-12
Liguido expandida | L) | 5-50
Ligide intermedio (1) A0 114}

Liguido condensacs (L) 100-250)

sdlida (5] = 300

Tnhla 1.5 Valeres e mabdnke de compresibalicdacd (005 e bas diferentes s on s nssocia

gy n existe contacto algnno entre lags melécenlas, hasta un determinado estacdo
condensade, en el gque se supone la existencia de an importante empaguetamionto
molecular. Matematicamente la Affe esta representacda por el drea debajo de la

eurva m — A [L16].

.
AG :j T dA (1.18)
A

1.7.3. Potencial de superficie

El potencial eléctrico de la saperficie se debe o gque loa dipolog de agua e
encnentran orientados con ol atomo de oxigeno dirigido hacia el aire, 1a inter-
[ agua-nire estd polarizada. Por Io tanto, Ta formacion de una monoeapa en la
interfaz da lugar a cambios del potencial eléetrico de in superficie, como conse-
cuencia de fa sustitueion de un clerto namers de dipalos del agna por los de otra
molcila pdsorbida. Estos cambios dependen e la densidad superficial de los
dipolos adsorbides, de la orientacion de los mismos v de su caracter guimico
y estructural. Por lo tanto, el potencial de superhoie refeja las propiedades mi-
croscopicas de la monocapa. Al cambio de potencial electrico, se le conoce con el
nombre de potencial de superficie (A1), Helmholtz desarrolld nn modelo gque
considora la monocapa como un condensador de placas paralelas (Figora 1.15).
En eate meadelis deline ¢f momento dipolar efectivo (0, ) como la componente
vertical del momento dipolar de la molécula en la superficie, el enal no debe con-

fundirse con el momento dipolar de Inomaoléeala Bbe que es resultante de la snma
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virctorial de les momentos de enlace de la misma. EL valor de ge, pnede obtemnerse
a parkic de o representacion de AV en funcidn al mimero de dipolos [ maléculas)
pror umichid de superficie (V) o en funeidn del drea de e saperficie (A). asamiendo
que la monocapa tiene una permitividad £ = 1 Quedandas representacde por la
siguiente ecuacion:
7
T =?-% =gy - AAY (1.19)

Cuando AV es positive, g, también lo e, lo gue significa gque el sxtremo po-
sitivo del dipoly esta dirigido hacia el aire. La mayoria de las monocapns exhibwen
potenciales de superdicie positivas [115),

Por su parte el Modelo de Oliveira plantea gue, si el dngolo de inclinacion de
log dipolos de las molfenlas, con relaciin a la superficie del agnn, se mant jene
constante durante la compresidn de la monocapa, # valor de AV (o de g, ) cam-
bia my poco. Por el contrarvio, s varfa la inclinaciin de los dipolos, se produce
un cambio de p,. Lo misioo soeede coande se prodoce mun reorientacicn de s
moeléculas de agun, De esta forme, ¢l valor del momento dipolar superficial o=
¢l mejor indicador de la existencia de cambios de orientacion de las noléeulas,
coma suceds on mnchas ocasiones durante las transiciones de fse de noa mone-
cap. 51, come consecieneia de las mismag, se orfiging una maver inelinacion de
los dipolos con relacion a la vertical, s debe eaperar una disminocion de i, Esto
s aplica a films peutros, cuando se consideran monccapas fonizadas, es necesario
temer en cuenta e potencial eléctrieo () debido a la doble capa eléctrica gue se
eatablece entre la monocapa cargada v los contra-iones existontes on la subfase
[118].

1.7.4. Reflectividad de la superficie

Recientemente estid adguiriondo mocho avge Ta ntilzacion de otras teenices

complementarias, como son ns téenicns espectrosedpicas [pspectrescopia visible,
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ntravioleta y de Bnorescencia, fundamentalmente) v las microscopicas (nvicros-
vopia clectronica, de Buorescencia v de dngulo de Brewster), las cuales permiten
profundizar en el conoclmiento estructural v morfoldgico de las monocapas,
D tocdas elias, T niis novedosa es Ja microseopia bagada en [n observacion bajo
el angulo de Brewster (BAM), enya principal ventaja es que [n monocapa puede
ser visnalizada sin necesidad de mareadores, que implican una modificacion del
slsteins e estudio,

La visualizacion directa de la morfologia de la monccapa por medio de esta
tecnicn permite sncar conclusiones acerea de s cambios estrocturales duran-
te Ia compresidn [116].

1.8. Monocapas de ganglidsidos

El estuclio de las propiedades de superficie de una serie de molécilas estrue-
turalmente relackonadas, como es la familia de los gangliosides (Figura 1,10},
precaedte peat e, oldener informacion sobee e influencia gue la complejiciad
del grupo polar tiene en s interaceion. orentacion v morfologia de las monocapas.
A ln vez estas propiedades pueden relacionarse con el comportamiento y funcion
bioldgica de estos compuestos en las membranas celulares,

Maggio v col. [T, 76| describieron ol comportamionto en suporficie do los
ganghidsidos v otros glicoeshngolipidos relacionados. En este estudio vieron que
ln eantidad de gropes sinlos en la molécala afecta @ drea moleenlar limite, o
petado v In compresibilicdad de lag monecapas. Asi, los pangliosides monosialos,
comao GME, GAM2 v GMI1 tienen isotermas dentro de un rango de drea molecalar
pronedio menor que el area de las isotermas de los disiales, GDa y GIE (Figura
LG A Otro anmento del frea se olserva con ln presencia de un tercer grupe sialo
como #n el GT1D, reflejada por una isoterma muy expandida. Esta intensificacion
del cardcter lgnido de los films de bos ganglidsidos con el aumento de los gripos
sialo tambidn se demostro con el aurmento de la compresibilidad de las monocapas.
Estos resultados conjuntamente con log resultados de experimentos realizados a
pH 1,2 {ph, del acide sidlico libre = 2,6), sugieren oue la expansicn de los films
debe estar relacionada al aumento de la repulsion electrostiatioa entre las cargas
nisgativas do los aeidos sialico de la cabesa polar, La protonacion de los grigaos
sialos, o pH 1.2, provoea, ne solo una disminueion en el Area por moléoula (por

la dhisminneion de la repulsidn electrostitica); sine también un aumento m s
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presidu de colapso de e monccapa, probablemente debido & v pomento on las

Fuerens cohesivas eotre moléculas eon un empaguetamiento mis cercano [76].

Ademas el potencial de superficie por moléeala (AV/ n) de los filbms de gan-
eliogidos con dos o tres gropod sialo, como of GDLa vy GT1Db s pH 56, son <ig-
nificativamente mis grandes gue el AV/ 0 de aguellos gangliosides con un solo
grupo-siale (Fignra 1.16). Maggio y col. |T6] profundizaron en la interpretacion
de estos resultados y caleularon la contribueion al momento dipelar vertical de
eada resichio de earbobidratos de una serie de ghcoesfingolipides relncionndos, De
estn forma s piudo apreciar gue, en los ganglidsides la contribucion del segundo v
tercer residuo de dcido sidlico al campo eléeteico perpendicular a la superficie o=
diferente que la contribucion del primer residuo de dcido sidlico. E] primer cesichoo
introducitia nn moemento dipolar neto con direccion opuesta ol momento dipolar
perpendicular neto (g ) de ln molécula, mientras que el segundo v tercer resicdoo
b aweicdo sialico serfa de magnituwd similar pero de diveceion opuesta ol primero,
Por lo tento el primer residue disminuiria g . mientras gue el segundo v tercero
l aumentarian |76].

En conjunto estos resultados moestran que, glicosstingolipidos relacionndos
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posssen una variedad de propiedades de superficie debidas n las variaciones es-
tructurales en sn cabexa polar, Esta variabilidad estructural también determi-
nn i interaccion con otras moléculas.. Por ejemplo, monocapas mixtas de GM1
con dipalmteillostatidileotina (DPPC) tienen mayor drea molecular promedio v
potencial de superficie que la que tendria wna mezcla ideal. Mientras gue, mo-
nocapns mixtas de GDla con DPPC tienen menor darea molecular promedio v
potencial de superficie comparada con la mezcla ideal. Por su parte, la energia
de exeeso de mezcla GML/DPPC en monocapas es positiva, indicando que no se
mezchn espontaneamente, mientras que megelnz GDa/DPPC poseen energia de
interaceion negativa por o que se mezclarian espontdaneamente [T5]. Tambidn, las
interacciones de ganglicsidos con Ca®t dependen de la eantidad v posician de el
o los dcidos sidlicos on la cadena de oligosaedridos [77],

Las evidencias apuntan a que las repulsiones clectrostaticas v las limitaciones
estericas entre los gritpos polares son responsables de anmentar la distancia entre
ls modéenlas e glicoestingolipidos en ana menoeapa de un dnico Hpide |'.|'1'_'i-], Esto
determina que, cuanto mas grande vs la regidn polar del gheolipido menor es la

energia de interaccion moelecular en la monecapa [73).

1.9. Monocapas de Ptx

A la Feeha no s mny extensa i bhiblogrealfa disponible del eomportamiento
iel Ptx en la mterfaz agua-aire. El inferés se ha enfoeado en la interaceidn de
Ptx con fosfollpidos constituyentes de membranas naturales o hicapas artificiales.
El intereds por estudiar estos sistemas radicaba en carncterizar el mecanismoe de
accion del Frmaco o a evaluar la vehiculizacion en liposomas, En este sentido,
il mencionar que s bien e Pl particiona én bicapas de liposomas la aplicacion
die esta teenclogin posee serias limitaciones relaclonadag principalmente con la
eapacidad de carga limitada (~5%) y 1o baja estabilidad de 1o fornulacion [21].

El varacter altamente hidroldbics de o molécula de Ptx, determing una ac-
tividad e superficie baja en comparacidn con moléenlas anfipdticas como los
fosfolipidos, Monocapas de Pix comprimidas no superan los 10212 mNoan! de
presicn lateral (Figura 1L1T). Ademdds, al compeimir Glins mezcla de Ptx con
distintos foslolipidos oxiste perdida de moléeulas de e interinz, o gue tambidn
evidenein la poca actividad de superficie. Por ejemplo si bien L-o-distearoil fosfa-
tidileolinag (DSPC C18:400) v Pix son miscibles o distinta temperatura, se observa
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pordida o moldenlas de Pty a 37 °C' v no e paedn deseartar pérdidn pareial a
245 "7, a posar de gue o perfil de lag jsotermas moezelas aes diferente al de la
boterma de DSPC puro [21].

En gencral, la incorporacion do Px a monecapas de fosfolipidos provoea an-
mento en el drea molecular promedio, avmente del drea de BR off © [El, ‘,?ﬂ'].
anmento de la Quides {“*Huidizing effect™ ), aumento del drea de exceso v energin
libre de mezcla negativas [8, 21, 29, 129], El Ptx en bicapas de fosfolipidos en
gistenas dispersos (liposomas) tambicen provoca un aumento de la Anides die las
mezclas, evaluado tanto por FTTR [20] como por polacizacion de fnoreseoneia |4,

En su conjunto, las evidencias apuntan a que las mezclas de Pix con fosfolipi-
dos aon mas axas vy termodindamicamente mas estables que ol lipido en ausencia
del Firmaco. Sin embargo, ol comportamiento de las megelas estd directamente
relncionado con la proporcion de Ptx en la mezelas v con la presidn de superficie a
b epue s enenentra of sstema: Asd, por ejemplo, b mescla de DETPC eon 55 Pt
no ge comportan con la tendencia general yo que con alta compactacion poscen
mdxima interaccion de atraccion v mayor estabilidad termodinimica [21).

Estudios de penetracion de Ptx en monocapas de DPPC, demostraron gue Prx
particicna en estos fosfolipidos hasta una concentracion maxima 500 ng.mL ! de
Pix en ln subfase, o partir de la coal no se obervin mbs fneorporacion de Py en
las moneceapas [132]. Ademds se vid que, algunes aspectos estructurales de los

FArea a by que comienza a elevarse by presion de superficie, durante la compresion de un
LI T [hiL,
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fosfolipidos modifican su interaccion con Pty Por ejemplo. cuanto mavor es 1a
cantidad de earbonos en la eadena del fosfolipido. o sea mayor hidrofobicidad de la
moléeula, mayor es la presicm superficial critica para la penetracidn de Ptx. Dicho
en oteas palabiras el Ptx presenta mayor afinidad por monocapas de fosfolipidos
de cadena mds corta, como el dimiristoilfosfatidileolinag (DMPC, C14:0) compa-
tade eon el DPPC, ClG:0 o el DSPC C1R:0. Esta tendencia también se reflejo
termodinamicamente, los lilms s estables fueron las mezclas con Mosfolipidos
vom cadenas mas cortas [124),

Chro aspecto estructiural evaluado Fue el tamano de Ia cabeza polar de los fos-
fulipidos. El Prx ntetsaceionn nsejor con leslolipides de cnbeza polar mas grande,
vome ol DPPC, comparado con dipamitoil fesfatidiletanolaming ( DPPE), sobre
taddo para films con 50 % de Prx |130],

Ademis de los estudios de penetracion mencionados anferiormente, que dan
It panta de que Ptx particiona en monocapas de fosfolipidos, estudios de DSC
(B 120, 150, 132). Huoresenein y dicroismo cirenlar |8] demostraron que Pty par-
ticiona en bicapas de fosfolipidos v que se localizaria en Ia region hidrofdbica
externa de la bicapa. Aungue a altas coneentraciones de Ptx también se lo en-
contraria en zonas mas profundas del dominio hidrofdbico (8],
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Hevhenibemietite piaesteo laboratorio deinostes (e Prx v Dix pusien ser os-
pontaneamente incorporados en mifeelas de gangliosidos |GG

L ganglidsidos son gheoestingolipidos con una cabezn polar commpleja forma-
da por varias unidades de azglicares. La mayvoria de ellos se autoagresan formando
micelas cuando se fos disuelve en agna, con una cme mny baja, Los distintos micim-
broa de ln familia de¢ ganglidsidos comparten una poreion hidrofobica comiin, Ia
ceramicda, v varfan en la composgicion de su cabieza polar. Estas diferoneias estrme-
turades condicionan las propiedades v estructuras de agregacion v en consecuencin
la capacidad de salubilizar estos farmacos,

Low anteesdentes dempostraron gue ganglivsicdis con an solo dcicdo sidlico o
an cabega polar (monosialos | v con distinta cantidad de agicares tienen diferente
ecapacilad de cargn, En Lk Figuea 2.1 s0 moestra como M3, con dos aeticares on
g1 cabega polar, carga 20% de Prtx mientras qie GM2, con tres asmieares cargh
80% v GMI, con 4 auicares cargs el 955 [66).

El GM3 forma vesiculas mientras que GM2 o GM1, con cabezas polares pro-
gresivamente s prandes forman micelas, Por o tanto las diferencing esiraetn-
rales de las moléculas de diferentes gangliosidos v sug propiedades de agregacion
determinan diferencias en la capacidod de carga de un Brmaceo dado,

Un aumento en la capacidad de carga de un sistema de administracion de
farmacos, significa una gran ventaja farmacologion, que permite reducir la dosis
sdministrada, en volumen de inveccidn v el Hempo de administracion; ademas de
dlismmimmir fis costos de prodoeeion. Ladismioneion en b toxicidon del teatamaento
y eutnn consecueneia el anmento en la satisfaceion del paciente, son caracteristicns

muy buscadas en las teraping contrn el chneer.

(i
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La caracterisacion de eatos sistomas como nanotrasnportadones oneoligioos,
permitit establecer varios aspectos relevantes. Los complejos GM1/Pix, con una
relacidon molar de 2041 mal /ol solubilizan hasta 6 maganl =" de Pix, G000 veces
mads gue 20 solubilidod en asun (1 mgomf ). La asociacidn entre ¢ Frmaco
v ool niicleo de o miceln estd dominads priscipalinente por interacciones de tipa
hielredfbicas, La temperatura moodifien esta interaccidn, anmentande ln capacidad
des earga cuande las mieelas se precalientan a 35°C al menos 30 minuto |66),

Ademas, los complejos GM1/Pex 20/1 ol frual resisten centrilugacion a alta
vilocidad, dialisis prolongadas, temperaturas de -80°C y liofilizacion, sin perder
el Pty incorporado, Lo gque da ides cde unn buena estahilidad.

Es recomendable que un gistema nanotransportador para administracion pa-
renteral nointeraccione cow los compoienbes sagniness enosie camine al ikl
de aceidn. El complejo GAM1/Ptx, no lisa glibulos rojos ni afectan la actividad
plaguetana pero 81 disminaye parcialmente ln poblacion linfocitaria, anngue pro-
bablemente s deba a 1o citotoxicidad del Pex sobre cualgoier eélula en division
i)

Por otro bad, tas micelas GM1/Ptx se aseeian de manera espontdanea con la
allmiming servica bumana mediante interacciones de tipo hidrofdbiess, formando
un eomplejo ternario, GML/Pex/Alb.

Los complejos GM1/Ptx vy GM1/Ptx/Alb son capaces de liberar Ptx encap-
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silada al emtrar en contacts con eelulas en enltiva, con an efecto citotdxico
eefro similar al del Girmaco libee [65, 66].

La posibilidad de formar un complejo GAM1 /Ptx/Alb constituye una ventaja
para formulaciones de principios actives oncologicos porgae existen evidencias
o que las eélulas Dumorales sobre-expresan receptores especificos para allniming.
Contar con micelas recubiertas de albmiimina permitivia acumuolar P especifica-
mente en el tejide tumoral, ademas la moelécula de albnmina podria proteger Ja
nanoestructura. Compliondo un rol semejante al que comple el PEG en o= li-
poscmeas: disminnir la inmonoegenicidad v evadic o reconocnniento por el SRE,
aumentando su biedisponibilidad y el tiempo de vida media en cirealacidn [65, 6]
Otra luncionalizacion posible es la conjugacion con espermicdina, que modifice la
carga superficial ¥ mejora la captacion del farmace por células tumorales [38].

La versatilidad de estas micelas, permiten modelarlas eomao Ban st ranEpHr-
tadores para dirigic los tratamientos & los tijides afectades, haciéndolos mbs es-
pecificos, y menos baxicos.

Como la Familia de ganpglicsidis estd constitnida por mchas maolienlas os.
tructuralmente relacionadas resulion un conjunto de moléeulas con potencinles

aplicaciones farmacoligicas ain no exploradas.
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bjetivos

J.1. Objetivos generales

El signiente trabajo de tesis tiene como objetivos:

1. Caracterizar las propiedades come sistema de vehiculizacion de paclitaxel

du micetns de ganglicsidos disinlos v trisialos.

2. Estudiar las bases moleculares de la interacoiin entre paclitaxel v gangliosi-

el cot olistind o combenddo e acido sialieo.

3.2. Objetivos especificos

. Evaluar la capacidad de micelas de panplidsides di v trisialo para carpar

[rinchibaxel.

2. Establecor Ins eondiciones aptimas para la formacion de los complejos,

4. Caracterizar las propiedades fisicoquimicas v estructura de los complejos
ganglioside/ Tirmaco formados,

4. Evaluar la estabilidad de los complejos frente a variables Gsicoquimicas v
Lfongp i,

5. Ewvaluar la elicacia citotdxicn in vitro v ex vivo del paclitaxe]l vehiculizado

en micelas de gangliosicos di v trisialos.

T
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Caracterizar las propiedades de superficie de mesclas gangliosido v paclita-

b

Estudiar las bases molecalares de o interaceion de gangliosidos con paeli-
taxel.

Caracterizar la topografia de superficie de mesclas ganglicsido/ paclitaxel.

. Comparar las propiedades de superficie, bases moleculares de interaceion v

topografia de mezelas de GM1/Pix v GDa/Plx.
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Materiales y Métodos

4.1. Materiales

Fl Paclitaxe]l [Ptx) o5 de Yunnan Smandbet Co. Ltd, (Kumming, China), Fl
Taxol comervial usado fue DALYS 300, con nna concentracion de 6 mganl. ™!
de Prx disuelto en nna mezela Cremophor/Etanol (50:50) de Laboratorio DOSA
S.AL Los gangliceidos GM1, GD1a, GDIL v GT1b fueron purificados por medio
de eromatografia de exclusion por tanaso a partir de un extracto de gangliosidos
tatales de cerebro boving, que fue donado por el Dr. Pablo Rodriguez. El resto

e los productos guimicos utilizades fueron de grado analiticon.

4.2. DMeétodos

4.2.1. Purificacion de gangliosidos

La purificacion se realizd por cromatografin de exclusion por tamaiio en co-
luanna de latrobeads (Eatron Lab, Ine, Tokio, Japin) de 20 om de didgmetro x
30 em de alto. Brovemente: 1.5 g de ganplicsidos tetales se disuelven en 20 md.
dle aetanol-aguacclorolormo (54, 1:3%6.9) y se siembran en o columoa equitibea-
i con la misma mezgela de solventes. Lo columna se eluve con 2 yoliimenes de
codumnn de metanolaguacloroformo (54, 13569 v 3 volimenes de colimna de
metanelagnaeloroformo (30:60:8). Se trabaja n temperatura ambiente con un

by g recoloctan Fraceiones de 5 mL. Se evaluan las frac-

caudal de (L6 mL min~
ciones por cromatogratin en capa fina de alta resolucidn (HPTLC) revelando Ia

presencin de ganglicsidos por earbonizacidn con 50% (viv) H,50,. Las fracciones

)
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seloceionadas =0 corren en HPTLC sonbrando 10 veces mas vohumen del habitaal

paara detoctar presencia de impurezas,

4.2.2. Cuantificacion de Ptx

La cuantificacion de Py se realizd mediaate HPLC, con unn cobumngn e
Curosil B C18 (250 x 3,20 s 113, tamano de particula § micraz) v unn colommn
de griarda Curosil B C1E (30 x 4,60 mn 1D, tamano de particala 5 micras) marca

Plietiotmees,

Laa T mdwil fue G0% (v/v) de acetonitrilo ¥ 40 % (v/v) agua hidestilada, La
tasa de Hujo fee de 0.7 melomin ™ v ool elovente fie monitoreadoe & 227 nme. Las
corridas se realizaron a temperatura mnbiente (20 °C') v la curva de ealibracidn
de Ptx fue lineal en un rango de § a 150 pg.

Extraccidon de Pitx de micelas

Brevements; las mmestras de micelas cargadas con Pty se mezclcon eon 10
valimenss de acetato de etilo, se agitaron Ben v e centrifugaron a 500 g durante
B aninutes, Se recaperi b fase organieas gue contionen el P, enoan tubae Bipio v
se evapora a 40 °C hosta sequedad, Luego se solubiliza en etonol o conemtracion

necesaria para invectar en el HPLC.

4.2.3. Cuantificacion de gangliosidos

Se empled el ensavo de resorcinol moditicado, donde se determing canmt idad de
acido siilico [B4]. Brovemente; s 1 md. de muestra se le adade 1ol de renctive
do regoreingl oy se calienta a W00°C por 156 min, Una ves que las nestras
enfrinn ¥ el cromoloro se desarrolla se realiza un extraocidn agregando 2.5 mL
dir n-butil acetatom-butanol (85:15), Se centrifuga a 500 § por 5 minutos, se
recupera el sobrenadante y se lee absorbancia por espectrofotometefn o 520w,
Se utiliza dcido N-Acetilnenraminico (NANA) come testigo, rango lineal de curvn

dir ealibraeidn: entro 10 v 5 mmoles de NANA,

L2 g dde resoreinol se disuchen en 0,1 mL de ngaa bidestiladn - 0.8 mL de HOL37.9% p/v
20 pkode 0,1 A CuS0, + esgp. deagoa bidestilala poca volomen final e 1 ool
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4.2.4. Preparacion de micelas cargadas con Ptx

Alicuotes de una solucion madre de ganghdside” (GDHa, GD1h o GT1h) se
mezctn con el volimoen de solucidn stock de 20 mgmEL7" de Pix en dimetil-
sitlldcide (DMS0Y) neeesario parn aleanazar ln relacidn molar entre gangliosido v
paclitaxel (G2 desenda, Se invierte ol tubo suavemonte 2 veoes para homaoe-
geneizar, Las merclag se incuban a 4°C por 24 fes v luego se dializan utilizando
membranas con 14 £Da de corte durante 15 hs a 4°C para eliminar ] DMS0,

Para el estudio del efecto de la temperatura en la carga de Ptx, se utilizan
solvciones madne de | mganls ' de ganglidsides en agna bidestilada, se incuban a
47 2570 v 5507 durante G0 minntos, sedefa reposar hasta legar a temperatura
ambicnte v se carga Pty como se deseribe arribas Relaciones molares G/Pix de
1, 5/1 ¥ 1/1 mol/maol,

Para el estadio del efecto del pH on o carga de Prx, se utilizan soluciones
madre de 1 mgml =" de ganglicsidos en 50 mM glicina-HCl pH 2. 50 mM . en
acetato desodio pH 4.5, o en 50 mAM tesfato de sodio pH 7. La incorporacion de
Ptx se realiza como se describe arriba para aleanzar relaciones molares G/Ptx de
251 v 10/1 malfmol, Luege de la didlisis las muestras quedan a pH ~ 6.

Para el estudio del efecto del pH en la estabilidad quimaca de Pex incorporado
a las micelas, s incuban micelas G/ W1 en carbonato de soedie pH 10 o
enagua bidestilada pH 5.5 a temperatues ambiente. Soluciones de Pix en 50 %
etanol-ugna bidestilnda o Ptxoen 50% etanol-buffer carbonato de sodio pH 10
freron ntilizadas como controles

FPara el estadio del ofecto de Ia temperatura de almacenamiento en la integr-
dad el complejo GD/Pex. micelas de GDla/Pix 10/1 mol/mol fueron almaee
naclag por 3 meses a 4°C, 25°CT y 37°C

Despuds de cada tratamicnto se cuantifice Ptx por HPLC,

4.2.5. Tratamientos a micelas cargadas con Ptx

Se trabaja con micelas de G/Px (GD1a, GDIh o GT1h) 1001 mol/mol pre-
paraidag sepin el método ya deseripto, Luego de cada tratamiento se coantifican

gangliodidos v P on el solvenadante como se deseribe provisanenta,

B disuclve Ia contidad necesarin de ganglidsido en agua bidestilada v se deja reposar entre
P00y S0 dlurmnte 24 fes, B centriinga w 2000 4 durance Lh winatos, se recapers ol sobrenn-
il ¥ se filiva o treves de 1LZE pm,
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Centrifngacion a alta velocidad

Se centrifugs a 1000000 g durante | hora o 4°C) on una oltraeentrifugs XE-40
| Beckman Coulter Tne,, EE.LULL).

Didlisis

S dializa con membrana con un corte de 12-14 &0 contra agna bidestilada
pH 5,5, Peso molecular de ganglidsidos lilres (unfmero) entre 1,6 - 2,1 kL y e
las micelas PM e = SH0ED,

Liofilizacidn

Se hofiliza v re-disnelve en el volumen inicial con agua bidestilada, ¥ = deja
pepisar dhurante 1 hora, Loegmo, se filera & grovds de un poro de (022 e,

Congelado

Se congela a -80°C por 24 hs, se deja s temperatura ambiente hasta gue estén
totalmente descongeladas, se eentrifuga a 180 g por 10 minutos,

4.2.6. Hemdblisis

Muestras de eritrocitos humancs lavados con una densidad aproximada de
4.0:10% eélulag/m® s ineuban a temperatora ambiente con micelas de G/Prx
(GD1a, GDIb o GT1h) 101 mol/fmol. Alicuotas o distintes tiempos se centri-
fugan por 5 manutod a 3K g v se determing o porcentaje de hemoglobina libee
por espectroscopin TV-visible s 540 nm. Se toma como IO una moestra de

pritroeibos 0 aEi,

4.2.7. Citotoxicidad in vitro

Monocapas eelulares en W% de confluencia de eélulas de carcinoma de opi-
telio de laringe humano (Hep2) v céhilaz de epitelinles de rinon de mono verde
africano (VERO) erecidas en medio MEM suplementado con 10% de suera fedal
bovino (NATOCOR, Cardoba, Argentina) a 37 °C' con 5% de €0 se inenbaron
eon: a) concentraciones crecientes de Prxoen DMSO; b)) micelas de ganglicsido o
i) micelas de ganglioside/ Pty (10/1) durante 24 hs, Se Tava I placa con PBS para
remmever célnlas no adberidas v se coantificn supervivencia celular por ensayo de
reclucelon de MTT (3-(4 5-dimetiltiazol-2-il}-2 S-difeniltetrazolio} como se descri-
bich st eriormente [87], Brevemente; se colocan 1 L de medio sin suero, ol mijo
fenol por pocillo. Se afiaden 50 gl de 1 mgm L~ MTT en PBS. Se incuba por 4
horas a 37 7, se elimina el sobrenadante, se ansden 10 ol de sepropanal, Se
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cleja repusar 10 minmtos para disolver el compuesto eoloreado v se lee a longitud
el el de 540 e, Bl porcentaje de vinhilidad se obtione como % Viahilidad =
DO eélulngs tentadis x 100 /DO células control

4.2.8.  Angiogénesis en membrana corioalantoidea (CAM)
de pollo

Huevos fecundados, lwvados con etanol al 0% se incuban 72 hs a 37°C v 6i-
T ale bnmedad, rotando su posielon 3 veces al dia. Al tercer dia, trabajando en
campana de flujo laminar, se realiza un corte en la parte superior de la ciscara
y & reliran 8 mL o de albiimen. Se taps nuevamente v se sella con parafina. Se
vielve a incubar ¢l huevo en las mismas condiciones de temperatura v Bumedad .

Entre el octavo y noveno dia de desarrollo embrionario (DDE), ge retira la tapa
voee realiza I aplivacion tdpica. de las mmestras sobee una gona de s membrana
con vases sangitineos oo desarrollo. Se aplica 2 g de Pix libre (en DMS0) o
en encapsulado en micelns de gangliosidos, con una relacion molar de 25/1 para
GM1/Ptx v 10/1 para GD1a/Plx.

Se toman en fotografias con un Sistema de Dociumentacion para geles de olec-
troforesis, Image Master VDS Video (Amersham Bioseienee) nsando on aumento
des 40 X cads 24 horas.

4.2.9. Monocapas de Langmuir

Liws estudios de monocapas en interfase agua-aire se realizaron con un equipo
e balamsa e Langnmir prowvisto o el do politetrallnoroet ileno (PTFEY con
un voluieen de 15 ml v agitecidn magnéticn. La presidn superficial se mide me-
disnte ls téenica de Wilhelmy, utilizando vna placs de Pt platinizada de 21 mm
de perimetvo. El potencial de superficie se registea en siimaltdneo por medico de
un electrado de Y Am ionizante de aire situndo 5 ron por eneima de la superficie
v mini-electrodo de referencia Ag/ApCl (Cyvpress) inmerso en la subfase. En
experimentos con la citha de mayor superficie se afilizd un medidor de potencial
de superficie con placa vibrante (SPOT, KSV-NIMA]. Para reducir las interferen-
cins externas se aislo al sistema con una caja de acrilico cublerta por una rejilla

metalica conectada o therra.

A Densilad dptica
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Para las isotermas de compresion se trabajo con un eguipo comercial KSY-
Minitrough (KSV-NIMA, Biolin Scientific) equipado con una cuba de I"TFE 266
em® v compresion isomeétrica por medio de dos barreras hidrofilicas moviles (Del-
rin). Las monocapas s comprimieron a 3 A molecuta min~' . 8o chegued que
L reduecion a la mitad de Lo tags de compregion no cansara cambios en las 50.
termns. Bl equipo cuenta con un bano de agona eirenlante externo { Haake FAC|
voun sensor de temperatura en la cuba gque permite mantener la temperatuara de
trabajo estable & 24 + 0.5 °C

Lia subfase utilizada fue NaCl 145 mM en agua obtenida de tratamientos
sucesivos en sistemas Elix 10 v Gradient A10 (Millipore).

Las solwion stock de Ptx fueron preparadas en etanol y las soliciones de
trabajo de ganglicsidos en eloroformo, metanol v agua 21:0.15 v/v/e fneron
proparadas a partic de nna solucion mudre de 7 mAd gangliosidos en agua bides-

filaidi,

4,2.10. Microscopia de angulo de Brewster

Las imdgenes e microscopia de dngolo de Brewster (BAM) de monocapas
feron realizadas con un elipsdmetro de bndgenes autonnlling {(Manolilin B sw
e imdpenes elipsdmetro, Aceurion GmbH, Alemania) equipado con an lser de
22, obhjetive 2005, v Ia camara CCD, que opern a una resclocidn de 1 e o)
el mode de BAM. La reflectividad coantitativa, que depende de las propiedacdes
Opticas de la interfaz (espesor e indiee de refraceion) [67, 120] fue medida despuds
tle 1oy cabibracion del angnlo real de Brewster de I sabifse, owadinnte by deteeeion
ile o Tug polarizada p reflejada en varios angulos de incidencia. El software pribilion
Tipegee 0 1L 430 Wavoe Rasband, Instibubos Nacionades de Salud, Bethesda, MDY
se utilizd para la determinacidn del nivel de gris en las indgenes obtenidas por

BAM.

4.2.11. Dispersion dinamica de la radiacion

Soluciones de 10 mganl ™ de GML, GDla, GM1/Ptx (25/1) o GD1a/Pex
(10/1) en NaCll 145 m A fueron medidas en un apalizador de tamano de particula
Diedsin Moo Subiicron v Aualizandor de Potencial Zeta con oo dngulo de disprer-
sion fji de 165%. Los datos se analizaron por el software Delsa Nane Beckinan

Coulter (version 2.3} proporcionade por ol bricante con el método de analisis
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CONTIN,

4.2.12. Microscopia electromica

La muestra se adbiere a una rejilla de carbong, colocando 50 pL sobre rejilla
por 5 minutos, se lava el exeeso de muestra con agua bidestilada y se incuban las
rejillas con 50 ufl de una solucion de acetato de wranilo al 10% por 1 minuto.
Luegn se secan v se observan usando un microscopio electromico de transmision
JEOL JEM-1200 EX II a 250,000 aumentos.
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Resultados

5.1. Ganglidgsidos di y trisialos como nanotrans-
portadores de Ptx

Entre los factores que mas infuyen en 1o estructura de las micelas v en s com-
portamiento en solucion se encuentran, la composicion ¥ la masa del monomero
que las comstitaye. Todos les ganpglidsidos comparten 1a misma poreiin hicleoltbies
en s meléeula v se diferencian en el grupo polar, por be gue las diferencins on las
propiedades de empagquetamiento posden atribmivse enalitativamente a la compo-
aicion de la porcidn lidrofilica de la moltenla. Entre esas propiedades, podemos
mencionar los requectimientos estéricos debides a |l hidvatacion de las cabezas
polares que afectan o] dren interfacial de cada moléenla en el agregado, lo gue
determing el nimere de agregacion, Mientras mas grande o= lo eabeza polar, ol
mpregaddo o8 s pogoeno v ode menor pomers de aggregaeion [55].

Cuanco se prensa en estas micelas como nanotransportadores de Bomaces, se
cuenta con esa varinbilidad estroctural como alternativas de agregados con oo
sarni de propiedades v Tuncionalidades, Se vid, por ejemplo, que los sangliosidos
GM3, GM2 v GM1 poselan ecapacidades de carga de Pix significativamente diz-
Linkas, Esta dilerenecie se relacionaron eon ba estroctara de sgreganeion goe forman,
El cque forma vesiculas o micelas cilindricas (GM3), carga menos canticdad gue los
que forman micelas {GM2 y GM1). Es razonable pensar qoe las micelas ofrecen
i ehorndeeier Dobdvedobdeo de mayor extension que las vesicilas, donde tendrin Lo
posibilidad de acomodarse mayor cantidad de Pex. La serie GD1a, GDML y GT1h

e panglivsido: no habie sido explorada como nanestransportadores Trmaecati-

full)
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co. Bsta serie. posee distinta cantidad v posicion de aeido sidlico en s eabeza
pular, por ende distinta hidhrobBlicidad v electronegatividad superficial, Ademds

de tener progresivamente menor radio hidesdindmico v mimero de agregacion.

Los esturdivs revelaron que se puede aleanear el 100% de ineorporacin de Pix
con relaciones molares de 571 G/Ptx, para micelas de GD1a, GDLL v GTILL
(Figura 5oL Mientras gue o) el GM1 lo consigue con relaciones molares de 25/1
[66]. Dichio de otva forma, se puede solubilizar Ta misma cantidad de Pix oon
Povices imenos cantidad de ganglidsido, Une solueidn de 200 mgonl ! de GMI
piede solubilizar unos 6 gl de Pix en agoa, para una melacion molar de
20/1 [66]. Una sodueion de 200 mg.m L de GT v GT podria solubilizar alrededor
de 24 vegand =1 de Pex.

Es conocido que las micelas de gangliosidos tlenen un comportamiento bi-
estable que se debe o cunbios conformacionales g involoeran a las cadenas de
aliposaciridos v gque puelen ser producidos por plgunos agentes externos como s
bemperatiurn [12], Estos dos estados se carmeterizan por tener diferentes propie-
ehiudes dle ngrepackon v grades de bdvataeion |16, 900 La inenbaeion de micelas de
GMI a 55 °C induce deshideataeion de 1o cadenn oligosacirida produciendo un

encogimiento signilicativo de la region bidrofilica de la micela que es scompanadeo
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por una ligera expansion de b regidn hidrofébica [15] 81 s incorpora Pl o oi-
colas de GMI1 a 55 *C anmenta significativiamente’ su capaeidad para solubilizar
Laxands cotmnparado. con o capaecidad de solubilizarlos S a incerporacion se mea-
[k o 4 =C [66G]. Sin embargo, 51 las micelas se presineaban a 55 “C, v ol Pix se
LRI KM LR © uanclo las micelas aleanzan los 4 %0 §a |':I]!-:1|'i4|:||] il ATER S similar 1
iceias e o han sido ||‘.|'-i‘.|l'llh-.'l.||;'|'-i | 1161 b diferencias :-:‘::.'.1|i|'||". bl vas ) I|"I:'.'.'|I':|
2 A

El efecto de la temperatura en la capacidad de cang de micelis de GD1a (Fi-
ura 5.2 B, no es el mismo gue para GM 1. No se obsermron diferencins significa-
Fivis en los porcentajes do carga de Prx entre [ns tres condiciones de temgpaeratar
evalundas. Similares resultados se obtuvieron para GDLL/Pix v GTH S Prx

Lan mpregacion de ganglidsidos on soluclon es mn proees=o esponbanes gue seneme
cuanda ln coneetracion de unimeros es ignal o mayor asueme, A concentraciones
SUHTHTS & lay e se estalideee -:1|_Iﬁ|ih1'i|| dindamico entre Jos seregadios v lis
unimeras 39, T, 113

Log gangliosidos tienen on valor de coe mucho menor (del orden de 10704

A que ta de polimeros anfifilices {del arden de W00 '), st embargo an

e peemibio oy nlmeeros puece ann, ser eatsante de peoldemas de inbegridasd

i [ .'-.|_-|'.--e-|_:_:|-::,|| MY ||i]|||'f|l|| |'|"|'_|:.

|.,:| |a-|'l':-i|-1|1'i:-| el |'.|‘:II'|;_|I aen o] centro delneo de Lo maeels I|:|n.|'|!i-e'i| | -

Fprwelus T de somdene dee diferencin de mwddins FY= 005
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librio unfmerv-agregado. Cnande se dializan por 72 horas micelas de GM1/Ptx,
mts meléculas son coconteadas [ormando micelas que cuands se dializan micelas
e GM1 sin Ptx (Tabla 5.0). O sen que, la presencin de Prx desplaza el equili-
briv hacia el agregado. dicho de otes forma “retiene " moléenlas de ganglidsidos
formando parte e micelas, Por su parte, la cantidad de moléculas apregadas en-
contradas en nmestras dializadas de GDIa/Ptx es similar o la de GD1a sin Plx
(Tabla 5.1).

Dializado (h)  GM1  GM1/Pix  GDla  GDla/Pix

L 1iK} L (L1 1(}

2 e i | oy = 5 LG £ 5
iR 41l 9541 634 "2+3
T2 Th =+ 2 0G4 1 A0 A =4

Tabla S0 Mwvcentnfe de gangticsido en o muestma de G G e, GMIPLy v G Prs cinlmesiss dursints
listintos poriodie de tivinpn. Proonsslio de Lres enenges imlopeeseionies:.

Ui probilerna con el gue se e enfreotado Tn ooeva formlacion de Prxoa base
de nanoparticnlas de albimma {(Abraxane) es fa inestabilidad en sohicidn, debido
a pato debe ser administra rapidamente loego de ser resnspendida

Los vomplejos ganglidsido-farmaco evaluados en el presente trabajo resistieron
centrifugacion o alta velovidiud, Gefilizacion v congelado. Como muestra 1a Tahla
0.2 la cantidad Ptx soluble (dentro de las micelas) encontrade es, para todos los
teatamientos, superior al W, Ademas, los poreentajes de Pex encontrados en
micelas de GD1a almacenadas 3 messes a 470, 20°C v 37T C e 03 £ 2, 95 4 1 v
U4 £ 34, respectivamente,

Seogabwe gque la moléenls de Pty tiene un enlace éster que se hidroliza o pH
alealing [26]. Como se ve en ln Figura 5.3 A el 100% del Ptx libre se hidrolizo
clurante [ns primeras 20 horne de exposicion oomedio alealing. Sin embargo, eoande
el PEx se encuentra dentro de micelas de GD1a ol poreentaje hidrolizado es mochs
menor, ~ 50% & lag 20 horss de ineabacion. Llegando o on masimo de 70% a
partic de s 38 horas (vedise que on o Figoen 5.3 A se representa el porcentaje
tle Ptz no hidrolizado), Los poreentajes de Pix soluble fueron similares para los
complejos GDIL/Pix v GT1h/ Mk
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Complejos  Lioliolizactén  Centrifugacidn Congelado

GM1/Ptx 03 + 2 o+ 1 9n & 2
GD1a/Pix 03 & 4 02+ 3 D6 + 5
GD1b/Ptx 1) + & 05 + & 06 + 4
GT1h/Ptx G4 + 4 05 + 06 + 4

Tabkln 5.3 Porcontaje de Pre salglsh: wn eniestros ale: (ST b {.'MII-']:'I::n: 6,01, GinfPex, “l-.lnlll'l'l.!q. K
l!:'l'lhl.':l"l:q 1071, digpes de ser hedilizndos, contrilagaches: 1 hora s KEREERE g oo |'|'\.'|||:'|"|m'||l7. w =HRE, Prsiis-
clies ot Lries diiesiy o |Ih||1||.'||.1|r|:IIL|:h.

i S *ﬁi o |
i 4 ! é . % | ad Y : é
Tk T ol x E ]
1+ '

'E__'n';i;m:l”ﬁ W o M 4 H I T|.|.|-|:.u|h| n o I

Figarm 5.4 Hudeibeis aleabing dbe Frs (A] Poarcentafe de Pra golglshe vin geliciems G s &l Towed f sl
bicitlsselis o pll G Jofeemlo gegrad o el WY dedroobs yeefi] v Treen S0 otnlnpma pll] S (etrelbet} o itaniel
Fogllor joH WE ferieees) oo fimeln el Ciergae, (8] Dotdle die b princemas 24 hores did gralieo (80 nes e peelik de
hidrdlisia de Pix en soluckones O Pex- 3501 ol ol incichaclas  pH 5 {diangubo aegreal o jall 10 (eridngulo
wicfn ), Las lsarmns de emor imdican ba ddesvineicn estiandor de b nesdin (n =4

Sin embargo, enando &l Prx estd incorporado en micelas de GM el porcentaje
de hicdrdlisis eg ain mencor. En la Figura 5.3 B g0 ven lag primerss 25 hovas de
las Figura 5.3 A, ¥ ee agregan las curvas de hidrolisis para micelas de GM1 /Pia
Alli ge puede ver que el alrededor de un BD% del Pty permanece soluble despuos
de 24 horas de exposicidn a medio alealing. Por o tanto se hidrolizé ~ 2005 de
Pix.

Mediciones de DLS indicaron que el GD1a forma micelns mds pegueiiag, con
elidmetvios e 9.2 £ 1,1 som, mientras gue las odeelas dio GML tiones un didme-
tro de 128 £ 1.0 rom (Figura 5.4 lineas negras) en concordancia eon triaba jos

anteriores [17, T4].
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Flgara 5l Distrtbaweicn de bnadio de nicelas do GO [A) v G000 (I an sseneks (Tinese nopras) y en prosencin
Jivwes masja ) il Prx aditeminlanila [ lwperralcn dllmsmiben On s el kseii

Tras Ia interaccion eow Prx; las micelas de GD1a Toeron capaces de aumentar
it clidmetro hasta 12.6 £+ (L9 nm (Figara 5.4 H}, mientras gue £] tamano de las
mivelns GM1 cargadas con Prx en similar al tamano de las mwicelss de GM1 sin
ol farmaco (Figura 5.1 A)

Las micrografing electronicns, muestran nna p-nh]m*if'm homogenea de micelas
esfericas tanto para GD1a como parn GM1 en presencia o susencia de Prx (Figura
5.5).

Loy actividad biclogica del Pre velibmilizado en micelas de ganglicsidos se ova-
i en lineas celulares de origen tumoral ¥ no-tumoral, En la Figura 5.0 se ohserva
e Ia sobrevida celular es similar en los cultives expuestos a Pix disuelto en DM-
al) gue el Ptx solubilizado en micelas de GD1a independientemente de la dosis
utilizada en un rango de de 0,1 a 100D gl ' Ademas, las micelas de GDla
piaras no moestran actividal citotdxien en cultivis echilares.

Por otro lade, e actividad antinngiogénica del Pty incorporado en micelas de
AT v GD1a se evaluo en [a CAM de embriones de pollo. La Figura 5.7 mues-
Lra una seleecion representativa de [olografias de la membrana corioalantodies
ie embriomes de pollo que recibieron una aplicacion Wplea de Py vehiculizado
en micelas de gangliosidos (G/Pix} o en Cremophor [Taxol). En ellas se puede
apreciar un efecto coalitative equivalente entre las formmlaciones G/Ptx v el Ta-
xol. En los tres casos se observd un mdximo de rupturs v desaparicion de sasos
sanguineos en L membrana o b 48 he de Lo aplicacion del Firmaco, En la Figara
0.7 se muestra también el desacrolls normal de ln CAM, cuande se aplica solu-
eion Asiologica (SF) como contrel. Cabe mencionar que, se deseartd que el GM1,
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Figairm 5.5 Mienagindlae o pideilee o G0 (A, GV LG P Gy R |_I.'|||:|._|"Irl.||_| IH:I. Cikil [ET) 4 1M II-IIIl.!n. i
{mial fwmal | (03]

wod{ i
b Ilrl
E B0 L%'I-'_,
50 |
¥
o ] F&g
bl a
] ”":,
:E o ':‘!fftn.ti
E 4
S 2
a L | T T T T 1
(18] | 10 100 1009

Concentracién Ptx (ng.mL")

IFygura Sl CHalosciriiad de Pea, QRSP 200 1, G a0 1001 sl fml en culiivo de eflolas Hep-2 bares
Lo Buwrras e coroar lnillcan o 50 de le medin o= 1)



2 Inderaccwmes moleenlares y propedades de superfic 8T

&N

TF G/PEx Taxol

DEDS

DELD

DELl

DELZ

Figar 5.7 FedagraTas e iwmitaans coriealimdaoiclen de cmbmiions de podlis, TUE: i Embrivmario, 5F- gabieidn

Gl i) Pes Pl veldenligado on gangliisidos, Paaol: P veldonizndi eo Ceensaplior.

Ghia o DMSO Hlfnlﬁu]11111c|nnLﬁﬂ]uhuﬁﬁ]htanﬂ a0 afectaran de ofra waners

ol desarrollo de L membreans coroalnntoidea.

5.2, Interacciones moleculares y propiedades de

superficie

5.2.1. Adsorcidn de Ptx a la interfaz aire-agua

La adzorcion de moléeulas Pix en o interfaz acuosa se monitored mediante
liv meclicion de L presion superheial (7)) aleanzada cuando se inyveeta Pty en la
siblaze, La mixima presion de soperficie aleanzada, con 30 pM de Ptx en la

subfase, fue de ~ 18mNom—! (Figora 5.8 A} Un comportamiento similar poses
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¢l analogo, Dtx, que aleanza un meiximo de 16 mANo? con 20 pW de concen-
tracidn en la subfase [30], Concentraciones mayores s 10 g M de Pix en la snbfase
no peneran eambios en la presion de superficie (Fignra 5.8 A}, por lo gue se uki-
lisd psta coneentracion para los enzsayos de penetracion de Pty on monocapas de
wanglicsidos,

Ademds, ol Ptx aumentd el potencial de superficie en comparacion con la
interfng lmpin, anngue el efecto miximo en AV se obtuve a concentraciones de
Pty en sublase inferiores a lns concentraciones gue generan el Ar maximo | Fignra
8 AL lo gue refleja la mayor sensibilidad del AV para detectar la adsoreion de

maléculas a fa interfaz.

5.2.2. Insercion de Ptx en monocapas de ganglidsidos

La pumetraciom de Ptx en moniocapas do GM1 v GDEa proefornoudas en o
tnterfaz aire-agus a distintas presiones de superficle indelal (=) foe monitereasdn
como ¢l anmento de presion superficial (AT = 7w — Timiea ) En la Figurea 5.8
B se presents el Ax oen funcion de 7. El avmento de presion indica que Pex
g ineorpord en moneeapas de panplicsido, permaneciendo en la interfaz inelosoe
i presiones superficiales superiores o I8 mNon~! e es Ta peesicn superlicin
maxima aleangada por ol Pry en la interfng aive-pena limpia. Ademneds se determin
la pregion superficial de exclugion, como b interseceion de la linea extrapolada
de log valores de Ax al eje de las abacizag [enando no se prodoce adsorcion de
maléculas de Ptx en la monocapa, Ar ~ 0 mN.m~), Esta presion fue 53,9
mN.an~' para monocapas GML vy 418 mNon™! para GD1a (Figura 5.8 B), Fn
ambis casos [ue mayor gue la presion superficial de eguilibrio de Pix solo, o gue
indica que la estabilizacion interfacial del firmaco foe inducida por s interaeeion
con los lipidos.

5.2.3. Isotermas presion-area de componentes puros

Lag jsotermas m — A de GM1 v GDla puros son stmilares a las encontradas
en la literatora (Figura 5.9 A), con un punto de colapso en 54.2 £ 1.9 mNom~! v
49,9 + 34 mN.m! v el drea molecular media limite de 44,1 £ 1.8 A imoles! y
56.3 + 5.7 A" miolee™", respectivamente [15, 34, T3, 78], Los walores s grandes
de MM A de Tag monocapas de GDLa reflejan su cabeza polar mas voluminess

v &1 mayor carga negativa en comparacion con GML, Lag isotermas de GM1 oy
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GDMa también mostraren un ligero cambio de pendiente entre 20 v 25 mN.m™!
[Figura 5.0 A), gque es s Feilmente detectado por el eanbio del modolo de
compresibilidad de saperficie (K] en ege rango de presion de superficie [Figura
240 B, Esto se debe a la presencia de gangliosido lactonizado. Se sabe que 1a
formacion de lactonas en la cadena oligosacarida del ganglicsido esta asoviado al
métocho de purificacion empleado v a las condiciones de almacenamiento [31].

Por otro lado, o] Ptx no formd monocapas muy estables. Se observie nuna
presion de colapso alrededor e s 10 mNom b (Figura 5.9 A, simalar a la presion
de colapeo reportada previsanente (29, 40, 132]. Coando monocapas mixtas de
panglicsido v Prx se someten a sncesivos ciclos de compresion-expansion las curvas
m— A se desplazan progresivamente hacia valores de darea inferiores, 1o que indica
e pevelicla de material desce la interfas (Figira 5.12).

1 analiszis ole b elasticidad de siperticie de monocapis de los componentaes p-
ros {Fignra 5.9 BY indica quoe los gangliosidos forman films lguoido expandidos con
an modulo de compresibilidad de superficie por debajo de 100 m N m ! mientras
que motoenpas doe Pty fueron mias expandidas, con un madale de compresibilidad
superficial inferior a 10 mN.m=!,

Lo valores de AV~ graficados ve MATA de los monocapas puras de GMI1,
GD1la o Pty se nmestran en la Figura 5.9 C. A pesar de la presencia de una
I"rl.lrl".l".-il jllﬂ'rl:l' ,‘.',,I'I'I[IlihI il .I.'.,]'“lilrlh [|'||ill:ll-|l'||1'i ﬁ'ilal'[_r.'r'l-lil.lﬁ CTEER |.|:l'-"1' I'i‘ﬁi.l:lull:ﬁ' h'i'r"!]jiilﬁ.
el AV on~! de los ganglicsidos es bajo (~ 0.3 fV.endmelec! ) y muestra pocos

cambios a lo largo de la compresion (Figura 5.9 C), eomo se describio previamente
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[18, 72, 97]. Esto indica que hay poco reordenamiento global del momento dipolar
de las moléculag en funcion de la presidn de superhicie.

El potencial superficial de monocapas de Ptx gue, hasta donde conocemos o
ge hi reportade anteriormente, se caracterizd por valores altos de AV - n ! entre
2 v 3 fVem®anolee™" (Figura 5.9 C). Por o tante, lainterfaz de monoeapas de

Prx estd hiperpelarisada on comparacion con la de o monocapas de gaogiiosicoes.

5.2.4. Monocapas mixtas de ganglidsidos y paclitaxel

En la Figura 510 s noestran isofermas de compresion representativas e
mezclas GM1/Plx con distintas relaciones molares. Se puede ver que el drea peor
madéeula de 1ift off de monocapas mixtas de GM1/Ptx disminuyo gradualmente
con el aumento de la fraccion molar de Px. Lo mismo se observd en monocapas
mixtas de GDla/Ptx (Figura 5.11). Ademibs, mezelas de GM1 y Pix forman mo-
nocapas estables o contenidos de Pt menores al 50%, que colapsan a presiones
superficinles més altas que la presion de colapso de los films de los componen-
tes puros, o gque sugiere una estabilizacion interfacial del Prx promovida por la
mexcla, Sin embarge. un mavor contenido de Pty parece inducir la pérdida de
molenlas de I interfaz. De hecho, o pesar de gue los ganglideides, probablemen-
fe ne pueden tener une area miniina do seecidn trnsversal mas pgnenas gnie la
de dos eadenas de hidrocarburos paralelas apretadas (30-40 .'-J|I.2:| [72, 801, lns mo-
nocapas mixtas con mas del 50% de Ptx mostraron dreas moleculares menores
de 40 A°, sobre todo a presiones auperficiales altas (Figora 50y G011} Lo gue
stigiere gque se estarian perdiendo moléenlas de In interine,

Para evaluar la pérdida de meléculas de Lo superficie, se caleuld of drea mo-
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lecular media de las isotermas de compresion, considerando silo las moleculas
GM1 presentes en el film (inset Figura 5,10} Se puede ver gue, ninguna de las
isotermad se extiende a la wona de valores menores que 440 A° v también FRITANY
presiones superficialis supericres o 30 mNan T~ lss corvas de compresion de las
mesckas son stmilares a la curva de GM1 puroe, Sin embargo, a presiones de so-
perfivie inferiores, las sotermas fueron cads ver mos expandidas, especialmente

loes flms con méas del 50% de Prx.

Ademids, cuando se levaron a eabo cieles de compresion fexpansion a presiones
relativamente altas de superficie, 2o produjo péedida de moléenlas de la monoea-
pi (Fizura 512 A}, probablemente debide a la expulzidn de moléenlas de Pix

Yon sueesivos cieog de compresion, lag corvas 7 — A g0 asemejaban a la de los

aanglioeidos puros (Fignea 512 A

Las sotermas de compresion de monocapas mixtas de GD1a/Piyx esencial-
mente siguieron o misma tendencia que 20 observa ol gistema GM1/Pix, con
desplrsnmicnto aueegives bacia Ing dreas molecalares medinsg wewores con ol e
eremento del contenido de Ptx en log films {Figura 5.11).

Lus presiones superficiales de colapso de mesclas con relacion molar gangliosi-
|:|_1:-||"|11:|{ clie 31 v L1 se aeired o los T J'rr."'ilr,i'i'.l.']. mas alta e ] a ||.-I]|-H|:| o Jus
cennponentes mdividuales. lo gue sugiere ne séle buena miscibilidad sine tambicn

la estabilizacion interfacial de la monocapa mixta,
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5.2.5. Interacciones moleculares

Las interacciones moleculares de los componentes v sus meselas se analizaron
metliante ol estudic de diferentes pardmetros de mezela en funcion de la composi-
ein el film ¥ su comparacion con el comportamiento de una mezela ideal. Debido
4 la baja presion en la superficie de colapso de Ptx, el andlisis pudo llevarse a
eabo solo en ol rango de 0-7 mN.m— !,

Para 2,5 mN.mi~ (Figura 5,13 A) v 5 mN.m~! {Figura 5.14 A), los valores
e MAFA de mezclas GD1a/Ptx mostraron desviaciones negatives del droa mo-
lewnilar media en casi ada la gama de compeosiciones indicando unn ioteraecion
tavorable entre este ganghoside v el Ttx. Por su lado, las monecapas mixtas de
GMI/Plx a 5 mNan™! son expandidas comparadas con el comportamiento espe-
rado de monecapas ideales de igual composicidn, sobre tode en mesclas de 505
de Ptx o mas (Figura 5,14 A), micntras que a menor X g, los Blims mixtos fueron
ligeramente condensados {Figura H.014 A). Una condensacion significativa de Jas
mezclas de GMI1/Ptx fue olservada solo a 2.5 mNm™" y para monocapas con
contenido de Ptx entre 0,3 < Xpy, < 08 [Figura 5.13 A), sugitiendn que Ptx
interactnd mas favorablemente con GD1a que con GMI.

P otro Lado, los mddlunlos de compresibilidiasd de supeeficle de monoeapas
mixtas a 25 mNm~! (Figura 513 B) y 5 mN.m~! (Figura 5.14 B) fueron con-
sidlerablemente mis altos que los valores tedricos para las mezelas de Pix con
cuplquiera de los ganglidsidos, especialmente en el ease de la mezcla 111 que
mosted un mddulo de compeesililidad seis veces mavor para mezclas de GMI v
dos veees mayor parn mezelas de GDa, 2 25 mN ! (Figura 5.13 B),

Mediciowes de Lo electrostiation de superficie revelaron hiperpolarizacion de
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lns interfaces mixtas coando e compararon con el comportamiento ideal o 2.5
N~ ! (Figura 5,13 C) y 5 mNan~! (Figura 5.14 C), con una desviacion posiri-
vt tfixima también en lag megelas 1:1 de cnalgquiern de los ganglicsidos, indicanco
reordenamientos del dipolo inducido por Prx.

Redacidn molar (G/Pix) fiz1 k=1 103
GM]. ‘HIEJ] "-’EL‘I- 1?‘.';.5
GDla -1G7.s 6071 -315,5

Twlaln G5 Eisoesis i nrerpis ﬁ.{ff'ﬁ [ RTTTT Al O ] mlicca s midtes de pedeeion molar 1, DLy LG (gnsgl Ewi-
s P |

El exeeso de energin lEhre de mesela [J{?ﬁ} e da informacion sobre si una
megeln particnlar estda energéticnmente favorecida en comparacion con 1as mee-
cla ideal de los componentes puros [36, T3] es negativa para todas fas merclas
GDla/Ptx, mientras que mezclas de GM1/Ptx mostraron AGE negativo v posi-
tiver ddependiends de la composicidn del film (Tabla 5.3)

La megela equimolar (1:1) de ganglissido/Ptx mosted lae desviaciones mds
altas de los parametros moleealares de megcln yopor lo tanto aparece como o
umbral para la solubilizacion interfacial del farmace (Fignra 5,03 v 5.14), Can
tidades mis altas de Pty en o mezels generan un exeeso de farmaco, que os
mgpulsade die la monocaps, como lo evidencia la presencia de un ponto de oo
lapso de 'tx puro durante 1o compresion de monoeapas mixtas e GM1/Ptx o
GD1a/Ptx (Figuras 5.10 v 5.11).

Clomo ge menciond antericormente, hay evidencias de gue los mezclas eguimo-
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lares de ganglioside/ Pty pierden moléeulas durante la compresion (Figura 5.10 v
G010, Los valores AV de monocapas mixtas equimolares disminuyeron tras
la compresion a presiones superficiales superiores a 20 mN.m ' (Figuea 5.15), lo
que sugiere que algunas moléealas del farmaco fueron expulsados de la interfaz en
ewe rango de presiones, tewiendo en cuenta gue el momento dipolar perpendicalar
e Pix os mucho mayor gque of de los ganglicsidos [Figura 5.9 C). Curiosamente,
lin recoperacion parcisl de moléculas M podrein inferivse de los ciclos de com-
presion/expansgion,. Cuande o drea de la monecapa e incrementd despuds de la
compresion hasta 20 mNon~', se produjo re-polarizacidn de la interfaz (Figura
B2 B, Adeinds, bras lnocompresion hasta o] punto de colapso, las monocapas
mixtas estaban todavia hiperpolarizadas o 40 mN.m~! o comparacion con mao-
nocapas de ganglicsido puro (Figuras 5,12 B v 5.15), Esto indica que el Ptx puede
permanecer en la monocapa mixta & valores de presicn de superficie nmcho mas
altews el los que se puede perimanecer enoina mobocapas de Pl puro, siendo ana
evieleneia s de gue T inleracciones Tavorables coin log ganglicside cstiahilizan

ool Fermaess et i interlng.

5.2.6. Microscopia del angulo de Brewster

L topograbia de monocapas de GM [T.ITl v GDa (Figora 5.16G) foe evaluada
por BAM. Tipicamento log gangliosidos muestran uno superficie homogenea ¥ un

amento constante de by retlectividad hasta salores 5001079 durante s COpre-
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Wonorcapas mixtas de ganglicsido /Pty con menes de 50 % o P mostraron
superficies homoeciseas por BAM, poro con mumento de Jos niveles de refleetiviclael
ETL COIEPATACTGN Cim oS componentes s a .0 eV ! |_|':.:_',,III':I .17 B,

Sin embargs, ¢ aspectao de b zuperficie de las monocapas nuselns con X s,
0, 5, v pea con GAM1 o GD1a, oo fue bomogéneo (Figuen 5009 v Figira 5,201
Presentaron dominios en forma de agujas brillantes en el intervalo de presiones
superficiales entre 0 vy 5 mNoe™ en el caso de GM1 (Figora 5.19) v cotre b

L0 N o~ parn §ns mezelas con GDa (Figora 5.20). A presiones saperficiales

ST s tambien e distinenian dos avens de diferentes aiveles de rellee Do
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oy Capitulo 5. Resultados

Teniendo en cuenta que también se observa hiperpolarizacion de la superficie,
se propone que ocurriria deshidratacidn de la cabeza polar de los ganglicsidos,
inducida por la localizacion de Ptx en la region interfacial mediante la reduccidn
de la cancelacidn de log momentos dipolares interfaciales que ocurre por la pre-
sencia de las moléculas de agna. Si tenemos en cuenta la menor reflectividad de
monocapas de GINa en comparacion con las de GML, los valores de reflectividacl
miis altos observados para los films mixtos de GDla/Pix 1:1 en comparacion con
losg de GM1/Ptx 1:1 (Figura 5.17) sugiere que la interfaz de GDla es capaz de
albergar mayor cantidad de moléculas de Ptx que GMI.



Capitulo 6
Discusion

6.1. Gangliésidos di y trisialos como nanotrans-
portadores de Ptx

Revientermente nuestro laboratorio demostrd que los micelas de GM1 pueden
ineorporat Pta y Dox, eontituvéndose en un nanotransportador autocnsamblable
con prometedores aplicaciones elineas. Fl sistema constituido por micelas de
pangliosidos monosialos incorpora Pty de forma capontanea, v poser actividad
Bielogics citotdxica v antiangiogénica equivalente a la actividad del frmaco libre
v a la formulacion comercial Taxol™,

Una ebservacion que se desprendio de estos estudios fue que las diferencias
e ns propicedades cstructurales de lns moleenbas de difeventes gangliceidos v sus
propiedades de agregacion determinan diferencias en la capacidad de carga de
i farmaco dado, Asl, ganglicsidos como GM2 v GM1, con 3 v 4 azicares en s
porcicn hidrofila, respectivamente; se agregan en micelas vy cargan mds Pty que
ganpglitsidos como GM3I. con 2 amicares v que se agregan en vesiculas anilame-
ares, U anmento on b capacidad de earga de oo gistema de achministracion de
Firmueos, significe unn gran ventaja Iarmacéutica, que permite reducir la dosis
addministracla, o velumen de inyeccldn y el Lempo de administracion; ademas de
aisminuir los costos de produceion. La disminncion en la toxicidad del tratamiento
Voo eonseeaencis el aumento en la gatisfaceion del paciente, son caracteristicas
iy biscidas en las terapias contra ol cineer,

En la serie de gangliosidos: GM1, GIMa, GD1b v GT1h, las diferencias es-

Lructurales estan dadas por el aumento en la cantidad de residuos sidlicos por

e
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consiguiente unn region bidrofilica cada ver mdas volominosa, De ellos, el dom-
o eatudiado hastp el momento es el GM1. En este trabajo caracterizanos los
manglidsicdos GD1a, GDLL v GTIb eomo sistemas nanotransportadores de Prx
Profundizandn en el estudio del impacto de 1o diferencia en contenido de e

stilico en las propiedades de estos sistemas de transporte de fFrmacos.

6.1.1. GDla, GD1b ¥y GTlb tienen cuatro veces mas ca-
pacidad de carga que GM1

La evaluacion de distintos gangliosides como nanotransportadores reveld que,
log pangliceidos con des v tres acides gidlico cargan coatro veces mas Py guoe
Eanglidsidos con un gropo sialico. Por lo tanto. la incorporacion de an dcido sidlieo
mas en b moléeula de gangliosido, independientemente de suposicidn, aaments
considlerablemente ln capacidad de carga de Pux, Sin embarpo, fa adicidn de un
tereer dcido sidlico, no aumenta la capacidad de carga Pix.

Resultados previos denmestraron gue 200 gl de GMI solubilizan hiasta
6,5 a1 de Prxen unia relacion molar 2001 GM1/Pix [66]. Considerando gue

1Dl GDIb v GT1h tienen su maxime la capacidad en una relacion molar de
5/1, se espera que 200 rgan L " de estos ganglicsidos serian capaces de solubilizar
alrededor de 24 mganl " de Pix.

Estructuralmente los agregndos de 1o secuencia: GM1, GD1a, GT1b son pro-
sresivinente mas pegqueias vy oesféricas. v de menor nimero de agregacion. Es-
tas diferencias pueden explicarse por la cantidad de amcares: cines, ses y siete
azlicares, respectivamente, resulta en mayores contriliuciones repulsivas hidrolili-
chs segiin el modelo de las fuerzas opuestas |14, Este sumento de la repulsidn
electrostaticn podria facilitar la entrada de Pex, lo gue explicaria la mayor ca-
pacidad de carga observida on GD v GT comparacda con GM. S emborgo, o
s observa esta tendencia entree micelas de GD1a v GT1h, La presencia de Ptx
en el nieleo hidvofobics quizd modifca a distancia desde la interfaz dominio

hidrofahico- dominio hidrofilice en el que las fuereas opuestas tienen logar.

6.1.2. La capacidad de carga de micelas de gangliosidos

disialos no se ve atectada por la temperatura

La cantidad de Ptx cargado en micelas de GM1 anmenta con la temperatura

aleanzamdo un masime o 55 °C 66, Este comportamiento paress ser conseciencia
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ele la contraceldn de la eabezn polar v el auments de la hidrofobicidad de la
estructura de agregacion, fondmene amplinmente estudiado [12, 15, 16, W], Sin
embarge, las micelas de GD o mostraron este comportamiento.

La contraceidn, por deshideatacion, de ln enbezn polar por aumento de la
terperatiira Ba sicho estidindo en detalle para micelas de GML, inas gue pama GD
v GT, Aungue cabe egperar qie la pérdida de agua de hidestacidn tambidn ociirra
e micelas de GDLa, podria @uceder gque sea imperceptibile debido a gue ay s
cantidad de melécilas de agua participando de la hidratacion de esa estroetuea,
Por otro lado, v tendendo en coenta goe micelis de GD v GT coargan cuatim veces
mas Pty que GMT, es razgonable pengar que el aumento en la capacidad de carga
por efecto de n temperatora sea mucho menor gue la capacidad intrinseca que
fas micelas de GD v GT, por Lo goe no vemos efecto,

6.1.3. Los complejos GD/Ptx tienen menor estabilidad
fisica y quimica que los complejos GM /Ptx

Los resultados de los ensavos ode didlisis muestran gue la presencin e Ptx
dentro de las micelas no o modifica e equilibrio entre el agregado v unimero de
G e, oue incluso se encnentra desplazado hacia s forma desagregada siose com-
parn con el eguilibrio de ln estroctura de GMLL Durante la diilisis de soluciones
e ML la pérdide de infmeros eg menor gue la pérdida de unimeros de GD1a,
sugiriendo diferencias de estabilidad. Incluso, micelas de GM1 cargadas con Pix
pierden ain menos unimeros gque as micelas sin Ptx. Por 1o tanto of Ttx tiene
un efecto estabilizador de la estructura de agregacion para o GM1, pore no para
G D1a. Sin embargo, la estabilidad de micelas de GD o GT cargadas con Ptx no
seovio sfectada despocs de 3 meses ahinacenada a4 %, ya gque la cantidad de Pex
sobubile fue similar a la cantidacd de PMax cargade imcialmente.

Seeonove gue la molécwla de Pty posee enlaces éster que o hidrolizan a pH
alealine (26, Nuestros resultados mnestran gue el B85 del Pix libre se hidrohza
durante las primeras 3 horas de incubacion, Sin embargo. coando ef Pix se en-
cuentra encapsilado en las micelas de ganglicsidos, no tiene n misma exposiciin
al medio alealing. En estas condiviones solo o 40% del Ptx cargado en micelas
che G s hidroliza, evidenciando el efecto protector que poseen las micelas co-
mo sistemas de vehicolizacion de farmacos, Esto también se observa previnmente

para las micelas de GM. Sin embarge, con las micelas de GM, bhay un 10% de
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hiclrilisis del Pex corgade, 4 veces menes que @ parcentaje de hirdrdlisis de GD
La diferencia puede estar dada por una diferencia en el acceso del medio alealing
al core de la micela donde se encuentra el Plx, Las micelss de GD, con cabezas
podares mids voluminosas, poseen mavor agua de hidratacion on la capa éxternn
que oz micelas de GAM. Ademds, las micelas de G poseen mayor capacidad de
carga que las de GM, por 1o que puede que mis cantidad de Pix se encuenioe
localizado cercano a la interfaz core/capa extrerna, ¥ por ende mis expuesto al
medio alealino. Trahajos previes hablan de una localizacion de Pty dependiente

det 1 comcentracidn en bicapas de fostolipidos (8],

6.1.4. Los complejos GD/Ptx no modifican la actividad

bioldgica del principio activo

El patrdn citotdxico de Pix vehicolizado en micelas de GM1. GD1a o GT1D
soplires yiahilidda de edlulas eon enltivo es gimilar al patedn citstosien del Brmae
e, Lo g indies gue el principio conserva soaetividad v oque In presencia de
micelss de ganglicsidoes no interfiere con el meeanismo de aceidn colular. Cabe dos-
tacar que, o8 necesaria la prosencin de una membrans celular “activa " para que ol
firmaco sea liberado de 1o micela, de lo contrario el Pix permansce encapsulado,
Fstor smggiere g existe un mecanismo sctive, mis alli de o propia difusion, de
liberacion del farmaco, coordinado por laz célnlas, Explorando posibles moecanis-
ms e entrega del Pix a las células, la microscopin de fluorescencia reveld que ol
farmaco comienza o entrar en lag eélulas despuds de pocos minntes de contaeto
v oque sl eabo de un tiempo desaparece completamante del medio exteacelular, lo
e evidencia que se incorpord tode el Firmacee adininistrado |66]. Estos resulta-
dos sugieren gue estarin ocurriendo fusiin de micelas eon la membrana celular
Lios ensayos in vitro pueden a veces no reflejar las condiclones fisiologicas care-
teristicas de la administracion de un fArmaco. Aungue resulta una moy bucos
aproximacion v en general se puede extrapolar con bastante precision, siempre o=
mejor contar con ensayos que imiten lo mejor posible ¢ entorne boldgico real
En este contexto, las micelas de ganglidsiodos cargadas con Pix fueron evaluadas
en el ensavo de CAM. Se pudo ver gue la actividad angiogénica del Pty vehicu-
[igacder em mdeclas de gangliosidos es cguivalente a la de o formulacidn eoumereial
Tuecol™. Por otro Lo, los complejos estudiados en el presente trabajo no tavieron

netividadd hemaolitica, ni produjeron BEreEACION plaguetana. Ext deseripto gue log
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ganglidsidos tienen nn rol inhibitorio de In agregacion plagueetaria [4:3].

En su ccnjunto las propiedades deseriptas bhasta aqui permiten considerar a las
micelas e GD1a como un sistemea de administracidn de frmacos hidrofdbicos.
Tal como se describiera para GM1 [66]. La diferencia prineipal entre estos dos
manglicsidos es su capacidad de carga Ptx, GDa es capaz de selubilizar hasta
ciatro veees mas Pex gque GM1. Dicho en otras palabras, la eficiencia de los

manglicsidos o ln carga de Frmaco depende del tipo de estrnctura formacda,

'

6.2. Interacciones moleculares y propiedades de

superficie

Aunegne en primera instancia la preseucia de un dcido sidlico mds en lns
medéculas de GD1a en relacion a la de GML, podeia ser la responsable de que la
ehiciencia de carga de Sirmaco de los gangliosidos sea distinta. La misma tendon-
eit no se observa para los GT, que poseen capacidacd de carga similar a los GD.
La comprension de los pardmetros moleculares que determina la confignracion
linal del sistema es importante para interpretar estas diferencias y para entender
¢l rol que juegan las diferencing estructurales en las caracteristicas buscadas de
las formulaciones micelares.

6.2.1. Los gangliosidos estabilizan a Ptx en la interfaz

Agua-aire

La actividad superficial de Pix, a pesar de su hidrofobicidad, es relativamente
baja v forma menocapas inestables gue colapsan a presiones superBciales hajas [~
N~ '), en concordancia con estudics anteriores [29, 40, 129], Sin embargo,
Ptx presentd una afinidad importante hacla las nterTaces de ganglidsidos, con una
recluccion de la tensidn superficial significativamente mavor que Ia cansada por el
firmace en la interfaz aire-agua limpia, como lo evidencian las elevadas presiones
superficiales de corte (539 v 40 8mN.m™', para GM1 v GD1a, respectivamente)
el comparacion con la presion superheial maxima de monocapas de Ptx puroe [~
18mN.m!),
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6.2.2. Ptx y los ganglidsidos interactian favorablemente

en monocapas mixtas

Lo pocos estudios de monocapaz de Pix oy Dix oque se encnentran dispo-
nilles, e han realizacdo con mezclas de glicerofosfolipidos, con el An de enten-
dor 1o interaceion de estos taxanos antineosplasicn con membranas plasmatics
[]I. 21, 29, 40, 1249, 131, l:i2|. ﬁ.-itu |=f'ru:|ir.1i’| VEE [IHY, TTRLOC ]S mibxtas e
DPPC/Prx tienen menor rigidez v mayor dren molecular media [21] en compara-
ciom con menocapas de DPPC puro. Lis autores sugicren gue existirian fuereas de
repulsicn entre los componentes mezelados. Por el contrario, monocapas mistas
de Ptx. va sea con GM1 o GD1a tienen masvor rigides y menor irea moleeular
media, especialmente en o caso de mezclas con GDa, sugiviendo interaceciones
favorahles, Fatas diferenciag en las interaceiones moleculares explican porgue bos
ganglidsidos son mejores agentes gue las Toslatidileolinas, para solubilizar Lirma-
eos insolubles en agun [18]

Por otra parte, la energln lThre de exceso de mezela de GDLa/Pex fueron nega-
tivas para todaz las fracciones molares v de magnitud mavor gue [a energia libre
de mezclas de GM1Pex, gue fueron negativas solamente para Xpee < 0,5 Evi-
dencta de que mezclas GD1a/Pix Interacclonan mas favorablemente gue mezclas
GM1/Prx. En la interfaz agua-aive, ¢l GDla con su grope polar mds voliminoso
v mayor repulsion electrestdtica, se acomoda mds libremente empagquetado os-
trando isotermas mis expandidas ¥ de menor elasticidu] gque ¢l GMI. En este
soefibichis o] PPrx tendeia muwor sdingclivl por moioeapas s Tasmnente empaogue-
tadas. Similares resnltados se encontraron con fostatidileolinas, ya que Py foro
monocapas mas estables con el fosfolipide con un mayor balance hidrofilico, co.
mo ol DMPC, que [orma monocapas menes empacguetadag gue obres foalolipidos
eomo o DSPC [129].

Podriamos pensar que |a interfaz de GD1a mas Hexible que la de GM1 es
eapae e neomodisr mdes moléendas de Pre. Esta idea quedd respaldacka por el
andlisis cuantitativo de las mediciones de BAM, Mezelas GD1a /Pty mostraron
una interfax com mayor espesor aptico gue mexclas GM1/PEx, Esto puesde pro-
cucirse por la reorientacion de la cabeza polar hacka la subfase aenesa (97, v el
estiramiento de las cadenas hidrocarbenadas.

Por utra parte, la hiperpolarizacion v ool somento de rellectividad de Tas -
nucapas megclng de gangliosidos/ PTX en comparacion con la de log componentes

puros, pueden ser interpretadas como reorganizaciones de os componentes fun
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tlmentales de los dipalos de los residoos de carbohidratos de s cabeza polar de
los gangliosidos (incloyendo waraciones en sn capa de hidratacion) como conse-

cnencia de una localizacion interfacial de moléeulas de Pex.

Medicdones e BAM se habian realizado anteriormente en monocapas mix-
tas el Dix v PCs [ Anngee no se mformd ningiin andlisis enantitative de la
refleetividad, a topogralia de superficie de s de DPPC/Dix po mostraron di-
ferenedas con la topogealin de Jos Blhins conteol de DPTC fndicando gue a presiones
superficiales altas gilo estaria presente DPPC, o diferencia de lo observado en los
sietemas de ganghiosidos /Ptx [30). Por el contrario, ¢l aumento de la reflectividad
de las monocapas mixtas ganglioside/Ptx indicd insercion do Pix v estabilizacion
en lin interfaz o presiones superficiales que no son posibies de aleanzar en mono-
capag dic farmace puro. Ademas, la presencia de agregados en forma de aguja de
Ptx on monoecapas mixtas oonl X pge 2= 0, 5 indica una alta concentracion localiza-
i e Pl lograda on presencia de gangliosidos, Esto es otra evidencia de e los
ganglidsidos ducen estabilizacidn interlacial del Trmaco. Este tipo de agregacos
st observan en soluciones con altas concentraciones Pix [8], pero curiosamentse,
estin ansentes e las monocapas de Pty puro, Podria ser goe, las interacciones
frvorables entre moldenlas de Ptx v ganglidsidos promuevan la coneentracion de

Pt e wonas localteacas de lacinterfoe.

La electrostatica de snperficie de monocapas de Ptx v monocapas mixtas gan-
plidsiclos/Ptx no se habian estudiado anteriormente. Este pardmetro, demostro
sor muy util para evaluar In presencia del Ptx en la interfaz, dado gue fa pola-
rizacion de los films de Prxoes mcho mayor a la de los filins de ganglidsidos.
La electrostatica de mezelas eqnimaolares de gangliosido,/Ptx revela la presencia
de Ptx asocinda o la interfaz incloso a valores de presion alta de superficie (~
A N '), aiin enande el andlisis del dren molecilie media indicaria que ocu-
riid expulsion completa del Pl Esta expulsion paccial de Prx, revelada por ln
electrostaticn de superficie serfa ademids reversible. Coando la presidn de super-
ke se redivee por b expansion de los Blios, las moléeulas de P previamente
expnlsadas se re-particionarian en ol gangliosido ubicado en la interfa.

Chon v oeol [ﬂll reportaron desorcion pareial de Prx edesde 1o interfaz de mo-
nocapas mixtas de DSPC /Pty a 24,5 "C), pero no evaluaron reversibilidad del
prowesn dedesoreion. Sin cmbarge, of cgquilibrio de b asodciacion gangliosido /P
pude ser modificado reversiblomente cambiando In presion lateral on nna inter-

faz de hpdos. Dado que en una interfaz biologica la presion de superbicie lateral
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VI, 92], el hecho de que o presion. modi-

puede fuctnar en mas de 20N m
figue fa asociacion ganglioside/Ptx es un hallazgo importante pace nn sisten
de administracion de Frmacos, en el que on equilibrio favorable de interaceion
durante ol transporte al sitio de accidn pero & la vez la liberacion del farmaco es
deseable, Este tipo de equilibrio podrin tener logar en los pangliosidos dispersos

et peia formando micelas

i.2.3. El comportamiento superficial de monocapas mix-
tas ganglidsidos /Ptx correlaciona con el tamano de

las micelas

En sn conjunto los resultados del comportamiento en superficie de mezelas
de Ptx y ganglivaidos explican por qué micelas de GD o sulubilizan mds canti-
dacles dde Plx gue micelas de GML Los slstemas de ganglidsides en dispersion
se autoasregan on mnicelas con distintas propiedades estroctorales v funcionales,
Las micelas de GD1a son mis pegueias que lag de GMI, poseen an grapo polar
mis volnmingso v eon mayor tepilsion electrostatice. Esta restriccion geometl-
e determing que el drea lateral de ciada unfmere de GD1a en el agregado sen
mnyor gque el drea de GMI, ¥ en consecnencia el mimero de agregacion de GD1a
gen menor gite el de GMI Por so parte, el residin hidvofidbico, Ta cermnida, o=
esencialmente la misma en ambas molaealas, GDIs v GML Pero debido al violu-
men de la cabeza polar las cadenas hidvocarbonadag tienen goe area lateral mebs
arande disponible para acomodarse en micelas de GD1a que en micelas de GAT,
Loz micelas mas pequenias, por lo tanto, estan empaguetadas mas libremente v
tienen mayor curvatura [T1, T4). Esto determing propiedades particulares del cen-
tro hidrofdbico yode la capa externa bideofilies parn cada ganglidside, Cuandeo se
eargn estas micelns con Pty las micelag de GDTa anmentan sn tamano micntras
e lag micelas de GM1 no, El hecho de gue G s cargoe mas cantidad de Pix
puece eatar divectamente relacionado o o posibilidad que tiene e estroctara de
mimentar su tamabo sin dessgregarese, Esta diferencia puede deberse a0 que las
maoléeulas de GDNa interaccionen con mas fuerzga con Prxogue las moléenlas de
1M1, Los resultados del comportamiento de mezclas de estos gangliosidos v Pix
npowan cata hipdtesis, En primera modida, podemos deetr gue Tos dos gangliosi-
dos evaluados interaceionan con Pix, dado gue estabilizan al Pix en la interfae

peundnire. También podemos decir que mezclas de cualguiera de GM1 o G
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con Pty som mas condensadas, menos compresibles v mas polarizadas que lo gque
s psperaria i fueran nna mezela ideal de iguales proporciones. Sin embargo, hay
[que tener en enenta gque sste comportamiento ocnere a muy bajas presiones la-
terades (menos de W N o). El mismo anidlisis no puede bacerse a presiones
superiores dado que la monocapa de Pix pura no es estable a presiones de su-
perficie mavores. Sin embargo, es posible estabilizar al Ptx por encima de esas
presiones en presencia de cnalguiera de los gangliosides. El potencial de superficie
por molecula revela que todavia hay moléculas de Ptx en |a interfaz a presiones
lnterales muy altas, aungue del andlisis del drea molecular promedio concluvéra-
ok gue s habian perdide. El hecho de perder moléealas de Ptx de la interfaz, ez
un fendmeno ya deseripto [21] v claramente relacionado con la baja actividad de
supetficie que demuestra la moléeula de Prx. Durante ln compresion, la reorien-
tacion de la cabeza polar hacia 1o subfase acucsa [97], v el estivamiento de las
cadenns hidrocarbonadas explicarian la rigidez v la digminocion del médolo de
compresihilidad de monoeapas mixtas GD1a/Pix por el anomento de las fuerzas
el Van der Waals en la region de los hidrocarboros. Por otra parte, para formar
monocapns mixtas de GDIa/Pix se necesita menos energla que para monoca pas
de GMI/Ptx [AGezqgn, < Alezgay) indicando que termodindmicaments la
nteraccion GD1a/Ptx se ve lwvorecida en relacion a la de GM1/Ptx.
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Conclusiones

A pesar de que las micelas polimericas poseen buenas propiedades coloidales
y solubilizan Frimacos bidrofdbicos, la bajs eloiencia de carga v Ln necesidad de
aolventes orginicos para Lo carga de loa principiog activos son desventajas signi-
ficativas para la aplicacidn de estos sistemas de liberacidn de farmaces 485, G3],
Recientomente, nuevos sistomas micelares o base de ganglicsidos, lpidos asfipati-
cos e se antoagregan en aguaa, han resuelto estos inconvenientes [G6]. Partiou-
larmente ol GMIL, ha demostraco ser una plataforma gue permite solubilizar Pix
en concentracion superior a la de lns formulaciones comerciales aprobodag eonm
ol Taxol™ y &l Abraxane™.

En este trabajo estudiamos micelas de ganglidsidos que se diferencian del
GM1 en el contenido de dcidos sidlicos, GD e, GDLL v GTLHh comn sistemas
dir aclministracidn de Pta En une primera etapa caracterizamoes ng propiedodes
de los gistemas como nanotransportadores v postericrments esaduamos las pro.
piedades moleculares de dos de los sistemes seleccionados por sus propicdades
farmacoldgicns.

Lot resltados demaostraron que los disialos (GD) v trisialos (GT) son capaces
de incorporar Prx formande un complejo estable con propiedades lislcogquimiens
¥ blogudimicas similaces o los eomplejos GMLTMx Sio embargo, los compliejos
GDYPtx v GT/Ptx cargaron 4 veees mds Ptx que los complejos GM/Pix. Esto
reanlta una ventaja para la formualacion de prineipios actives toxicos dado g un
sistema de mavor eficiencia de carga representa reduccion en el volumen de invee-
eion, en el tlempo de administracion y. por o tanto, menos efectos o deseados
v omavor satisfaccion de los pacientes,

Las micelas de GD se diferencinn de las de GM1 en algunes aspectos, Por
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nn lade, micelas de GD cargadas con Pix anmentan de tamaio, mientras que
lag de GM1 no. Por su parte las micelas de GM1 precalentadas anmentan sn
capacidad maxinma de carga, mientras que las de GD no, Sin embargo, las micelas
de GAI precalentadas tienden a perder el Ptx incorporado mas que s micelas no
calentadas. Existe una relacion de compromiso entre la cantidad de Ptx cargado
vl estabilidad del complejo. A pesar de estas diferencias, la citotoxicidad o
vitro v ln antiangiogénesis n vivo del Prx vehiculizndo on GDla, GML o en el
Cremophor {Taxol™) son equivalentes, En sn conjunto, estos resultados permiten
comeluir que, las micelas de GDEa son una alternativa para vehiculizar firmacos
hidroafbicos, v gue la presencia de un dnico acidoe sialico mas en la moléeula de
panglidside aumenta significativamente la capacidad de carga de Ptx,

Cotparande las intoraeclones moleculares v propiedades estructurales de los
sistemas GMI/Prx v GDla/tx, encontrimos algunas cansas de estas diferencias.
Asl, vimos gue las moléeulas de Prx interaccionan favorablemente tanto con GM 1
eomo con GO 1a, estpbilizandolo en o interfaz agna-aire, a presiones superficiales
iy et emdinia de Lo que ol farmaco os capaz de aleangar por & solo, o gque
explica porque ambos gangliosidos son capaces de formar complejos con Ptx. Sin
embargn, las mexclas GDa/Ptx fueron mas laxas ¥ necesitaron menos energia
para megclarse que las mesclas [}'lilj-"F”rx, Iy gue poddria explicar la difereticia en
lin coepaciclad de carga de dichas micelas. Ademas, los micelas de GD1a, de menor
baenafio gise las mieelas de GML, pasden aumentar de famano al incorporar Pix
it desagregarse; mientras gue las micelas de GM1 no madifican su tamafio con su
maxinn carga de Pry Este comportamiento o8 otra evidencia de que 1a interaceion
de Ptx con GD1a en mas fuorte que con GML.

Encontramos qive un pegueiio canbio en la estroctora de la molécula se tra-
dhuee e Ly maejora cle e propiedad famneintioa deseada como oz s eapaciclal
de carga del tranaportador. Ademas destacames a la familia de gangliosidos como
nn poal de moléenlas disponililes para explorar potenciales nanovehienlos para el

suministro o activos hiulﬁj;i{:uﬁ liclrofishicas,



Apéndice A

Protocolo de evaluacion de
angiogénesis in vivo en
membrana corioalantoidea de

embriones de pollo

Fl dised de nuevos sistemas de liberacion controlada de farmacos se encieentra
muchas veces con el inconveniente de que los resultades observados o vitro no se
cortedacionan con los efitctos elinicos in vive, La ovaluacion del comportaniento
de un sistema de liberseidn in vivo en modelos animales o en estudios clinicos
sucle prosentar inconvenientes rélacionados o consideraciones éticas v a la ditienl-
tacl de controlar tedas las variables que afectan al sistema. Mochos esfuerses se
han Hevado a cabo para encontrar modelos Belogicos gue permitan cesolver estas
dificultades de una maners sencilla y segura: En términos generales los modelos
con mamileres (ratones, conejos) son jog mas buscados por las similitudes con los
sigtemnd biologicos humanos, pero resultan de los mas costoses, demandan muoclio
tiempo ¥ son complicados metedologicamentes,. Una alternativi gqine ha cobrado
importancin en les Glimos ads es la utilizacion de la membrana covioalantoicdes
(CAM) de polle. El interéds en este modelo radica particolarmente en so versatili-
dad, simplicidad v su bajo costo. Lo CAM es une membrana extracibrionacie gue
eotmienza o desarrollarse s partiv del dia 4 6 5 del desarrollo embriopaio (DDE)
v s ek patide hasta ol DDE 12 caande envaelve ol cobeida completamenta [134].
La funcidn principal de lh CAM es la de ser el drgano respiratocio embrionario

|134], sin embargo tambien cumple funeion de almacenar exereciones; transporta

[l
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eloctrolitos (sodio v clora) del saco alantoides v la moviligacion de caleio para la
caleilicacion de los hivesos. La Tormacion de un individoo a partiv de dos células
malres en solo 21 s, coma es el desarrollo de los pollos, supone una sistema
dinamico altamente espeeializado en produocir en tiempe v forma muchos cambios
capaces de generar ni mds ni menos que un individuo entero [134)

La industria farmacéntica apuesta a producir nueves setemas de liberacidn
controlada capaces de regular la tasa de liberacion de los firmacos, sostener su
efecto teraptutico durante tiempos prolongades v fo dirigir la actividad bioldgica
cle bos misimos, A travds de la mejora de estas v otras varables, muchas veces los
sistemas de liberacion aportan beneficlos exteas al produeir una disminueidn de
loz efectos ndversos de los fdrmaces de elevada toxicidad, Los efeclos no deseados
de les guimioterapicos contra of cancer son uno de los ejemplos mas clares de este
problema, La evaluacion del comportamiento de estos gistemas en contacto con
tejidos bioldgicos de forma rapida v sencilla o2 de suma importancia para el dized
e un stetema de liberacian acorde o las necesidades del tratamiento,

Pars este trabajo se estandarizo an protocalo de evaluacion de anglogénesis
en ln CAM de cainbriones de pollo. Se pusteron a pusito la dosis y el logar de apli-
cackin para un efecto antiangiogénion claramente vigible. Para esto se evalud un
rango de coneentraciones de paclitaxe]l v dos opeiones de tratamiento: aplicacion
topica, sobre la membrana corioalattoidea; o invectada en la cavidad coridnica,
por debajo de la membrana Se enconted gue o aplicacion topica de al menos G
i de paclitaxel eran las condiciones dptimas del ensavo, Los detalles téenicos del
profocolo fnal estan detallados en matenales v omctodos, Cabe mencionar gue
vimos o L sobrevidi de los cinbriones tratados con Pty vehiculizado en micelas
e ganglidsidos fue superior gque la sobrevida de embriones tratados con Ptx en
Cremophor {Taxol ®1. Esto guisd se debs o gne los efectos toxioos del Pix sean
menores en la formulacidn de las micelas, debide a una liberacidn paolatina del

fairmuneo,



Apéndice B

Formulas para el analisis de las

isotermas

El madule de compresidn de superficie {elasticidad en el plano, ©5') se calenld
directamente de Lo grifiea de presion superficial vs drea molecular medis obbendcdas

die 1as isotermas de compresion de acuerdo a:

dhr
__.-1(”?) (B.1)

et

donde 7 es la presion superhicial ¥ A es el drea molecular media o la presioo
superficial = |5, 36).

La elasticidad de las mezelas gangliosidos; P'etx se compard con 1a elasticidad
medin calenlada de monocapas mezclas ideales, teniendo en coenta el 0 de
monocapas de componentes puros 1 v 2, el drea moleeular medin Ay v ods ¥
la fracciom molar X, v Xo de los componentes 1 v 2, respectivamente, a la @

correspondiente, [5] de acverdo con:

M I
Cor = {E (r::i'l') = (-:j_') ] A X + ey (B.2)
51 1 - R

El potencial de superficie por densidad de moléenlas (8V - n71), donde re es el

niimero de molécnlas por em® de superficie, se ealeuld o partic del potencial de
superficie [dipolo) medido para las monocapas (AV ) v ol darea molecular media
A 101] a la presion de la soperficie T

iy

T =AV-A (B8
i

11



113

El drea molecular media v In 8V 0 ! de las mezelas a la presion de la superficie
correspondiente se compard con los valores predichos por la regla de aditividad
[36] de acuerdo eon:

Ae = Xy (A1), + X2 (Aa), (B.4)

Al Al . oY
()5 (@) 0,

donde A1, A2y 8V n', 8V ong”' son el drea molecular media y potencial de

suprerhicie por densidad de moléenlas de los componentes 1y 2, respoctivaments,
en I presion superficial [36].

El exceso de energia libre de mezcla (GE) se caleulé a partir de la integral
de las curvas de 7 — A de los componentes pures v las mezclas [36], entre 1 v 7
mN ., de acuerdo con Ia formula:

T T T
Agt Ef Ajadn — (x.f Ayl + x-_!f .-'lgn'*rr) (B.6)
1 1 1

donde Ay, Az son el drea molecular media de los componentes 1 v 2, respecti-
vamente, v Ay, Az son las dreas moleculares media de los componentes 1 y 2 de
nna monocapa mixta,
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