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A mis padres, 

mi principal ejemplo de esfuerzo y 

sacrificio. 



Lo que sabemos es una gota de agua; 

lo que ignoramos es el océano. 

(Isaac Newton; 1642 1727) 
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Resumen 

La formulación de principios activos hidrofóbicos para administración paren-

teral es un problema que enfrenta la industria farmacéutica. Particularmente, el 

Paclitaxel (Ptx) es uno de los fármacos oncológicos más utilizados actualmente 

pero debido a su baja solubilidad en agua (< 1ag.rnL'), resulta muy difícil de 

vehiculizar. La formulación comercial existente, Taxol®, es una solución de 50% 

aceite de castor (Cremophor EL) y 50 % etanol. Sin embargo, el Cremophor puede 

provocar una serie de efectos no deseados tales como hipersensibilidad, neuroto-

xicidad y nefrotoxicidad. En las últimas décadas se ha invertido mucho esfuerzo 

en investigar nuevos vehículos para el Ptx. El Abraxane®, una nanopa.rtícula de 

albúmina que une Ptx, fue aprobado por la Administración de Alimentos y Me-

dicamentos de Estados Unidos (FDA) para el tratamiento del cáncer de mama 

oil 2005 y  presenta mayor eficacia y menor toxicidad que el Taxol®. 

Recientemente nuestro laboratorio describió un sistema nanotransportador 

constituído por una micela lipídica autoensamblable. Este sistema, a base de 

micelas de gangliósidos monosialos (GM), incorpora Ptx de forma espontánea. 

El Ptx vehiculizado dentro de las inicelas demostró poseer actividad biológica 

citotóxica y antiangiogénica equivalente a la actividad del fármaco libre y a la 

formulación comercial Taxol®. Las diferencias estructurales que determinan las 

propiedades de los agregados de distintos gangliósidos, afectan la capacidad de 

carga del fármaco. Por ejemplo, la capacidad de carga de gangliósidos que se 

agregan en rnicelas, como el GM1 y el GM2, es significativamente mayor que la 

de los que se agregan en vesículas unilamelares como el GM3. 

GM1, GM2 y GM3 difieren en el tamaño de su porción hidrofílica, ya que 

poseen cuatro, tres y dos azúcares, respectivamente. A medida que disminuye el 

tamaño de la región hidrofílica de la molécula (le gangliósido aumenta el radio 

hidrodinámico (RH) y el número de agregación (N). Así, GM1, GM2 y GM3, 

poseen N de 300, 450 y 14000, respectivamente. La misma tendencia se observa 
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cuando el tamaño de la región hidrofílica varía por la cantidad de residuos siálicos 

presentes. La serie GM1, GD1a y GT1b, poseen uno, dos y tres ácidos siálicos y 

consecuentemente N de GM1 es mayor que el de GD1a que es mayor que el de 

GT1b. Además, distintas cantidades de residuos siálicos en la molécula implican 

distinta carga neta, dado que este residuo se encuentra cargado negativamen-

te. Estas diferencias estructurales pueden determinar capacidades de asociación 

distintas con moléculas de interés farmacológico como el Ptx. El impacto de la 

diferencia en composición de ácido siálico en las propiedades de las micelas como 

vehículo de fármacos, no ha sido evaluado y resulta información relevante para el 

diseño de vehículos farmacéuticos. 

Estudiamos las propiedades de micelas de gangliósidos disialos (GD) y trisialos 

(GT) como sistema nanotransportadores de Ptx en comparación con los vehículos 

basados en GM. 

Los resultados revelaron que micelas de CD y GT pueden ser consideradas 

como vehículo para la administración de Ptx, dado que incorporan el fárma-

co Y l)05(€'11 propiedades bioquímicas y farmacéuticas adecuadas. La actividad 

biológica citotóxica in vitro y antiangiogénica en un modelo biológico del fárma-

co vehiculizado en los complejos GD/Ptx y GT/Ptx es equivalente a la actividad 

del fármaco libre o la de la formulación comercial Taxol®. En términos generales, 

micelas de GD y GT tienen propiedades similares a las micelas de GM como 

transportadores de Ptx. Sin embargo, las micelas de GD y GT presentan mejor 

capacidad de carga que los GM, ya que incorporan 4 veces más fármaco. 

En principio esta diferencia significativa en la capacidad de carga podía ser 

atribuida a una mayor repulsión electrostática entre las regiones hidrofílicas de 

dos monómeros adyacentes en las mnicelas de CD. Lo que permitiría que la región 

hidrofóbica acomodase más cantidad de Ptx. Sin embargo, esta explicación no se 

aplicaría cuando uno compara las capacidades de carga de los GD con los GT, 

por lo que las propiedades estructurales presentan limitaciones para explicar el 

comportamiento de algunos sistemas binarios. 

Las interacciones moleculares que se establecen entre los gangliósidos y el Ptx 

en los distintos complejos podrían jugar un papel importante para determinar las 

diferencias observadas en la capacidad de carga del fármaco. 

Propusimos caracterizar las propiedades moleculares de los complejos gan-

gliósidos/fármaco. Seleccionamos dos de los sistemas, por tener capacidad de 

carga significativamente diferente: GM1/Ptx y GD1a/Ptx y evaluamos sus pro- 
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piedades dispersos en agua o en monocapas en la interfaz agua/aire. 

Las propiedades de monocapa de Langmuir de GM1, GD1a, Ptx y sus mez-

clas revelaron que el Ptx interacciona con ambos gangliósidos y que cualquiera 

de ellos estabiliza al fármaco en la interfaz. El Ptx permanece en la interfaz a 

presiones muy por encima (30mN.m') de las presiones que es capaz de sopor-

tar en ausencia de gangliósidos (8 - 1OmN.m 1). Sin embargo, a altas presiones 

laterales de superficie ocurre desorción de moléculas de Ptx. Esto se evidencia 

porque la forma de la isoterma a altas presiones laterales es similar a la isoterma 

del gangliósido puro. Además, la presencia de Ptx en la interfaz está típicamente 

caracterizada por hiperpolarización del potencial de superficie. Esta característi-

ca, no reportada hasta el momento, reveló la presencia de Ptx luego de ciclos 

de compresión en donde el análisis del área molecular reflejaba pérdida total de 

moléculas de Ptx de la interfaz. 

El análisis termodinámico reveló que, la energía libre de exceso de mezcla 

(iC) de monocapas mixtas de GD/Ptx es negativa en todo el rango de propor-

ciones evaluado, mientras que para mezclas GM/Ptx puede ser negativa o positiva 

dependiendo de la proporción. Además la energía de las mezclas con CD fueron 

siempre de mayor intensidad que las de GM, demostrando que el Ptx tiene mayor 

afinidad por GD1a que por GM1. 

Mediante microscopía de ángulo de Brewster (BAM) se determinó que la re-

fiectividad de monocapas mixtas es mayor que la de los films de gangliósidos 

puros o de los films de Ptx, especialmente en el caso de mezclas con CD, lo que 

sugiere un engrosamiento de la interfaz óptica. Por su parrte, los estudios de dis-

persión dinámica de la radiación (DLS) y microscopía electrónica de transmición 

(TEM) de las inicelas cargadas con Ptx revelaron que después de incorporar Ptx, 

las micelas de GD se agrandan mientras que las micelas de GM no. 

En su conjunto las evidencias en sistemas de monocapas y en dispersión de-

muestran que el GD1a tiene mayor y mejor capacidad de asociarse al Ptx que 

GM1, explicando la diferencia de capacidad de carga de Ptx observada entre 

micelas de estos gangliósidos. 

Abstract 

The formulation of hydrophobic active pharmaceutical ingredients for paren-

teral administration is one of the main concerns of the pharmaceutical industry. 

Paclitaxel (Ptx) is an anticancer drug whith low water solubility (< 1g.mL1). 
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The existing commercial formulation, Taxol®, is a solution of 50% castor oil 

(Cremophor EL) and 50 % ethanol. However, Cremophor can cause many unde-

sirable effects, such as hypersensitivity, neurotoxicity and nephrotoxicity. With 

advances in nanotechnology, much effort has been invested in investigating new 

vehicles for Ptx. 

Abraxane® was the first nanotechnology delivery systems for Ptx that was 

approved by the FDA for the treatment of breast cancer in 2005. Abraxane® is 

a nanoparticle albumin binded to Ptx and has greater efficacy and lower toxicity 

than Taxol®. Recently we described a nanocarrier consisting of lipid micelles. 

This system is based on monosialic ganglioside (MG) micelles that incorporate 

Ptx spontaneously. Cytotoxic activity demonstrated that Ptx within MG/Ptx 

complexes micelles possess equivalent biological activity to the free drug and the 

commercial formulation Taxol®. Of all gangliosides studied so far, GM1 or GM2 

micelles shows greater loading capability of Ptx than unilamellar vesicles of GM3. 

These MG differ in the size of its hydrophilic portion owing to their sugar content, 

GM1 four, GM2 three and GM3 two sugars. Hence, differences in structural and 

aggregation properties of different gangliosides determine different drug loading 

capabilities. 

It is known that when the size of the hydrophilic region of ganglioside molecule 

decreases the hydrodynamic radius (RH), increases aggregation number (N) and 
may change the aggregation structures. For example, GM1, GM2 with an N 

of 300, 450 respectively, formed micelles while GM3 with an '-14000 formed 

vesicles. The same trend is observed when the hydrophilic region becomes more 

voluminous by the increase in the number of sialic residues. Thus, GM1 has an N 

greater than GD1a which has two sialic acids, and greater than GT1b which has 

three sialic acids. In addition, different amounts of sialic residues in the molecule 

involve different net charge, since this residue is negatively charged. Structural 

differences that determine the properties of different gangliosides aggregates affect 

loading capacity of a delivery system. Therefore we decided to evaluate the impact 

of the difference in composition of sialic acid in the properties of the micelles as 

drug carrier. In this work we have studied the properties of disialic (DG) and 

trisialic (TG) ganglioside micelles as Ptx nanocarriers compared to MG carrier. 

The results revealed that GD and GT micelles can be considered as a vehicle 

for administration of Ptx, as they incorporate the drug and possess appropria-

te biochemical and pharmaceutical properties. In addition, results demonstra- 
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ted that in vitro cytotoxic activity and antoangiogenic activity of GD/Ptx and 

GT/Ptx complexes are equivalent to the activity of free drug and cornmercial 

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 

drug than GM micelles. 

In principie, the significant difference in loading capacity between DG and 

MG inicelles could he attril)uted to structural differerices in the aggregate. The 

greater electrostatic repulsion between the hydrophiiic regions of two adj acent 

monorners in the micelles of DG, wouid aliow more Ptx to access the hydrophobic 

core. However the sarne trend was not observed between DG and TG loading 

capabilities. The structurai properties have limitations in explaining the behavior 

of sorne binary systems. Molecular interactions established between gangliosides 

and Ptx in different complexes could play an important role to determine the 

differences in the capacity of the drug. Therefore we propose characterize the 

molecular properties of these complexes. 

Wc select two systems with significantly differcnt loading capacity: GM1/Ptx 

and GD1a/Ptx. Molecular interactions and surface properties of GM1, GD1a, Ptx 

and mixtures were evaluated in the water-air interface by Langmuir monolayer 

technique. 

The results showed that the Ptx interacts with both gangliosides stabilizing 

it in the interface. In presence of either ganglioside Ptx is able to reach surface 

pressures well aboye (30mN.m 1) of the pressures is able to withstand in the 

absence of gangliosides (8 - lOmN.m 1). Althoug desorption of Ptx molecules 

from the interface occurs at high lateral pressure. The presence of Ptx in the 

interface always produced a hyperpolarization of the potential surface, either in 

the presence or absence of gangliosides. This feature, not reported so far, revealed 

the presence of Ptx in the interface after compression cycles, when the analysis 

of molecular indicated a total loss of molecules of Ptx from the interface. 

The free energy of mixing CXCCSS (G) of GD1a/Ptx mixed monolayers was 

negative in all the proportions studied, while the energy of GM1/Ptx mixtures 

was negative or positive depending on the ratio. Furthermore the intensity of the 

energy of mixtures with GD1a was always greater than the one of MG. 

Brcwster aiiglc Inicroscopy (BAM) shows that the refiectivity of tilo hlends was 

higher than the films of pure monolayer of either gangliosides or Ptx, especially 

in the case of mixtures with GD1a, suggesting a thickening of the optical interfa- 
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ce. Moreover, dynamic light scattering (DLS) studies and transmission electron 

microscopy (TEM) of Ptx loaded micelles revealed that after incorporating Ptx, 

GD1a micelles are enlarged while GM1 micelles do not. 

Whole 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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Capítulo 1 

Introducción General 

1.1. Cáncer 

Según la Organización Mundial de la Salud (OMS), el cáncer es una de las 

principales causas de muerte en todo el mundo. Las estadísticas indican que en 

2012 causó 8,2 millones de muertes en todo el mundo y casi 62.000 en la Argentina. 

La OMS prevé que las muertes por cáncer sigan aumentando en todo el mundo y 

alcancen la cifra de 13,1 millones en 2030. En Argentina, la Agencia Internacional 

de Investigación sobre el Cáncer (IARC) estimó que en 2012 se produjeron 115.162 

casos nuevos de tumores malignos, lo que nos posiciona en relación al resto del 

mundo, en un nivel de incidencia de esta enfermedad medio-alto [106]. 

El cáncer es un grupo de enfermedades caracterizadas por el crecimiento des-

controlado y la propagación de células anormales. Más de 100 formas distintas 

de cáncer son conocidos, afectando a casi todos los órganos y sistemas del cuerpo 

humano. Durante el transcurso de la vida, las células crecen y se dividen con 

cierta frecuencia para mantener sano el organismo. Algunas veces este proceso 

ordenado se descontrola, formando una masa de tejido que se denomina tumor. 

Las células tumorales tienen anomalías que provocan que se dividan sin control y 

sin orden, que invadan y destruyan el tejido a su alrededor y que puedan entrar 

al torrente sanguíneo o al sistema linfático y diseminarse a otros órganos, proceso 

denominado metástasis [45]. Por su parte, también el microentorno de los tumores 

de un cáncer tiene una fisiología alterada en comparación con los tejidos normales 

[46]. Debido a su proliferación no regulada, las células cancerosas tienen una alta 

tasa metabólica caracterizada por la hipoxia y por privación de glucosa. Para 

cumplir con el requisito de energía adicional tienen mayor glucólisis, lo que crea 

26 



Gradiente de  crecimiento  

Crecirniento—..l--Hipoxia-_..INecrosis 
celular 

Vasculatura anormal 

Vasos 
sanguineos 
normales 

Uniones estrechas 

Presión intra-tumoral 
Sin drenaje 

in atico 
Ausencia de vasos linfáticos  

presión II 

Extravasado de 
fluido y proteínas 

\ 
Pericitos 

1.2. Tratamientos 	 27 

Figura 1.1: Características fisiológicas del tejido tumoral y su vasculatura. Adaptado de Kobayashi y col. [59]. 

un microambiente ácido. La alta tasa metabólica también induce la angiogénesis 

para suministrar nutrientes y oxígeno al tumor. Sin embargo, la vasculatura es 

atípica y desorganizada, con vasos largos y tortuosos. Las uniones entre células 

eiidoteliales tipo gap, también llamadas de hendidura, y los poros de los VSOS 

sanguíneos están agrandados (r -i  200nm). Además, poseen fraccionamiento de la 

membrana basal y revestimiento incompleto de los pericitos. Por su parte, el dre-

naje linfático en el microentorno es deficiente, generando una alta retención de 

líquidos en el tumor [59] (ver Figura 1.1). 

1.2. Tratamientos 

Hay muchos tipos de tratamiento para el cáncer y dependen del tipo de cáncer 

y de qué tan avanzado está. Éstos incluyen cirugía, radioterapia, quimioterapia, 

terapia hormonal e inmunoterapia. Cada una de estas modalidades tiene sus ven-

tajas y desventajas y generalmente es necesaria una combinación de ellas para 

producir resultados más eficaces. La quimioterapia es el tratamiento del cáncer 

con un medicamento antineoplásico o una combinación de varios medicamentos 
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en un régimen de tratamiento estándar. Los agentes de quimioterapia más co-

munes actúan afectando la mitosis o división celular. Pero como la mitosis no 

es un proceso exclusivo de células tumorales las quimioterapias también puede 

dañar células que se dividen rápidamente bajo circunstancias normales, como las 

células en la médula ósea, el tracto digestivo o el folículo piloso. Esto provoca 

efectos secundarios muy variados, que van desde inmunosupresión, mucositis has-

ta alopecia, lo que disminuye notablemente la calidad de vida de los pacientes. 

Los esfuerzos de investigación para mejorar las quimioterapias en los últimos 25 

años han dado lugar a una mejora en la supervivencia del paciente. Sin embargo, 

los altos costos, la baja eficacia y efectos secundarios indeseados son las principa-

les limitaciones de estos tratamientos. Varios fármacos oncológicos más eficaces y 

menos costosos están actualmente en fase de desarrollo. No obstante, se necesitan 

por lo menos 10 años y miles de millones de dólares para descubrir nuevos com-

puestos antineoplásicos con potencial de formularse como medicamento para las 

quimioterapias. Por ello es que los investigadores han puesto énfasis en el desarro-

llo de nuevos sistemas para la administración de fármacos oncológicos existentes 

o nuevos regímenes de administración, que ofrezcan más eficacia y menos efectos 

secundarios, al menor costo posible [69]. 

1.3. Fármacos oncológicos 

El Paclitaxel (Ptx), es un taxano que fue aislado de la corteza de tejo del 

Pacífico Taxus brevifolia en 1968 [122] y, junto con su análogo sintético, Do-

cetaxel (Dtx), están aprobados para uso clínico por la FDA (Food and Drug 

Administration) en el tratamiento del cáncer de mama, de ovario, de pulmón no 

mnicrocítico y de próstata [9, 93]. 

El Ptx es citotóxico y antiangiogénico, ambas propiedades contribuyen a su 

eficacia como agente anticancerígeno. El mecanismo de acción citotóxico está 

relacionado con su capacidad de bloquear el ciclo celular en la fase tardía C2-

mitótica mediante la polimerización de la tubulina. Esta polimerización genera 

microtúbulos muy estables, que impide la dinámica normal de la reorganización 

de la red microtubular, proceso indispensable para completar la mitosis [99]. 

El efecto antiangiogénico puede ser atribuido tanto a la actividad citotóxica o 

citostática sobre células endoteliales, como a la inhibición de la formación de 

capilares y la migración celular. Es más, se ha demostrado que Ptx inhibe la 
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Núcleo de taxano 

Figura 1.2: Estructura química del Paclitaxel. Fórmula molecular: C47H51N014. Peso molecular: 853,90 
g.mL 1. La molécula es insoluble en agua. 

liberación de VEGF y Ang-1 de las células tumorales y aumenta la secreción de 

TSP-1 al microentorno tumoral [10]. 

El Ptx tiene una estructura química muy compleja en la que destaca un esque-

leto hidrocarbonado formado por tres ciclos de 6, 8 y  6 carbonos polisustituido 

con cuatro metilos y ocho funciones oxigenadas, entre ellas, una de ¡3-fenilisoserina 

que esterifica la posición C-13 (Figura 1.2). La molécula posee un total de on-

ce estereocentros. Tiene una baja solubilidad acuosa (menos de 1 pg.mL') lo 

que dificulta su formulación para administración parenteral [9]. Además emergen 

otros problemas importantes, tiene baja tasa de absorción, baja biodisponibilidad 

y problemas de agregación al ser administrados, lo que provoca alta concentración 

localizada y riesgo de embolia en los vasos sanguíneos. 

Se han producido varios derivados del Ptx con la intención de mejorar la 

solubilidad, sin embargo la mayoría de estos derivados solubles tienen menor 

actividad antitumoral. 

A partir de la década de los 90, Bristol-Myers comercializa Taxol® (Bristol-

Myers Squibb, Princeton, NJ), una formulación en la que el Ptx se solubiliza en 

aceite de ricino polietoxilado (Cremophor®) al 50 % (y/y) en etanol deshidrata-

do, para su administración parenteral. A pesar de que su uso está extendido el 

Taxol® presenta varias desventajas toxicológicas, farmacológicas y farmacéuticas. 

Entre ellas se ha descripto que, esta formulación precipita  frente a la dilución con 

el líquido de infusión, y que puede formar precipitados fibrosos durante el almace-

namiento por periodos prolongados de tiempo [41, 1081. Además, el Cremophor® 
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es un solvente orgánico tóxico, que provoca hipersensibilidad, neurotoxicidad y 

nefrotoxicidad por lo que es necesario premedicar con esteroides y antihistamíni-

cos [109, 123]. 

Con el advenimiento de la nanotecnología farmacéutica mucho esfuerzo se 

volcó en la búsqueda de formulaciones alternativas menos tóxicas basadas en 

nanotrasnportadores. 

1.4. Nanotransportadores 

Los nanotransportadores resultan las formulaciones, tecnologías y sistemas 

para el transporte de un compuesto farmacéutico en el cuerpo que debe alcanzar 

de forma segura el efecto terapéutico deseado. 

Un nanotransportador es un vehículo farmacéutico de dimensiones nanométri-

cas. Típicamente están formados por uno o más compuestos organizados que 

pueden almacenar una molécula (le interés, transportarla de manera segura y 

entregarla sin modificar su actividad biológica. 

Se espera que un vehículo farmacéutico ideal tenga las siguientes propiedades: 

1) una alta capacidad de carga, 2) un tamaño inferior a 100 nm, 3) una vida 

media en circulación prolongada y 4) compatibilidad con los entornos biológicos. 

A la vez se busca que el vehículo se acumule en sitios específicos para aumentar la 

efectividad y reducir la toxicidad del tratamiento. Además, por supuesto, debe ser 

suceptible de producirse a gran escala. Cualquier formulación que pueda cumplir 

con estos criterios, presenta grandes potencialidades de llegar a ser utilizada como 

un transportador [114]. 

Los nanotransport adores superan a los sistemas de administración de fármacos 

tradicionales en varios aspectos importantes. Destacándose por: 1) la posibilidad 

de solubilizar en agua compuestos altamente lipofílicos; 2) reducir la toxicidad; 

3) aumentar la circulación media en sangre; 4) aumentar la concentración del 

principio activo en el tejido diana y  5) reducir la dosis. También aportan nuevas 

ventajas, como: 1) proteger al fármaco de la degradación prematura, 2) proteger 

al fármaco del reconocimiento del sistema de resistencia a fármacos, 3) evitar que 

el fármaco interaccione precozmente con ciertos entornos biológicos, 4) permitir 

la administración activa en tipos celulares seleccionados, 5) controlar el perfil far-

macocinético mediante mecanismos de liberación físicos o químicos, 6) permitir 

ser aplicados como agentes de contraste para diagnóstico por imágenes, 7) ser 
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Figura 1.3: Esquema y tamaño de nanotransportadores estudiados para aplicación en quimioterapia contra el 
cáncer 

diseñados para terapias génicas personalizadas [114]. Cabe destacar que, el na-

notransportador diseñado debe superan los obstáculos de la producción y de las 

variables del mercado para llegar a ser comercializado. 

En la Tabla 1.1 se resumen las principales características, ventajas y desventa-

jas de sistemas nanotransportadores. Se puede apreciar que los nanotransporta-

dores pueden ser preparados a partir de una variedad de materiales que incluyen 

polímeros (nanopartículas, micelas, conjugados o dendrímeros), lípidos (liposo-

mas), virus (nanopartículas virales) o compuestos organometálicos (nanotubos) 

[20, 52, 85, 98, 1271. Aunque mucho interés han despertado estos sistemas en 

el área de la investigación de la manipulación de materiales a escala nanométri-

ca muy pocos llegan a cumplir con los requisitos necesarios para ser aplicados 

clínicamente. 

1.4.1. Nanostransportadores de fármacos oncológicos 

Particularmente para cáncer se busca un incremento de la eficacia y disminu-

ción de la toxicidad controlando la biodistribución e incrementando la penetración 

intracelular. Los nanosistemas más estudiados para el desarrollo de medicamentos 

aiitineoplásicos han sido liposornas, nanopartículas, micelas polirnéricas y conju-

gados poliméricos (Figura 1.3). 

Liposomas 

Son vesículas nanométricas formadas por una o más bicapas lipídicas consti-

tuídas por dos filas de lípidos enfrentadas por sus colas hidrofóbicas. El interior 
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Sistema Estructura Ventajas Desventajas Ejemplo 

Partículas 

Matriz 
Polimérica 

Cubierta 
Polimérica 

-Variedad 
Morfológica 
-Funcionalizables 
-Direccionables 
-Degradación 
Controlable 

-Capacidad 
de carga limitada 

-Estabilidad 
por liofilización 

Abraxane 

Albúmnica-Ptx 

Micelas 

Centros 
reservorio + 

Cubierta 
Copolímeros 

en bloque 
anfifílicos 

-Autoensarnblables 
-Solubilizan PA 
hidrofóbicos 
espontáneamente 
-Evitan RES y riñón 
-Funcionalizables 
-Mullifuncionables 
-Direccionables 

-Inestablidad 
frente a dilución 

-Polidispersión 
de tamaño 

Genexol 
(PGA-Ptx) 

	

Polímero lineal -Entrega pasiva 	-Localización 
	

Xyotax 
Conjugados 	con unión 	-Biodegradable 

	
inespecífica 
	

(PGA-Ptx) 
covalente al PA 

Polímero 
sintético 

Monómeros 
Dendrímeros 

	

	hiper- 
ramificados 
emergiendo 
radialmente 
del centro 

-Estables 
-Homogeneidad química 
y estructural 
-Baja Polidisepersión 
-Alta densidad funcional 
-Degradación ajustable 
-Biodistrihución 

-Toxicidad 
-Biocompatibilidad 
reducida 
-Rápida liberación 

PANAM 
MTX[61] 

Vesícula 
Bicapa de 

Liposomas 	fosfolípidos 
encerrando 

espacio acuoso 

-Versátiles 
-Funcionalizables 
-Direccionables 
-Incorporan PA 
de distinta polaridad 
simultáneamente 

-Elaboración compleja 
y costosa 
-Tamaño 
-Estabilidad 
por liofilización 
-Opsonización (RES) 
-Toxcicidad 

Doxcil 
Myocet 

Partículas 
Virales 

Caja 
de proteínas 
de cápside 

viral 

-Autoensamblables 
-Variedad Morfológica 
-Geometría definida 
-Multivaleiites 
-Multifuncionales 
-Direccionables 

-Riesgo de 
respuesta 
inniulie 

HSP-DOX[33] 

-Toxcicidad 
Nanotubos Cilindro hueco -Multifuncionales 	-Insolubles en 

	
NTC-MTX [91 

de Carbono 	Bencenos 	-Multivalentes 	cualquier solvente 
-Bioiiicompatibles 

Tabla 1.1: Ventajas y desventajas de distintos sistemas nanotransportares de fármacos 
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acuoso de estas estructuras brinda la posibilidad de encapsular fármacos de na-

turaleza polar. Por otro lado, las moléculas lipofílicas y anfifílicas se pueden so-

lubilizar dentro de la bicapa lipídica de acuerdo a su afinidad con los fosfolípidos 

(Figura 1.3) [68, 791. 

Los procedimientos actuales de elaboración de liposomas son numerosos y, en 

general, tediosos y largos con resultados no siempre iguales. Además, estos pre-

parados se desestabilizan con bastante rapidez en solución, por lo que deben ser 

conservados liofilizados para evitar la inestabilidad tanto física como química de 

la formulación [22]. Sumado a esto el uso de liposomas para administración endo-

venosa está limitado por la desestabilización que sufren en el torrente sanguíneo, 

relacionada con su interacción con las lipoproteínas de alta densidad (HDL). 

Aunque esta interacción no es totalmente conocida, se sabe que las HDL actúan 

removiendo bicapas lipídicas, lo cual facilita la adsorción de opsoninas que juegan 

un papel importante en el reconocimiento de los liposomas y otras partículas por 

parte de los macrófagos del sistema retículo-endotelial [86]. Esta problemática 

ha conducido al desarrollo de los llamados liposomas "stealth" o estéricamente 

estabilizados, recurriendo al recubrimiento con polímeros hidrofílicos, flexibles y 

biocompatibles como polietilenglicoles (PEG). Estos liposomas pegilados tienen 

mayor vida media en circulación [112]. 

Una amplia variedad de fármacos citostáticos han sido incluidos en liposomas 

y en su mayoría se ha observado disminución de la toxicidad sobre todo para 

las antraciclinas como la doxorubicina (Dox), aunque también se ha observado la 

aparición de nueva toxicidad como la eritrodisestesia palmo-plantar [96, 1271. 

En la tabla 1.2 se presentan algunos ejemplos de formulaciones comercializadas 

basadas en la tecnología de los liposomas con sus principales características, el 

fármaco encapsulado, sus aplicaciones y su status de estudio clínico [69, 931. 

Nanopartícitias 

Las nanopartículas son partículas coloidales sólidas con un tamaño de 10 a 

varios cientos de nanómetros constituidas por polímeros naturales o sintéticos. 

Dependiendo del proceso seguido en su elaboración se pueden obtener dos tipos 

de estructuras: nanoesferas o nanocápsulas. Las primeras tienen una estructura 

tipo matriz, en la que el principio activo se encuentra dispersado y las segundas 

poseen un núcleo de carácter oleoso, que contiene el fármaco, rodeado de una 

cubierta polimérica. Debido a la elevada superficie específica de estos sistemas, el 

fármaco también puede ser adsorbido en su superficie (Figura 1.4) [52]. 



34 	 Capítulo 1. Introducción General 

Formulaciones liposomales 

Nombre Características 	 Fármaco 	 Indicación 	Status 

Doxil® 	Pegilado 	 Doxorubicina 	 Cáncer de 
	

Aprobado 
ovario y mama 
	

(1995) 

Cáncer de 	Aprobado 
Myocet® 	No Pegilado 	 Doxorubicina 	 mama 	Europa y Canadá 

(2000) 

DaunoXome® 	No Pegilado 
	

Daunorubicina 
	

Sarcoma 	Aprobado 
de Kaposi 	 (1996) 

Thermodox® 	Pegilado 
	

Doxorubicina 
	

Carcinoma 	 Fase 
Termosensible 
	

liepatocelular 	Clínica III 

Leucemia 
Marqibo® 	No Pegilado 

	
Vincristina 
	

linfoblóstica aguda 	Aprobado 
negativa para 	(2012) 

cromosoma Filadelfia 

Vesículas 
	

Meningitis 	Aprobado 
Depocyt® 	excéntricas 

	
Citarabina 
	

limifomatosa 	 (2007) 
empaquetadas 

Tabla 1.2: Formulaciones liposomales para fármacos anticancerígenos actualmente aprobadas o en fase de inves-
tigación clínica 
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Nanoesferas Nanocápsulas 

interior 

superficie 

Figura 1.4: Nanopartículas con distinta estructura y ubicación del principio activo. Las nanoesferas son matrices 
mientras que las nanocápsulas Son cubiertas. El principio activo puede estar disperso o encapsulado en el interior 
(le la nariopartícula o adsorl)ido en la superficie. 

Los métodos de preparación de las nanopartículas son muy numerosos. La 

elección del método de preparación depende de las características del material 

formador del sistema y de las características de solubilidad del principio activo 

que se desea incorporar. Las propiedades del material en aspectos como la biocom-

patibilidad, características de degradación, características de liberación deseadas 

para el principio activo son fundamentales a la hora de definir el tipo de aplica-

ción biomédica. La conservación estable de estos sistemas se logra mediante la 

liofilización, siendo necesaria la incorporación de crioprotectores como la trehalo-

sa que impidan la agregación de las nanopartículas durante el proceso, hecho que 

se presenta frecuentemente en las nanocápsulas [52]. 

La primera formulación de nanopartículas, Abraxane® fue aprobada por la 

FDA en 2005 para el tratamiento del cáncer de mama metastásico, en 2012 como 

un tratamiento de primera línea contra cáncer de pulmón de células no pequeñas 

en combinación con carboplatin para pacientes no candidatos cirugía o radiotera-

pia, y en 2013 se aprobó para cáncer pancreático. El Abraxane® usa nanotecno-

logía para combinar Ptx con partículas de albúmina de un tamaño medio de 130 

nm, resultando en nanoesferas que vehiculizan un fármaco hidrofóbico y aprove-

chan el consumo preferencial de albúmina por parte de los tumores. Estudios han 

puesto de manifiesto que la albúmina interacciona con dos proteína. La primera, 

llamada gp60, se localiza en la superficie de las células del endotelio vascular e 

interviene en el proceso de transitosis endotelial permitiendo que las nanoparti-

culas se acumulen en el fluido intersticial que rodea el tumor [24]. La segunda, 

denominada SPARC o BM40 u osteonectina, se encuentra sobreexpresada en la 

superficie de muchas células tumorales [35]. 
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Abraxis Bioscience ha empleado esta misma tecnología para la formulación 

de nanopartículas de albúmina con el fármaco citostático Dtx (ABI-008) y con 

el antibiótico rapamicina (ABI-009) [47]. Un aspecto importante del Abraxane es 

que se puede reconstituir para su administración endovenosa a concentraciones 

de 2-10 mg.mL 1, aproximadamente diez veces más que la concentración a la 

que se puede reconstituir el Taxol® (0,3-1,2 mg.mL'). Esto permite disminuir 

el volumen de inyección y, por lo tanto, el tiempo de administración. Lo que 

elimina la necesidad de pre-medicación con esteroides y disminuye el peligro de 

lixiviación de plastificantes de las bolsas o tubos de infusión [93]. 

Conjugados 

El término conjugado se refiere a macromoléculas híbridas consistentes en 

polímeros enlazados covalentemente a un agente terapéutico. El objetivo perse-

guido con estos conjugados va desde mejorar la estabilidad del fármaco y reducir 

su inmunogenicidad hasta conseguir una biodistribución más adecuada [27, 69]. 

El DHA-paclitaxel o Taxoprexin®  es un nuevo compuesto formado por unión 

covalente del ácido graso natural docosahexaenoico (DHA) y el paclitaxel. Este 

conjugado fue diseñado para funcionar como un profármaco y acumularse prefe-

rentemente en el tejido tumoral. El DHA-paclitaxel es preparado en un vehículo 

que contiene 80 % menos de Cremophor® y etanol que la formulación estándar de 

Taxol®. Puede ser reconstituido en dextrosa al 5 % a una concentración máxima 

de 8 mg.mL' y administrarse por vía intravenosa durante 2 horas cada 21 días. 

Sin embargo, debido a la presencia de Cremophor®, esta formulación también 

requiere una pre-medicación COfl esteroides y antihistamínicos, así como tubos y 

sistemas de filtración libres de policloruro de vinilo (PVC) [125]. 

Polyglumex-paclitaxel (CT-2103; Xytotax®) es otro conjugado postulado para 

aumentar la solubilidad de los fármacos hidrofóbicos, aumentar la permeabilidad 

al tumor y la retención del Ptx, reducir al mínimo la exposición del tejido nor-

mal al principio activo libre y evadir las bombas de eflujo de múltiples fármacos 

a través de la captación tumoral por pinocitocis. Polyglumex-paclitaxel es una 

macromolécula que consiste en un polímero de ácido glutámico, un aminoáci-

do de origen natural, biodegradable, soluble en agua que contiene 37 % de Ptx. 

Cuando está unido al polímero el Ptx es inactivo, lo que permite proteger los 

tejidos sanos (le la toxicidad del fármaco [93]. Es removido del polímero por una 

proteasa lisosomal, catepsina B, sobre-expresada en muchos tumores [83]. A dife-

rencia de la formulación estándar de Ptx, la preparación clínica de polyglumex- 
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paclitaxel no contiene el vehículo tóxico Cremophor®, debido a la capacidad del 

ácido poliglutámico para mantener en estado soluble a moléculas altamente hi-

drofóbicas. Esto se traduce en tiempos de infusión más cortos y eliminación de 

la pre-medicación con esteroides y antihistamínicos. Estudios farmacocinéticos 

en humanos son consistentes con exposición prolongada del principio activo en 

el tumor y exposición sistémica limitada [19, 1021. Este conjugado está siendo 

evaluado clínicamente para tratamiento contra cáncer de mama metastásico [88]. 

Micelas poliméricas 

Las micelas son sistemas con una estructura tipo reservorio en donde se dis-

tingue un núcleo generalmente hidrofóbico y una superficie hidrofílica. Estos sis-

temas pueden ser utilizados para la solubilización, estabilización y liberación de 

numerosos fármacos de mayor o menor complejidad estructural. Las propiedades 

funcionales de las micelas formadas a partir de copolímeros anfifílicos las convier-

ten en sistemas ideales para la encapsulación y liberación (le fármacos de carácter 

hidrófobo. Los copolímeros dibloque anfifílicos están constituidos por al menos 

dos regiones de naturaleza química diferente que sufren una separación de fases 

como consecuencia de la asociación de las cadenas en solventes que selectivamen-

te disuelven uno de los bloques. Durante el proceso de micelización los bloques 

hidrofóbicos se asocian, para formar un núcleo, en ci que se asocia el fármaco, 

mientras que los segmentos hidrofílicos se sitúan entre el núcleo y el medio acuoso 

externo (Figura 1.5). La concentración de anfifilo a la cual se forman las mice-

las se denomina concentración micelar crítica (cmc), está dada por la estructura 

química del anfiflio y está asociada con la integridad del reservorio en solución 

[2]. 

Existe un gran interés en el uso de las micelas poliméricas como portadoras de 

fármacos como lo demuestran Adams [2] y Duncan [27]. En sus revisiones señalan 

que los tres grandes grupos de polímeros que forman el núcleo hidrofóbico son 

los poli L-aminoácidos, los poliésteres o los polioxipropileno, en combinación con 

polioxietilenos como copolímero hidrofílico. 

Algunas de las propiedades que destacan a las micelas como buenos sistemas 

de administración de fármacos son: 

• El aumento de la solubilidad en agua de un fármaco hidrofóbico, mejora 

su biodisponibilidad; reduce su toxicidad y otros efectos adversos, aumenta 

su permeabilidad a través de las barreras fisiológicas y produce cambios 

sustanciales y favorables en la biodistribución del fármaco [112]. 
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Figura 1.5: Equilibrio dinámico de copolímeros dibloque en agua. Los unímeros anfipáticos se autoagregan 
espontáneaniente. 

• La protección del fármaco contra hidrólisis o degradación enzimática gracias 

a la cubierta hidrofílica que lo separan del ambiente acuoso externo. 

• El aumento de la vida media en circulación del fármaco evadiendo mecanis-

mos fisiológicos normales de eliminacón. Por un lado las micelas tienen un 

peso molecular del orden de 106  Da por lo que no son filtradas por riñón [52], 

y por otro la cubierta hidrofílica impide fenómenos indeseables como agre-

gación inter-micelar, adhesión, fusión con glóbulos rojos o reconocimiento 

por los macrófagos del sistema retículo endotelial (SRE). El PEO es uno de 

los polímeros más aplicados para conseguir cubiertas hidrofílicas, no solo en 

micelas sino también en otros sistemas como los liposomas pegilados men-

cionados anteriormente. El PEG minimiza la adsorción de proteínas a las 

superficies debido a que disminuye la energía libre interfacial con el agua, 

eleva la hidrosolubilidad, aumenta la movilidad por lo que mejoran la bio-

compatibilidad de numerosas substancias extrañas [62, 64, 1281. Las micelas 

poliméricas que hacen uso de esta estrategia construyen la región hidrofíli-

ca del polímero con PEG, como por ejemplo el Genexol-PM que transporta 

Ptx encapsulado en micelas de un polímero anfipático dibloque de ácido 

polilactico (PLA) y PEG (PLA-PEG). Este nanomedicamente está aproba-

do para tratamiento contra cáncer de mama en Europa y Korea [89, 93] y 

en fase II de estudios clínicos para cáncer avanzado de pulmón de células 

no pequeñas [4]. Finalmente cabe destacar que, al aumentar la vida media 

en circulación las micelas permiten reducir dosis, volúmenes y tiempo de 



1.4. Nanotransportadores 	 39 

inyección. 

• El direccionamiento pasivo al tumor por efecto de la permeabilidad y reten-

ción aumentadas que ocurre en el microentorno tumoral. El tamaño habitual 

de las micelas varía entre 20-50 nm, lo que les permite pasar a través de 

los capilares defectuosos que alimentan los tejidos tumorales [112]. Por otro 

lado, el pequeño tamaño de las micelas poliméricas permite la esterilización, 

relativamente sencilla, por filtración [52, 891. 

• Las micelas poliméricas pueden ser funcionalizadas y direccionadas. Además 

de la posibilidad de este direccionamiento pasivo debido a su tamaño, las mi-

celas pueden unir químicamente moléculas destino-específicas en su superfi-

cie, como anticuerpos específicos [60] o ligandos de receptores de membrana 

sobre-expresados en tumores como ácido fólico [126] o proteínas de cubierta 

de fagos [121]. Las micelas son tan versátiles que pueden ser diseñadas con 

sistemas de activación mediados por cambios en el pH del medio ambiente 

[37] o por temperatura [13]. Tales modificaciones ofrecen control sobre la 

tasa de liberación y ubicación del fármaco y la integridad de la partícula. 

• La versatilidad de las micelas permiten que se utilicen para distintas vías 

(le administración. Se han descripto formulaciones basadas en micelas po-

liméricas para aplicaciones de uso parenteral [103], oral [81], nasal y ocular 

[94]. 

Los métodos más frecuentemente utilizados para la inclusión de fármacos 

en micelas son: la disolución directa, diálisis, emulsión aceite-agua, conjugación 

química, complej ación y diversos métodos de evaporación del disolvente. Por otra 

parte, dependiendo del método utilizado, la carga del fármaco se puede realizar 

durante la micelización o posteriormente [52]. 

Las micelas poliméricas típicamente poseen eme bastante menores (crnc 

10 6M) que las micelas preparadas de detergentes convencionales (cmc 10 3M) 

[52]. Sin embargo, uno de los principales obstáculos que retrasa la aplicación 

clínica de los sistemas micelares de administración de fármacos es la capacidad 

de conservar su integridad frente a la diluciú en la vía endovenosa. Además, 

aunque no se puede descartar del todo el riesgo de repuesta inmune no deseada o 

toxicidad, por su sencillez y versatilidad en cuanto a preparación y componentes 

empleados, las micelas son consideradas hoy en día como los nanomedicamentos 

con mayor potencial en clínica a corto plazo [107, 1331. 
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Algunas de las formulaciones que se encuentran en estudios clínicos avanzados 

para la terapia de diferentes tipos de cáncer con resultados prometedores se deta-

llan en la Tabla 1.3. Los taxanos, como el Ptx, debido a su naturaleza hidrofóbica 

y a su muy baja solubilidad en agua son algunos de los candidatos ideales para 

ser formulados mediante esta herramienta. 

Nombre 
Copolímero 
de Bloque 

Principio 
Activo 

Diámetro 
(mm) Cáncer 

Fase 
Clínica Ref. 

NK012 PEG SN-38 20 Mama II [82] 
PG1u(SN-38) 

NK105 PEG Paclitaxel 85 Estómago II [110] 
P (aspartato) 

SP 1049C Plurónico 
L61 y F127 

Doxorrubicina 22-27 Adenocarcinoma 
de esófago, 

ullión estómago 

III [23] 

NC-6004 PEG Cisplatino 30 Tumor 
sólido 

1 / II [124] 

Mama II [56]  
PEC Pancreático II 05] 

Generxol-PM P(D,L-láctico) Paclitaxel 20-50 Pulmón TI [57]  
Ovario 1 / II [58]  

Tabla 1.3: Micelas poliméricas en distinta fase de estudios clínicos. Adaptado de Oerlemans y col. [891. 

Cabe mencionar también, que se encuentra en fase III de estudios clínicos para 

el tratamiento de cáncer ovárico una formulación (Paclical), que vehiculiza Ptx en 

micelas no poliméricas. Esta tecnología a partir de vitamina A, en una plataforma 

denominada XR-17, ha sido recientemente suscripta para su aprobación para 

comercialización en Europa [118, 119]. 

1.5. Termodinámica de micelas 

Las moléculas anfipáticos o anfifilos presentan una porción hidrofóbica y otra 

hidrofílica (Figura 1.6 A). La dispersión de un anfifilo en agua implica que molécu-

las de agua se estructuren alrededor de la región hidrofóbica a costa de perder 



1.5. Termodinámica de micelas 	 .41 

A 

Cabeza ¡polarøS 

Cola apolar 

Moléculas de 

ol5  Ø 9,3W 

B 

Figura 1.6: Efecto hidrofóbico. A) ácido graso con cadena hidrocarbona rodeada de moléculas de agua altamente 
ordenadas. B) Al agruparse en micelas reducen al mínimo la exposición de las regiones apolares al agua, mini-
mizan la cantidad de moléculas de agua ordenadas y maximizan la entropía del sistema. La energía generada al 
liberar las moléculas de agua inmovilizadas estabiliza las micelas. 

los puentes hidrógenos con los que interaccionan con otras moléculas de agua en 

el seno del líquido (Figura 1.6 A). Cuando los anfifilos se agrupan el área super-

ficial hidrofóbica expuesta al agua es IflCflOF, por lo que se "liberan" moléculas de 

agua y el sistema adquiere más desorden, disminuyendo la energía libre (Figura 

1.6 B). Así, la formación de micelas en agua (Figura 1.6 C) es impulsada por 

la disminución de la energía libre del sistema debido a la remoción de fragmen-

tos hidrofóbicos del ambiente acuoso y el re-establecimiento de la red de puentes 

hidrógeno en el agua. La ganancia adicional de energía resulta de la formación 

de uniones de Van der Waals entre los bloques hidrofóbicos en el núcleo de las 

micelas [54]. 

Es bien sabido que las moléculas anfifílicas tienen propiedades surfactantes. De 

hecho cuando se agregan pequeñas cantidades al agua, disminuye progresivamente 

la tensión superficial a medida que aumento la concentración del anfifilo. Esto 

se debe a que las moléculas migran espontáneamente hacia la superficie libre 

del líquido, organizándose en una monocapa, que determina dos dominios: uno 

hidrofóbico y otro hidrofílico (Figura 1.7). 

La tensión superficial ('y) de la solución está dada por 

Donde 'y es la tensión superficial del agua y ir es la presión de superficie de la 

monocapa de anfifilo, cuando las moléculas están en equilibrio con las moléculas 

en el volumen de la solución. 

El agregado progresivo de moléculas a la solución disminuye la tensión super- 
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Figura 1.7: Tensión superficial en función de la concentración de anfifilo. A baja concentración las moléculas 
migran a la superficie libre del líquido disminuyendo la tensión superficial (B), hasta tina concentración crítica 
(c*) donde la densidad de moléculas en la superficie no puede aumentar más, los anfifilos deben organizarse en 
el seno de la solución (C), y la tensión superficial permanece constante. 

ficial hasta una concentración c' en la que la densidad del anfifilo en la monocapa 

no puede aumentar más (Figura 1.7 C), la superficie de la solución está totalmente 

ocupada por moléculas. 

A partir de c, 'y no cambia, y los anfifilos deben organizarse de otra manera 

para obtener una interfaz en el volumen de la solución. Esto se logra mediante 

la autoagregación supramolecular en estructuras en donde las moléculas una a 

lacio de las otras exponen su lado Iiidrofílico hacia el agua y ocultan el lado 

hidrofóbico del agua, formando así dominios hidrofóbicos dispersos en una fase 

continua acuosa (Figura 1.7). Nuevamente las moléculas que participan de los 

agregados están en equilibrio con moléculas libres (unímeros) en el volumen de 

la solución, o, en términos termodinámicos, la energía libre de la fracción molar 

de los anfifilos 110 asociados (X1) es igual a la energía libre de la fracción molar 

de los anfifilos agregados (XN) con N cantidad de moléculas [104]: 

[L 	+ 	
In () = 

ii + RT In Xi 	 (1.2) 

Los términos entálpicos, representados por los potenciales químicos de los 

agregados (p.) y de los uiiíineros 	están relacionados con las interacciones 

entre moléculas del anfifilo o moléculas de solvente. El término entrópico está 

relacionado con las posibles configuraciones del sistema. 
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La ecuación de la energía libre puede expresarse en términos de la función de 

distribución de las moléculas en estructuras con número de agregación N: 

XN = N IX, exp (1.3) 

Algunas observaciones se desprenden de esta expresión. Primero, los agregados 

se forman solo cuando 4 < 	, de otra forma el signo negativo del exponen- 

cial haría XN  muy pequeño en relación a X1, y el estado no asociado sería el 

favorecido. En otras palabras, la agregación debe aportar ventajas energéticas al 

sistema. 

Segundo, XN aumenta abruptamente cuando f(X1, , / 4) alcanza 1, este es 

el caso cuando X1  alcanza el siguiente valor: 

 

111 MN 

	

Xj' =exp( 	
) 

	
(1.4) 

Desde este punto en adelante, cualquier molécula incorporada en la solución 

poblará XN, dejando a X casi sin cambios. De hecho, un aumento importante 

en X1  por encima de X difícilmente ocurra en presencia de una condición de 

asociación más probable. Una disminución significativa de X1  por debajo de X 

llevaría la f(X1, j-, i4) por debajo de la unidad, favoreciendo la población de 

unímeros X [6]. 

El valor de X es equivalente a la cmc para el caso de los anfifilos que for-

man micelas. Para anfifilos que forman otras estructuras distintas de las micelas 

en solución acuosa la cmc es la concentración de agregación crítica, que es la 

concentración a la cual se comienzan a forman los agregados. 

cmc = = exp ( í—/4) o 
(1.5) 

La cmc está determinada por el balance hidrofílico Imidrofóbico de la molécula 

de anfifilo, uno tendiendo a aumentar, el otro a disminuir, su valor. La cmc y las 

características estructurales de los agregados dependen de los mismos parámetros, 

como por ejemplo la forma y profundidad del /4 , que está relacionado con las 

características hidrofóbicas e hidrofílicas del anfifilo. Estos parámetros gobiernan 

las interacciones entre las moléculas de soluto y las de solvente. 

	

La evaluación del término -Ap  = 	- /4 de la expresión 1.5, como la 

energía ganada por la asociación, permite la estimación del valor de la cmc para 
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un anfifilo dado y sus posibles modificaciones en función del cambio en las ca-

racterísticas hidrofílicas-hidrofóbicas de la molécula. Una contribución negativa 

a 	, favoreciendo la agregación, estará dada por cualquier arreglo que tienda a 

evitar los contactos desfavorables entre el solvente y la regiones hidrofóbicas. Con-

tribuciones positivas a j4. provendrán de los contactos de residuos en la interfaz, 

aumentadas por la repulsión de las cabezas polares (efectos de carga, estéricos e 

hidratación). 

De acuerdo a Tanford [111], la parte atractiva Ají, AMA, puede estimarse a 

partir de la energía ganada al remover una cadena hidrocarbonada del solvente 

acuoso. Teniendo en cuenta que los grupos —CH3  terminales de las cadenas de 

los lípidos aportan -2100 cal.mol' y los CH2  -700 cal .mol. Por lo tanto para 

un anfifilo con una cadena hidrofóbica con n átomos de carbonos 

—2100 - (n - 2) . 700• cal.mol' 	 (1.6) 

La parte repulsiva de Ap, LLLR, es difícil de evaluar a partir de considera-

ciones generales sobre la estructura del anfifilo, porque las variables estéricas, de 

hidratación y de carga que intervienen en la interacción entre cabezas polares no 

están bien establecidas. Sin embargo, una enunciación muy simple puede ayu-

dar a sobrepasar esta dificultad. Los contactos entre los residuos de los dominios 

hidrofílico e hidrofóbico en la interfaz tienden a obstaculizar la agregación, lo 

que reduce la energía ganada por la asociación. La dimensión de esa interfaz por 

molécula está influenciada por la repulsión entre cabezas polares. Se podría decir 

que, una vez que el agregado se ha formado, el área efectiva I)01 molécula en la 

interfaz, a0 , es el resultado de esas interacciones, sin necesidad de profundizar en 

la esquematización. La contribución repulsiva es proporcional a a0  via una cons-

tante que tiene la dimensión de la tensión superficial y un valor que cae entre 20 

y 50 erg/cm' (29-72 cal/mol.Á2 ) [49]. 

Las dificultades para evaluar el Ap 110 quedan todavía totalmente resueltas 

considerando la estructura de agregación. La optimización de la configuración 

energética del sistema anfifilo-agua también depende de Lt. 

Como no hay una forma simple, más que la geométrica, para esquematizar la 

parte repulsiva de AM, se ha propuesto un modelo geométrico para describir la 

organización de los unínieros en agregados. Las consideraciones termodinámicas y 

los requerimientos descriptos hasta el momento han sido resumidos y traducidos 

en términos geométricos. 
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Hay algunas reglas simples de empaquetamiento de un anfifilo en agregados. 

Por un lado, excepto por la rugosidad de la superficie, no puede haber agua dentro 

del dominio hidrofóbico, por lo que la dimensión de un agregado no puede exceder 

el largo de dos regiones hidrofóbicas. Y, por otro lado, la cabeza polar necesita 

contacto con el agua. 

En el marco del modelo de las "fuerzas opuestas" [111] las fuerzas hidrofóbicas 

y tensiones de superficie se resumen en una interacción atractiva actuando en la 

interfaz cadena hidrocarbonada- agua y fuerzas repulsivas entre cabezas polares, 

debido a efectos electrostáticos, de hidratación o estéricos que se suman a las 

interacciones repulsivas que, en el caso de cabezas polares pequeñas, actúan en 

la misma interfaz. Por lo tanto hay dos fuerzas opuestas en dicha interfaz, una 

tendiendo a aumentar, otra a disminuir el área interfacial por cabeza polar ex-

puesta a la fase acuosa: ambas encuentran un balance que corresponde a un área 

superficial óptima a0, que se asume es el área de interfaz que ocupa un unímero 

en el agregado. 

Siguiendo estas -observaciones se puede trazar unas pautas de empaquetamien-

to basadas en constricciones geométricas [51]. La región ocupada por la molécula 

del anfifilo dentro del agregado puede caracterizarse con tres parámetros: el volu-

men efectivo ocupado por la cadena hidrofóbica V, la longitud máxima efectiva 

de la cadena l, y el área efectiva de la cabeza hidrofílica en la interfaz del agre-

gado con el medio circundante a0  Figura 1.8. Los tres parámetros se relacionan a 

través del llamado parámetro crítico de empaquetamiento P = V/aol, el cual to-

ma valores límites de 1/3 para un verdadero cono y 1 para un cilindro. Vesículas, 

liposomas y en general estructuras tipo membrana se forman cuando 1/2 < P < 1 

y micelas cuando 1/3 < P < 1/2. Valores de P más altos identifican micelas más 

grandes y asimétricas (Figura 1.8) [50]. 

La facilidad de evaluar AMA  en relación a LLR, se traduce acá en el hecho de 

que mientras 1 y V se pueden calcular con buena aproximación una vez que se 

conoce la estructura química de la porción hidrofóbica, el área interfacia.l a0  es 

una propiedad de los unímeros en el estado agregado, y es la resultante del set 

completo de interacciones que están ocurriendo entre ellos. 

Un poco más de ambigüedad en la evaluación de a0  surge cuando las interac-

ciones repulsivas entre las cadenas de lípidos, o entre cabezas polares considerando 

su extensión, carga y ramificaciones, son tenidas en cuenta. Como una esquema-

tización detallada es casi imposible, la resultante dentro del marco de modelo, es 



46 	 Capítulo 1. Introducción General 

Parámetro de 
empaquetamiento 	Forma de la molécula 	Agregado 

   

P< 1/2 Cono Micela 

   

1/2< P<  1 Cono 
truncado 

Vesícula 

P 1 	Cilíndrica 
1 U 

 

La melar 
Cúbico 

4) 

Cono 	-, 
p >1 	truncado 	/ 

invertido 
 

 

Micela 
invertida 

Figura 1.8: Parámetro crítico de empaquetamiento (P), forma de la molécula de anfifilo y estructura de agregación 
asociadas. Volumen efectivo ocupado por la cadena hidrofóbica V, longitud máxima efectiva de la cadena l, y 
área efectiva de la cabeza hidrofílica en la interfaz del agregado con el medio circundante ao, que definen a P 
como P = V/aol 

que la superficie donde las fuerzas opuestas actúan no se puede asumir como el 

límite entre la región hidrofóbica-hidrofílica, sino más bien una superficie dentro 

de una distancia D por debajo y por encima de la interfaz, de acuerdo a si preva-

lecen las fuerzas repulsivas de la cola o la cabeza del lípido [50]. En cualquier caso 

un área de superficie interfacial óptima a0  puede ser definida y calculada a poste-

riori de conocer las propiedades físicas de los agregados, o estimada a priori con 

algunas consideraciones razonables o por comparación con moléculas similares. 

Hemos visto que el comportamiento físico de los anfifilos en solución depende 

de la extensión y el balance hidrofóbico-hidroffiico, resumido en términos ter-

modinámicos en muchas de las expresiones descriptas previamente. Diferentes 

aspectos de ese comportamiento están muy relacionados. Por ejemplo, una ca-

racterística hidrofílica fuerte en comparación con la hidrofóbica, se verá reflejada 

en una alta eme y en un número mayor de unímeros libres con una alta tasa 

de recambio al estado de agregación constituido por pequeños agregados cuasi-

esféricos de mucha curvatura. Cualquier cambio en las características hi(lrofóhiCaS 

o hidrofílicas afectará estas propiedades con cierta consistencia en la tendencia 

[104]. 
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*fosfocol/na 	ESFINGOMIELINAS 
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Figura 1.9: Esfingolípidos. La ceramida, formada por la unión de esfingosina y un ácido graso, constituye la 
región hidrofóbica común de los esfingolípidos. La región hidrofílica varía para los distintos esfingolípidos. Las 
esfingomielinas poseen fosfocolina, los cerebrósidos poseen monosacáridos y los gangliósidos poseen oligosacáridos 

Lo expuesto señala que, la forma y tamaño de los agregados micelares depen-

den de la geometría molecular de las moléculas de tensioactivo que lo constituyen. 

Pero también las condiciones de la solución como la concentración de tensioac-

tivo, temperatura, pH, y fuerza jónica afectan las propiedades de agregación. El 

control sobre las formas da una posibilidad de manipular la arquitectura de las 

nanoestructuras. De esta manera, se pueden desarrollar sistemas funcionales para 

una amplia gama de aplicaciones tecnológicas en diferentes campos de la ciencia 

[25]. 

1.6. Gangliósidos: lípidos anfipáticos 

Los gangliósidos son lípidos altamente anfipáticos. La región hidrofóbica está 

constituída por la ceramida formada por una doble cola hidrofóbica, común a 

todos los esfingolípidos de esfingosina, y un ácido graso (Figura 1.9). La región 

hidrofílica está compuesta por carbohidratos, que incluye al menos entre uno y 

cuatro monosacáridos y entre uno y cuatro residuos de ácido siálico (Figura 1.10). 

Así estos glicolípidos complejos son reconocidos por ser ácidos, solubles en agua 

y pobremente dializables [1]. 

La cadena de oligosacáridos de los gangliósidos es variable en estructura, con-

tenido, secuencia, y conexiones de los azúcares. Esto hace que los gangliósidos 

formen una familia muy grande de compuestos que se sintetizan a través de la 

adición de monosacáridos en un proceso paso a paso, por medio de glucosiltrans-

ferasas y sialiltransferasas (Figura 1.10). 
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Estos lípidos se encuentran en grandes cantidades en las membranas de célu-

las eucariotas, particularmente en los tejidos del sistema nervioso. La ceramida 

está inserta en la capa externa de la bicapa con la voluminosa cabeza polar 

sacárida protruyendo al medio extracelular [105]. Los gangliósidos influyen en la 

dinámica funcional de las membranas celulares de varias maneras: contribuyen a 

la rigidez de las membranas, están implicados en la transferencia de información 

entre las células vecinas o entre las superficies de células y el medio extracelu-

lar (neurotransmisores, hormonas) y modulan el crecimiento celular mediante la 

regulación de procesos de proliferación y maduración [44]. Por otro lado, estos 

glicoesfingolípidos se unen específicamente a virus y diversas toxinas bacterianas, 

tales como la botulínica, tetánica y colérica, y median las interacciones entre los 

microbios y las células huésped durante las infecciones [32]. 

Además de estas funciones endógenas, se ha observado que los gangliósidos ad-

ministrados exógenamente poseen actividad biológica. Varios reportes han sugeri-

do que los gangliósidos podrían exhibir una actividad antioxidante, en particular 

sobre la peroxidación lipídica. Hay evidencias de que esta actividad antioxidante 

sería a través de cambios en la fluidez de la membrana y la estabilización de la 

misma [7, 117]. 

En la Figura 1.11 se puede ver en detalle la estructura de la cadena de oh-

gosacáridos de la serie de gangliósidos estudiados en este trabajo, GM1, GD1a, 

GD1b y GT1b. 

1.6.1. Agregación de gangliósidos en solución 

Como ya se mencionó anteriormente por su carácter anfifílico los gangliósidos 

en solventes acuosos se organizan en estructuras en las que se distinguen dominios 

hidrofóbicos e hidrofílicos. La extensión y conexión entre estos dominios depende 

principalmente de la concentración. Limitaremos la descripción de las propiedades 

de agregación de soluciones de gangliósidos muy diuídas, donde las propiedades 

termodinámicas simples describen en detalle el fenómeno de agregación [104]. 

Los gangliosidos tienen un carácter hidrofílico grande comparado con otros 

lípidos, que aumenta progresivamente a medida que aumenta la complejidad de 

la cabeza polar a lo largo de la serie de moléculas en la que se adicionan anillos 

de azúcar de forma extendida o ramificada. (Figura 1.12) 

Como el balance hidrofílico-hidrofóbico es la resultante de la competencia 

entre dos requerimientos opuestos muy fuertes, cualquier variación en esos reque- 
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Figura 1.10: Vías de biosíntesis de los gaugliósidosas más comunes. Las flechas negras indican la actividad de sia-
losiltransfcrasas que incorporan ácido N-Acetilneuroaniínico; las flechas grises la actividad de glucosiltransferasas 
que incorporan azúcares. 
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Figura 1.11: Los cuatro principales gangliósidos de cerebro de mamíferos y aves comparten el mismo núcleo 
tetrasacárido neutro (Gal /31-3 /31-3 Ga1NAc /31-4 Gal /31-4 Glc) unido a la ceramida, con distintos números y 
posiciones de enlace de ácido siálico. En color amarillo: Gal/GaINAc; azul: Glc y púrpura: NéuAc. Los porcentajes 
molares son respecto al total de gangliósidos de cerebro humano [100] 
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1 
PC GM3 GM2 GMI GD1a 	GDIb GT1b 

Figura 1.12: Representación esquemática del grupo polar de distintos gangliósidos. Aumento progresivo del 
volumen ocupado por la cadena oligosacárida, debido al aumento en la complejidad estructural. La colina, que 
es el grupo polar más grande de los fosfolípidos, se muestra a la derecha para comparar con las cadenas de los 
glicolípidos. La región hidrofóbica no está representada [105]. 

rimientos afectará el comportamiento de agregación. 

Dentro de la serie de gangliósidos GM3, GM2, GM1, GD1a, Ga1NAc-GD1a, 

GD1b, GD1b-L y GT1b (Figura 1.10 y  1.12), todos comparten la misma región 

hidrofóbica pero exhiben diferentes cabezas polares (Figura' 1.12), por lo que las 

propiedades geométricas de agregación pueden atribuirse cualitativamente a la 

región hidrofílica. De hecho, diferentes gangliósidos dentro de un agregado ne-

cesitan un área interfacial lo suficientemente grande para acomodar las cadenas 

oligosacáridas y su agua de hidratación. Cuanto mayor es el área interfacial nece-

saria, más pequeño es el agregado y menor el número de agregación. Por lo tanto 

las propiedades de agregación de los gangliósidos en solución pueden utilizarse 

para revelar pequeños cambios conformacionales [104]. 

La Tabla 1.4 muestra los parámetros físicos-químicos de diferentes gangliósidos 

deducidos a partir de resultados de dispersión dinámica y estática de la radiación, 

realizados a partir de soluciones muy diluidas [14, 104, 1051. Las dimensiones 

hidrofóbicas de los anfifilos se calcularon de acuerdo a lo sugerido por Tanford 

[111] y las consideraciones específicas son una longitud de cadena l = 26,64Á y un 

volumen V = 965Á3. El valor de l fue utilizado como parámetro para evaluar el 

área a0  de acuerdo al modelo geométrico de Israelachvili [51], mientras que el largo 

de semieje menor del core de micelas globulares en la simulación hidrodinámica 

se asumió como 1 = l. 0,8 = 18,91Á. La extensión de la capa hidrofílica fue 

evaluada de acuerdo a Maggio [74], por ejemplo 4Á por cada residuo de azúcar 

en la cadena lineal, reducido por un factor de flexibilidad de 0,68. 

En principio, la extensión de la doble cadena hidrofóbica debería conferir a los 

gangliósidos la posibilidad de formar bicapas. De hecho GM3, el de menor cabeza 

polar de la serie (Figura 1.12) forma vesículas, aunque distintas a las clásicas 
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Azúcares 

PM 

(Da) Agregado N 

PMa  

(KDa) 
RH 
(Á) 

a0  

(Á2) 

GM3 3 1195 vesículas 14000 16700 r250 r80 

GM2 4 1398 micelas 451 630 66 92 

GM1 5 1560 micelas 301 470 58.7 95.4 

GD1a 6 1851 micelas 226 418 58 98.1 

GD1b 6 1851 micelas 170 311 52 100.8 

GT1b 7 2142 micelas 176 377 53.2 100.8 

Tabla 1.4: Parámetros físico-químicos de distintos gangliósidos: cantidad de azúcares en la cabeza polar, l)CSO 
molecular del unímero (PM) en Daltons (Da), estructura de agregación, número de agregación (N), peso 
molecular del agregado (PM.) en kiloDaltons (KDa), radio hidrodinámico (RH) en Angstrom (A) y área de 
superficie interfacial del unímero en el agregado (ao) en Angstrom cuadrados (A 2 ) 

vesículas de fosfolípidos. Una particularidad de las vesículas de gangliósidos es 

que se forman espontáneamente, sin necesidad de energía externa adicional (so-

nicación, cambios de pH, etc.). Este comportamiento se debe a una propiedad de 

las bicapas, la curvatura. La curvatura determina si esa bicapa puede curvarse 

lo suficiente para formar una vesículas. Dicho en otras palabras, para que se for-

me una vesícula en agua la organización (le los unímeros debe tener la suficiente 

"elasticidad" para ofrecer opciones de curvatura que posibilite una esféra hueca 

con paredes de lípidos organizados en bicapas. El balance hidrofílico-hidrofóbico 

de los gangliósidos permite estructurarse en bicapas con la curvatura suficiente 

para formar una estructura globular espontáneamente, lo cual no sucede en las 

bicapas de fosfolípidos [105]. 

Para gangliósidos de mayor complejidad que el GM3 el papel que juega la 

región hidrofílica de la molécula es sumamente importante. Desde GM2 a GT1b, 

la cabeza polar está tan extendida que a pesar de la presencia de una doble cola 

hidrofóbica, estos gangliósidos forman micelas y no vesículas [14]. 

La teoría de autoagregación de anfifilos hidrocarbonados de Israelachvili [50] 

permite calcular el parámetro de empaquetamiento a partir de las dimensiones (le 

la molécula de glicoesfingolípido y otras características termodinámicas de los au-

toagregados. Aplicando los principios que establece dicha teoría Maggio y col. [71] 
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predijeron que la estructura autoensamblada permitida para GM1, GD1a, GD1b 

o GT1b a pH 5.6 correspondería a la micelar, es sus diferentes tipos (esférica, 

globular, elipsoidal o cilíndrica). En cambio, para los gangliósidos GM3 y GM2, 

los datos predicen que las estructuras formadas serían vesículas de bicapas con 

las cadenas hidrocarbonadas muy tensionadas. Sin embargo, esta estructura no 

sería posible debido a que el largo de la cabeza polar es mayor que el radio interno 

de la vesícula, por lo que sugieren a las micelas cilíndricas como estructura al-

ternativa [71]. Las estructuras posibles que podrían adoptar estos gangliósidos en 

solución correlacionan con lo observado por microscopía electrónica con tinción 

negativa [74] y por dispersión dinámica de la radiación (DLS) [104], excepto para 

el GM3 que según microscopía formaría micelas esféricas cilíndricas [74] mientras 

que según los datos de DLS formaría vesículas [104]. Los valores de parámetros 

geométricos, como el diámetro de agregación, obtenidos por microscopía [74] son 

aproximadamente la mitad de los obtenidos por DLS [104]. A pesar de estas dife-

rencias, relacionadas posiblemente con limitaciones de las técnicas, la tendencia 

general (le los resultados refleja que, independientemente de la técnica utilizada, 

hay una disminución progresiva del tamaño con el incremento de la complejidad 

del grupo polar. 

Considerando los tres gangliósidos monosialos (GM) GM3, GM2 y GM1 que-

da claro que aumentar el carácter hidrofílico de los gangliósidos conlleva a una 

disminución en el número de agregación (ver Tabla 1.4). Esto es lo esperado 

si consideramos lo siguiente. A medida que aumenta el número de unidades de 

azúcar, aumenta la contribución de la repulsión lli(lrofílica al balance de las "fuer-

zas opuestas", el agregado se hace más curvo y más pequeño y las moléculas se 

acomodan en una mayor área interfacial. Por lo tanto el número de agregación 

disminuye. 

Los gangliósidos GM1, GD1a, GD1b, GT1b necesitan de consideraciones más 

complejas. Todos tienen 4 azúcares neutros como cadena principal pero difieren 

en el número y posición de los residuos de ácido siálico (Figura 1.10). La contri-

bución de ellos al empaquetamiento del agregado es debido sólo a las dimensiones 

físicas. Si consideramos la secuencia de GM1, GD1a, CT1b, se cumple la regla 

de la cantidad de azúcares, cinco, seis y siete residuos, respectivamente, resultan-

do mayor contribución de la repulsión liidrofílica, menor tamaño, agregado más 

esférico y menor número de agregación (Tabla 1.4). Algunas confusiones apa-

recen cuando se considera al GD1b, que van más allá de las reglas descriptas 
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más arriba. GD1b tiene la misma composición de azúcares de GD1a, pero tiene 

propiedades de agregación similares a GT1b, un gangliósido más hidrofílico. Por 

otro lado el GD1b lactona (GD1b-L), con un enlace en la molécula de GD1b, 

tiene propiedades similares a GD1a. El RH de GD1b-L es 57 Á y su N = 229. 

En consecuencia, se alcanza un nivel en donde la extensión y ramificación de la 

estructura de la cabeza polar del gangliósido no puede ser subestimada con la 

evaluación aproximada de la hidrofilicidad. 

Considerando el modelo descripto arriba, esto es equivalente a decir que la 

repulsión estérica entre las cabezas polares juega un papel adicional y como con-

secuencia de esto las "fuerzas opuestas" actúan a distinta distancia de la interfaz 

hidrofílica-hidrofóbica para los diferentes gangliósidos. Cantú y col. [14] propusie-

ron que dentro del agregado, la molécula de gangliósido ocupa un ángulo sólido 

que, además de ser determinado por las reglas generales del core de ceramida, se 

ve afectado sensiblemente por la conformación de la cabeza polar. Esto permite 

identificar a lo largo de la cabeza polar dos regiones: una "caliente"y otra "fría"; 

de acuerdo a si modificaciones en esas posiciones ocasionan cambios significativos 

o despreciables en el ángulo sólido necesario para la molécula [14]. Como regla ge-

neral, se puede establecer que: cuanto mayor es el área interfacial, más pequeños 

son los agregados y menor es el número de agregación. Por lo tanto, el aumento 

en el húmero de unidades de azúcar cii la cabeza polar del gangliósido conduce 

a un incremento general en el área interfacial de la molécula, que hace que los 

agregados tengan progresivamente mayor curvatura y menor tamaño [105]. Re-

sultando en valores característicos de eme del orden de los 10 8M  [104], mucho 

más baja que la eme de micelas poliméricas (ri  106M). 

1.7. Termodinámica de monocapas 

Cualquier fase de un sistema se encuentra siempre en contacto con otra, la 

superficie de separación de ambas fases, es la interfaz. En adelante una de las 

fases a considerar será el agua, mientras que la otra será el aire conteniendo vapor 

de agua (Figura 1.13). 

Las monocapas son un sistema experimental constituído por una capa mo-

nomnolecular en la interfaz aire-agua. Permite estudiar la respuesta de moléculas 

anfipáticas organizadas frente a cambios de variables como: presión lateral, con-

centración o composición. La respuesta de las monocapas se registran como cam- 
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bios en la presión de superficie (ir) en función del área molecular media (MMA) 

a temperatura constante (Figura 1.14). 

Las moléculas contenidas en la región interfacial tienen propiedades comunes 

a las dos fases, que varían continuamente a lo largo de dicha región, como la 

tensión, la presión, el potencial eléctrico, la refiectividad y la termodinamia. 

1.7.1. Tensión superficial 

La tensión superficial es una propiedad que se manifiesta en la superficie de los 

líquidos y que, es consecuencia de las fuerzas intermoleculares de los mismos. Las 

moléculas de agua situadas en la interfaz experimentan menos atracciones que 

las que se encuentran en el interior de la masa líquida, ya que la interacción con 

las moléculas de la fase vapor es insignificante (Figura 1.13). Como las interac-

ciones moleculares atractivas provocan una disminución de la energía del sistema 

(potencial de Lennard-Jones) 1  las moléculas en la interfaz poseen una energía 

media superior a las que se encuentran en la fase líquida (Figura 1.13). Por lo 

tanto, para aumentar el área de la interfaz se debe realizar trabajo para trasladar 

las moléculas desde el interior del líquido hasta la capa superficial (derecha de 

Figura 1.13). Los sistemas tienden a adoptar la configuración que corresponde a 

la menor superficie posible, ya que en esta situación la estabilidad del sistema 

es máxima (mínima energía). Para adquirir la mínima superficie existe una fuer-

za por unidad de longitud que actúa en una interfaz líquido-gas, que recibe el 

nombre de tensión superficial. [36]. 

La ecuación de Gibbs. Adsorción 

Entre 1774 y 1778 varios fenómenos de superificie fueron estudiados. Los 

fenómenos de capilaridad y tensión superficial fueron descriptos en trabajos de 

Young, Laplace, Plateau y otros. Hasta que en 1778 Gibbs publica su análisis 

termodinámico de adsorción y efectos de tensión superficial [36]. 

En su trabajo Gibbs describe lo que hoy conocemos como energía libre de 

Gibbs: 

GU —TS+PV 	 (1.7) 

donde U es energía, T es temperatura, 8 es entropía, P es presión y V es 

1 Modelo matemático sencillo que representa las fuerzas de atracción y repulsión entre dos 
partículas. 
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Las moléculas de la interfaz tienen mayor energía libre 
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Figura 1.13: Recuadro: detalle de la interfaz agua-aire mostrando las interacciones intermoleculares de atracción 
de moléculas de agua ubicadas en el seno y en la superficie. A la derecha: esquema del trabajo (w) necesario 
para aumentar el área interfacial (w = F d.). 

volumen. La expresión anterior se aplica en termodinámica de muchos y variado 

sistemas. 

En el caso de sistemas de monocapas con interfaz simple como aire-agua, don-

de las capas son planas y la superficie divisoria tiende a ubicarse en determinadas 

posiciones, se puede demostrar que cualquier variación del estado de equilibrio 

cumple: 

(1UTdS+/.LdTi—PdV+ydS 	 (1.8) 

donde [ti  es el potencial químico del componente i, ni  es el número de moles 

del componente i, 'y es la tensión de superficie y s es el área total de la interfaz.  2  

Por integración y diferenciación total se puede obtener la siguiente expresión 

(1.9) 

se obtiene así una expresión que relaciona la tensión superficial con los po-

tenciales químicos de los componentes. En el caso que la temperatura no varíe la 

expresión anterior resulta cii 

(1.10) 

2  S reserva el símbolo A para el área molecular que es el área que ocupa una sola molécula 
en una monocapa insoluble 

3Ver trabajos de Guggenheim [42] y  Adamson [3]. 
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Sin embargo es conviente trabajar con el exceso de moles por unidad de área 

que se define como 1' 	n/s. Así a temperatura constante y en un sistema con 
dos componentes tenemos: 

dy+I'1 p1 +F2 •p2 =O 	 (1.11) 

Ya que se trata de una interfaz plana, es posible colocar la superficie divisoria 

en una zona donde uno de los componentes no exista al establecer, por ejemplo, 

Fi  = O. De esta manera resulta: 

= —F2 P2 
	 (1.12) 

Por otra parte se pueden determinar los potenciales químicos en base a poten-

ciales químicos estándares y a las actividades (a). Asimismo a se puede expresar 

como el producto entre el coeficiente de actividad (f) y la fracción molar (N). 

Entonces para el componente 2 tendremos: 

P2 =to 	 0 +RTlna2  =p+RTlnf 2N2  (1.13) 

De la combinación de las anteriores se obtiene la isoterma de absorción de 

Gihbs, una de las expresiones más importantes en física y química de superficies: 

- 1 &y - f2N2  a'y 	
114 2 	RTDlna2 	RTO(f 2N2) 

Las expresión de Gibbs muestra, que la tensión de superficie de la solución 

disminuye cuando incrementa la actividad del soluto en la región de superificie 

(Figura 1.7). 

Hay que mencionar en en soluciones ideales f2 = 1 y que en soluciones su-

ficientemente diluídas se puede expresar la fracción molar como concentración c 

que resulta en: 

c 
2 	RTOc 

(1.15) 

Cuando 2 es una molécula de soluto, su concentración superficial en exceso, [, 

puede ser positiva o negativa. En el primer caso, habrá una acumulación de soluto 

en la superficie y se dice que hay adsorción superficial del mismo; parte de las 

moléculas de soluto han emigrado del interior a la superficie. Por el contrario, Si  IT2  

4E1 superíndice (1) hace referencia a la superficie divisoria. 
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es negativa existe una desorción superficial y alguna moléculas de soluto emigran 

hacia el interior. Con la ecuación de Gibbs se puede ver que, si hay exceso de 

moléculas soluto en la superficie (adsorción) la tensión superficial disminuye y el 

soluto es superficialmente activo, por lo que se lo llama sustancia tensioactiva o 

surfactante [36]. 

Veamos su comportamiento molecular. Cuino la tensión superficial es una 

medida de las interacciones moleculares, los tensioactivos, que la rebajan, serán 

compuestos que presenten interacciones menores con el disolvente que las exis-

tentes entre las moléculas de éste. Por ello, tienden a escapar del líquido, pues 

energéticamente son más favorables los contactos solvente-solvente que los de 

solvente-soluto. El efecto será máximo cuanto mayor sea esta diferencia, pero no 

tanto como para que el soluto precipite. En la superficie, estas moléculas se orien-

tan con el grupo hidrofílico dirigido hacia el agua y el resto alifático hacia fuera, 

reduciendo las interacciones desfavorables entre la cadena alifática y el agua. Es 

claro, por otra parte, que 'y debe disminuir, ya que en la capa superficial van a 

abundar cada vez más las interacciones cadena-cadena, que son menos fuertes 

que las de agua-agua del disolvente puro. 

Tal como acabamos de ver, un soluto tensioactivo se adsorbe en la interfaz 

líquido-gas acomodándose en una película (film) de una sola molécula de espesor; 

en tal caso se dice que se ha formado un film monomolecular o monocapa de 

adsorción. Esta monocapa se encuentra en equilibrio reversible con la disolución, 

ya que en cada instante un cierto número de moléculas se disuelven en la subfase 

y, simultáneamente, igual número de aquellas pasan al film, de modo que es-

tadísticamente la cantidad de moléculas que constituyen la monocapa permanece 

invariable [116]. 

Cuando se trata de sustancias insolubles y no volátiles, tales como ácidos 

grasos y alcoholes de cadena larga con un grupo polar en uno de sus extremos, 

se pueden extender sobre la superficie del agua formando un film monomolecular 

insoluble o monocapa de Langmuir, semejante a las monocapas de adsorción, 

pero en la que no tiene lugar ningún intercambio entre las moléculas de la misma y 

las del medio subyacente. Tal monocapa representa el límite máximo de adsorción 

en la interfaz, puesto que todas las moléculas están concentradas en la misma [36]. 



1. 7. Termodinámica de monocapas 	 59 

1.7.2. Presión Superficial 

La interfaz agua-aire da lugar a la aparición de una fuerza (Yagua  x) mientras 

que la interfaz agua-monocapa origina una fuerza dada por la diferencia entre 

('Ym x). Como Yagua > Ym existe una fuerza neta [(yagua  x) - (Ym x)j. Esta 

fuerza neta, por unidad de longitud (x), recibe el nombre de presión superficial 

(ir) [116]: 

ir = '/agua - (1.16) 

Isotermas de compresión 

Si se reduce el área de superficie de la monocapa (y en consecuencia el área 

ocupada por molécula. (A)), se incrementa la concentración de moléculas por 

unidad de superficie, lo que disminuye la tensión superficial ('Ym) y aumenta la 

presión superficial (ir), obteniéndose una curva típica de ir frente a A (a tem-

peratura constante) a medida que se comprime la monocapa. Tal curva recibe 

el nombre de isoterma de compresión (Figura 1.14). A partir de las isotermas se 

pueden obtener parámetros estructurales, termodinámicos y reológicos que carac-

terizan el comportamiento superficial de las moléculas en estudio. Para entender 

que estamos calculando y como medimos las propiedades de las monocapas es 

útil introducir algunos conocimientos básicos en química de superficies. 

Una de las propiedades que se observan en las isotermas son los estados o 
fases. A lo largo de la isoterma se observan regiones con distinta pendiente que se 

asocian a diferentes estados, equivalentes a los de los sistemas tridimensionales, 

gaseoso, líquido o sólido (Figura 1.14). Los estados difieren en el grado de 

compactación de las moléculas, resultante de la suma de las fuerzas de atracción 

y/o repulsión característica entre las moléculas que forman el film. 

Un parámetro muy utilizado para diferenciar las distintas fases superficiales 

es la compresibilidad de la monocapa, que se define (por analogía con la compre-

sibilidad en fase volumen) como: 

C8  = — 1/A(aA/a7r) 	 (1.17) 

en donde A es el área molecular del film y ir su presión de superficie. El 

valor inverso de la compresibilidad, llamado módulo de compresibilidad superficial 

o elasticidad (C'), es también utilizado para describir las propiedades de la 

monocapa; su valor está relacionado con la pendiente de la curva ir /A y posee 
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Figura 1.14: Isoterma típica, presión(ir)-área(A) de una m000capa. Esquema del ordenamiento de las moléculas 
en las distintas fases y en el colapso [116]. 

unidades de mN.m, las mismas que la tensión superficial. Los distintos estados 

posibles de una monocapa están caracterizados por valores típicos de módulos de 

compresibilidad (Tabla 1.5). 

La elasticidad de un film es una medida de su resistencia a cambiar de área. 

Altos valores de elasticidad son característicos de films que presentan una estruc-

tura con un elevado grado de cohesión. Cuando se comprime este tipo de films, 

las moléculas se resisten a cambiar de conformación y, por lo tanto, ejercen una 

mayor resistencia a la compresión, que se traduce en un aumento de presión Su-

perficial. Por el contrario, si las moléculas en la superficie cambian de estructura 

rápidamente durante la compresión, o si no están densamente empaquetadas en 

la superficie, no dan origen a elevadas presiones superficiales. 

Otra propiedad molecular que se obtiene a partir de las isotermas de compre-

sión, es el área molecular media (MMA), la cual permite obtener información 

del tamaño y la forma de las moléculas, así como su orientación en la interfaz, 

especialmente en films condensados. 

La energía libre de compresión (Gc) es un parámetro terinodinámico 

que se puede obtener a partir de las isotermas ir - A. Esta energía representa 

el trabajo necesario para comprimir el film desde el estado de gas ideal, en el 
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Estado de la monocapa C 1  
(fase) (mN.m') 

Gaseoso 0-12 

Líquido expandido (Le ) 1550 

Líquido intermedio (1) 50-100 

Líquido condensado (La) 100250 

Sólido (S) > 300 

Tabla 1.5: Valores de módulo de compresibilidad (C. 1 ) de las diferentes fases en una monocapa. 

que no existe contacto alguno entre las moléculas, hasta un determinado estado 

condensado, en el que se supone la existencia de un importante empaquetamiento 

molecular. Matemáticamente la áGc está representada por el área debajo de la 

curva 'ir - A [116]. 

f ¿G= 	qr•dA (1.18) 

1.7.3. Potencial de superficie 

El potencial eléctrico de la superficie se debe a que los dipolos de agua se 

encuentran orientados con el átomo de oxígeno dirigido hacia el aire, la inter-

faz agua-aire está polarizada. Por lo tanto, la formación de una monocapa en la 

interfaz da lugar a cambios del potencial eléctrico de la superficie, como conse-

cuencia de la sustitución de un cierto número de dipolos del agua por los de otra 

molécula adsorbida. Estos cambios dependen de la densidad superficial de los 

dipolos adsorbidos, de la orientación de los mismos y de su carácter químico 

y estructural. Por lo tanto, el potencial de superficie refleja las propiedades mi-

croscópicas de la monocapa. Al cambio de potencial eléctrico, se le conoce con el 

nombre de potencial de superficie (L.V). Helmholtz desarrolló un modelo que 

considera la monocapa como un condensador de placas paralelas (Figura 1.15). 

En este modelo (lefihle el momento dipolar efectivo () como la componente 

vertical del momento dipolar de la molécula en la superficie, el cual no debe con-

fundirse con el momento dipolar de la molécula libre que es resultante de la suma 
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tLn,e  1111111 
Figura 1.15: Modelo de Helmholtz. 

vectorial de los momentos de enlace de la misma. El valor de /J puede obtenerse 

a partir de la representación de /V en función al número de dipolos (moléculas) 

por unidad de superficie (N) o en función del área de la superficie (A), asumiendo 

que la monocapa tiene una permitividad E, = 1. Quedando representado por la 

siguiente ecuación: 

AV 
Pn = E0 —  = E0 ALV (1.19) 

Cuando LV es positivo, Pn  también lo es, lo que significa que el extremo po-

sitivo del dipolo está dirigido hacia el aire. La mayoría de las monocapas exhiben 

potenciales de superficie positivos [115]. 

Por su parte el Modelo de Oliveira plantea que, si el ángulo de inclinación de 

los dipolos de las moléculas, con relación a la superficie del agua, se mantiene 

constante durante la compresión de la monocapa, el valor de LV (o de u) cam-

bia muy poco. Por el contrario, si varía la inclinación de los dipolos, se produce 

un cambio de Mn.  Lo mismo sucede cuando se produce una reorientación de las 

moléculas de agua. De esta forma, el valor del momento dipolar superficial es 

el mejor indicador de la existencia de cambios de orientación de las moléculas, 

como sucede en muchas ocasiones durante las transiciones de fase de una mono-

capa. Si, como consecuencia de las mismas, se origina una mayor inclinación de 

los dipolos con relación a la vertical, se debe esperar una disminución de ji.  Esto 

se aplica a films neutros, cuando se consideran monocapas ionizadas, es necesario 

tener en cuenta el potencial eléctrico (W0) debido a la doble capa eléctrica que se 

establece entre la monocapa cargada y los contra-iones existentes en la subfase 

[115]. 

1.7.4. Refiectividad de la superficie 

Recientemente está adquiriendo mucho auge la utilización de otras técnicas 

complementarias, como son las técnicas espectroscópicas (espectroscopía visible, 
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ultravioleta y de fluorescencia, fundamentalmente) y las microscópicas (micros-

copía electrónica, de fluorescencia y de ángulo de Brewster), las cuales permiten 

profundizar en el conocimiento estructural y morfológico de las monocapas. 

De todas ellas, la más novedosa es la microscopía basada en la observación bajo 

el ángulo de Brewster (BAM), cuya principal ventaja es que la monocapa puede 

ser visualizada sin necesidad de marcadores, que implican una modificación del 

sistema en estudio. 

La visualización directa de la morfología de la monocapa por medio de esta 

técnica permite sacar conclusiones acerca de los cambios estructurales duran-
te la compresión [116]. 

I.S. Monocapas de gangliósidos 

El estudio de las propiedades de superficie de una serie de moléculas estruc-

turalmente relacionadas, como es la familia de los gangliósidos (Figura 1.10), 

permite por ejemplo, obtener información sobre la influencia que la complejidad 

del grupo polar tiene en la interacción, orientación y morfología de las monocapas. 

A la vez estas propiedades pueden relacionarse con el comportamiento y función 

biológica de estos compuestos en las membranas celulares. 

Maggio y col. [75, 76] describieron el comportamiento en superficie de los 

gangliósidos y otros glicoesfingolípidos relacionados. En este estudio vieron que 

la cantidad de grupos sialos en la molécula afecta el área molecular límite, el 

estado y la compresibilidad de las monocapas. Así, los gangliósidos monosialos, 

como GM3, GM2 y GM1 tienen isotermas dentro de un rango de área molecular 

promedio menor que el área de las isotermas de los disialos, GD1a y GD3 (Figura 

1.16 A). Otro aumento del área se observa con la presencia de un tercer grupo sialo 

como en el GT1b, reflejada por una isoterma muy expandida. Esta intensificación 

del carácter líquido de los films de los gangliósidos con el aumento de los grupos 

sialo también se demostró con el aumento de la compresibilidad de las monocapas. 

Estos resultados conjuntamente con los resultados de experimentos realizados a 

pH 1,2 (pKa  del ácido siálico libre = 2,6), sugieren que la expansión de los films 

debe estar relacionada al aumento de la repulsión electrostática entre las cargas 

negativas de los ácidos siálico de la cabeza polar. La protoriacióri de los grupos 

sialos, a pH 1,2, provoca, no solo una disminución en el área por molécula (por 

la disminución de la repulsión electrostática); sino también un aumento en la 
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Figura 1.16: Presión de superficie (A) y Potencial de superficie (B) por área molecular promedio determinadas 
a pH 5,6 y  20°C, para gangliósidos con un ácido siálico: GM3 (rojo), GM2 (verde), OM1 (celeste); con dos 
siáliscos: GD3 (bronce) y CD1a (anaranjado); y con tres: CT1b (gris). En la parte superior derecha se muestra 
la compresibilidad de la superficie en función de la cantidad de residuos de ácido siálico presentes en las moléculas. 
Adaptado de Maggio y col. [76] 

presión de colapso de la monocapa, probablemente debido a un aumento en las 

fuerzas cohesivas entre moléculas con un empaquetamiento más cercano [76]. 

Además el potencial de superficie por molécula (LW/n) de los films de gan-

gliósidos con dos o tres grupos sialo, como el GD1a y GT1b a pH 5,6, son sig-

nificativamente más grandes que el V/n de aquellos gangliósidos con un solo 

grupo sialo (Figura 1.16). Maggio y col. [76] profundizaron en la interpretación 

de estos resultados y calcularon la contribución al momento dipolar vertical de 

cada residuo de carbohidratos de una serie de glicoesfingolípidos relacionados. De 

esta forma se pudo apreciar que, en los gangliósidos la contribución del segundo y 

tercer residuo de ácido siálico al campo eléctrico perpendicular a la superficie es 

diferente que la contribución del primer residuo de ácido siálico. El primer residuo 

introduciría un momento dipolar neto con dirección opuesta al momento dipolar 

perpendicular neto (±) de la molécula, mientras que el segundo y tercer residuo 

de ácido siálico sería de magnitud similar pero de dirección opuesta al primero. 

Por lo tanto el primer residuo disminuiría [Lj , mientras que el segundo y tercero 
lo aumentarían [76]. 

En conjunto estos resultados muestran que, glicoesfingolípidos relacionados 
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poseen una variedad de propiedades de superficie debidas a las variaciones es-

tructurales en su cabeza polar. Esta variabilidad estructural también determi-

na la interacción con otras moléculas. Por ejemplo, monocapas mixtas de GM1 

con dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) tienen mayor área molecular promedio y 

potencial de superficie que la que tendría una mezcla ideal. Mientras que, mo-

nocapas mixtas de GD1a con DPPC tienen menor área molecular promedio y 

potencial de superficie comparada con la mezcla ideal. Por su parte, la energía 

de exceso de mezcla GM1/DPPC en monocapas es positiva, indicando que no se 

mezclan espontáneamente, mientras que mezclas GD1a/DPPC poseen energía de 

interacción negativa por lo que se mezclarían espontáneamente [75]. También, las 

interacciones de gangliósidos con Ca 2+  dependen de la cantidad y posición de el 

o los ácidos siálicos en la cadena de oligosacáridos [77]. 

Las evidencias apuntan a que las repulsiones electrostáticas y las limitaciones 

estéricas entre los grupos polares son responsables de aumentar la distancia entre 

las moléculas de glicoesfingolípidos en una monocapa de un único lípido [76]. Esto 

determina que, cuanto más grande es la región polar del glicolípido menor es la 

energía de interacción molecular en la monocapa [75]. 

1.9. Monocapas de Ptx 

A la fecha no es muy extensa la bibliografía disponible del comportamiento 

del Ptx en la interfaz agua-aire. El interés se ha enfocado en la interacción de 

Ptx con fosfolípidos constituyentes de membranas naturales o bicapas artificiales. 

El intereés por estudiar estos sistemas radicaba en caracterizar el mecanismo de 

acción del fármaco o a evaluar la vehiculización en liposomas. En este sentido, 

cabe mneilcionar que si bien el Ptx particiomia en bicapas de liposomas la aplicación 

de esta tecnología posee serias limitaciones relacionadas principalmente con la 

capacidad de carga limitada (r5 %) y la baja estabilidad de la formulación [21]. 

El carácter altamente hidrofóbico de la molécula de Ptx, determina una ac-

tividad de superficie baja en comparación con moléculas anfipáticas como los 

fosfolípidos. Monocapas de Ptx comprimidas no superan los 10-12 mN.m 1  de 

presión lateral (Figura 1.17). Además, al comprimir films mezcla de Ptx con 

distintos fosfolípidos existe pérdida de moléculas de la interfaz, lo que también 

evidencia la poca actividad de superficie. Por ejemplo si bien L-C¿-distearoil fosfa-

tidilcolina (DSPC C18:0) y Ptx son miscibles a distinta temperatura, se observa 
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Figura 1.17: Isoterma de compresión de Ptx y del fosfolípido dipalmitoil fosfatidilcolina (DPPC), realizadas a 
temperatura corporal. Adaptado de Zhao y col. [131) 

pérdida de moléculas de Ptx a 37 °C y no se puede descartar pérdida parcial a 

24,5 °C, a pesar de que el perfil de las isotermas mezclas sea diferente al de la 

isoterma de DSPC puro [21]. 

En general, la incorporación de Ptx a monocapas (le fosfolipidos provoca au-

mento en el área molecular promedio, aumento del área de lift off  1  [21, 291, 

aumento de la fluidez ("fluidizing effect"), aumento del área de exceso y energía 

libre de mezcla negativas [8, 21, 29, 1291. El Ptx en bicapas de fosfolípidos en 

sistemas dispersos (liposomas) también provoca un aumento de la fluidez de las 

mezclas, evaluado tanto por FTIR [29] como por polarización de fluorescencia [8]. 

En su conjunto, las evidencias apuntan a que las mezclas de Ptx con fosfolípi-

dos son más laxas y termodinámicamente más estables que el lípido en ausencia 

del fármaco. Sin embargo, el comportamiento de las mezclas está directamente 

relacionado con la proporción de Ptx en la mezclas y con la presión de superficie a 

la que se encuentra el sistema. Así, por ejemplo, la mezcla de DSPC con 5 % Ptx 

no se comportan con la tendencia general ya que con alta compactación poseen 

máxima interacción de atracción y mayor estabilidad termodinámica [21]. 

Estudios de penetración de Ptx en monocapas de DPPC, demostraron que Ptx 

particiona en estos fosfolípidos hasta una concentración máxima 500 ng.mL' de 

Ptx en la subfase, a partir de la cual no se oberva más incorporación de Ptx en 

las monocapas [132]. Además se vió que, algunos aspectos estructurales de los 

Área a la que comienza a elevarse la presión de superficie, durante la compresión de una 
monocapa. 
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Figura 1.18: Estructura química e isoterma de compresión a 25°C, de fosfolípidos con distinta cantidad de 
carbonos en la cola hidrofóbica. (DMPC: dimiristoil fosfatidilcolina; DPPC: dipalmitoil fosfatidilcolina; DSPC: 
distearoil fosfatidilcolina [53]. 

fosfolípidos modifican su interacción con Ptx. Por ejemplo, cuanto mayor es la 

cantidad de carbonos en la cadena del fosfolí pido, o sea mayor hidrofobicidad de la 

molécula, mayor es la presión superficial crítica para la penetración de Ptx. Dicho 

en otras palabras el Ptx presenta mayor afinidad por monocapas de fosfolípidos 

de cadena más corta, como el dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC, C14:0) compa-

rado con el DPPC, C16:0 o el DSPC C18:0. Esta tendencia también se reflejó 

termodinámicamente, los films más estables fueron las mezclas con fosfolípidos 

con cadenas más cortas [129]. 

Otro aspecto estructural evaluado fue el tamaño de la cabeza polar de los fos-

folípidos. El Ptx interacciona mejor con fosfolípidos de cabeza polar más grande, 

como el DPPC, comparado con dipamitoil fosfatidiletanolamina (DPPE), sobre 

todo para films con 50% de Ptx [130]. 

Además de los estudios de penetración mencionados anteriormente, que dan 

la pauta de que Ptx particiona en monocapas de fosfolípidos, estudios de DSC 

[8, 129, 130, 1321, fluoresericia y dicroísino circular [8] demostraron que Ptx par-

ticiona en bicapas de fosfolípidos y que se localizaría en la región hidrofóbica 

externa de la bicapa. Aunque a altas concentraciones de Ptx también se lo en-

contraría en zonas más profundas del dominio hidrofóbico [8]. 



Capítulo 2 

Antecedentes 

Recientemente nuestro laboratorio demostró que Ptx y Dtx pueden ser es-

pontáneamente incorporados en micelas de gangliósidos [66]. 

Los gangliósidos son glicoesfingolípidos con una cabeza polar compleja forma-

da por varias unidades de azúcares. La mayoría de ellos se autoagregan formando 

micelas cuando se los disuelve en agua, con una cmc muy baja. Los distintos miem-

bros de la familia de gangliósidos comparten una porción hidrofóbica común, la 

ceramida, y varían en la composición de su cabeza polar. Estas diferencias estruc-

turales condicionan las propiedades y estructuras de agregación y en consecuencia 

la capacidad de solubilizar estos fármacos. 

Los antecedentes demostraron que gangliósidos con un solo ácido siálico en 

su cabeza polar (monosialos) y con distinta cantidad de azúcares tienen diferente 

capacidad de carga. En la Figura 2.1 se muestra como GM3, con dos azúcares en 

su cabeza polar, carga 20% de Ptx mientras que GM2, con tres azúcares carga 

80% y GM1, con 4 azúcares carga el 95% [66]. 

El GM3 forma vesículas mientras que GM2 o GM1, con cabezas polares pro-

gresivamente más grandes forman micelas. Por lo tanto las diferencias estructu-

rales de las moléculas de diferentes gangliósidos y sus propiedades de agregación 

determinan diferencias en la capacidad de carga de un fármaco dado. 

Un aumento en la capacidad de carga de un sistema de administración de 

fármacos, significa una gran ventaja farmacológica, que permite reducir la dosis 

administrada, en volumen de inyección y el tiempo de administración; además de 

disminuir los costos de producción. La disminución en la toxicidad (101 tratamiento 

y como consecuencia el aumento en la satisfacción del paciente, son características 

muy buscadas en las terapias contra el cáncer. 
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Figura 2.1: Porcentaje de Ptx incorporado en micelas de gangliósidos en función de la relación molar. GM1 
(rombo). GM2 (cuadrado), GM3 (triángulo). Las barras de error indican la desviacin estándar de la media 
(n=3) [66]. 

La caracterización de estos sistemas como nanotrasnportadores oncológicos, 

permitió establecer varios aspectos relevantes. Los complejos GM1/Ptx, con una 

relación molar de 20/1 mol/mol solubilizan hasta 6 mg.mL 1  de Ptx, 6000 veces 

más que su solubilidad en agua (1 mg.mL). La asociación entre el fármaco 

y el núcleo de la micela está dominada principalmente por interacciones de tipo 

Indrofóbicas. La temperatura modifica esta interacción, aumentando la capacidad 

de carga cuando las micelas se precalientan a 55°C al menos 30 minuto [66]. 

Además, los complejos GM1/Ptx 20/1 mol/mol resisten centrifugación a alta 

velocidad, diálisis prolongadas, temperaturas de -80°C y  liofilización, sin perder 

el Ptx incorporado, lo que da idea de una buena estabilidad. 

Es recomendable que un sistema nanotransportador para administración pa-

renteral 110 interaccione con los componentes sanguíneos en su camino al sitio 

de acción. El complejo GM1/Ptx, no lisa glóbulos rojos ni afectan la actividad 

plaquetaria pero si disminuye parcialmente la población linfocitaria, aunque pro-

bablemente se deba a la citotoxicidad del Ptx sobre cualquier célula en división 

[66]. 

Por otro lado, las micelas GM1/Ptx se asocian de manera espontánea con la 

albúmina sérica humana mediante interacciones de tipo hidrofóbicas, formando 

un complejo ternario, GM 1 /Ptx/Alb. 

Los complejos GM1/Ptx y GM1/Ptx/Alb son capaces de liberar Ptx encap- 
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sulado al entrar en contacto con células en cultivo, con un efecto citotóxico in 

vitro similar al del fármaco libre [65, 661. 

La posibilidad de formar un complejo GM1/Ptx/Alb constituye una ventaja 

para formulaciones de principios activos oncológicos porque existen evidencias 

de que las células tumorales sobre-expresan receptores específicos para albúmina. 

Contar con micelas recubiertas de albúmina permitiría acumular Ptx específica-

mente en el tejido tumoral, además la molécula de albúmina podría proteger la 

nanoestructura. Cumpliendo un rol semejante al que cumple el PEG en los li-

posomas: disminuir la inmunogenicidad y evadir el reconocimiento por el SRE, 

aumentando su biodisponibilidad y el tiempo de vida media en circulación [65, 661. 

Otra funcionalización posible es la conjugación con espermidina, que modifica la 

carga superficial y mejora la captación del fármaco por células tumorales [38]. 

La versatilidad de estas micelas, permiten modelarlas como nanostranspor-

tadores para dirigir los tratamientos a los tejidos afectados, haciéndolos más es-

pecíficos, y menos tóxicos. 

Como la familia de gangliósidos está constituida por muchas moléculas es-

tructuralmente relacionadas resultan un conjunto de moléculas con potenciales 

aplicaciones farmacológicas aún no exploradas. 



'apítulo 3 

bjetivos 

3.1. Objetivos generales 

El siguiente trabajo de tesis tiene como objetivos: 

1. Caracterizar las propiedades como sistema de vehiculización de paclitaxel 

de micelas de gangliósidos disialos y trisialos. 

2. Estudiar las bases moleculares de la interacción entre paclitaxel y gangliósi-

dos C()11 distinto COIltCfli(l() (le ácido siálico. 

3.2. Objetivos específicos 

1. Evaluar la capacidad de micelas de gangliósidos di y trisialo para cargar 

paclitaxel. 

2. Establecer las condiciones óptimas para la formación de los complejos. 

3. Caracterizar las propiedades físicoquímicas y estructura de los complejos 

gangliósido/fármaco formados. 

4. Evaluar la estabilidad de los complejos frente a variables fisicoquímicas y 

bioquímicas. 

5. Evaluar la eficacia citotóxica in vitro y ex vivo del paclitaxel vehiculizado 

en micelas de gangliósidos di y trisialos. 
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6. Caracterizar las propiedades de superficie de mezclas gangliósido y paclita-

xel. 

7. Estudiar las bases moleculares de la interacción de gangliósidos con pacli-

taxel. 

8. Caracterizar la topografía de superficie de mezclas gangliósido/paclitaxel. 

9. Comparar las propiedades de superficie, bases moleculares de interacción y 

topografía de mezclas de GM1/Ptx y GD1a/Ptx. 



Capítulo 4 

Materiales y Métodos 

4.1. Materiales 

El Paclitaxel (Ptx) es de Yunnan Smandbet Co. Ltd. (Kumming, China). El 

Taxol comercial usado fue DALYS 300, con una concentración de 6 mg.mL' 

de Ptx disuelto en una mezcla Cremophor/Etanol (50:50) de Laboratorio DOSA 

S.A. Los gangliósidos GM1, GD1a, GD1b y GT1b fueron purificados por medio 

de cromatografía de exclusión por tamaño a partir de un extracto de gangliósidos 

totales de cerebro bovino, que fue donado por el Dr. Pablo Rodríguez. El resto 

de los productos químicos utilizados fueron de grado analítico. 

4.2. Métodos 

4.2.1. Purificación de gangliósidos 

La purificación se realizó por cromatografía de exclusión por tamaño en co-

lumna de Iatrobeads (latron Lab, Inc., Tokio, Japón) de 2,0 cm de diámetro x 

30 cm de alto. Brevemente; 1,5 g de gangliósidos totales se disuelven en 20 mL 

de metanol: agua: cloroformo (54,1:39:6,9) y  se siembran en la columna equilibra-

da con la misma mezcla de solventes. La columna se eluye con 2 volúmenes de 

columna de met anol: agua: cloroformo (54,1:39:6,9) y 3 volúmenes de columna de 

metanol: agua: cloroformo (30:60:8). Se trabaja a temperatura ambiente con un 

caudal de 0,5 mL.min' y se recolectan fracciones de 5 mL. Se evaluan las frac-

ciones por cromatografía en capa fina de alta resolución (HPTLC) revelando la 

presencia de gangliósidos por carbonización con 50 % (y/y) H2SO4. Las fracciones 
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seleccionadas se corren en HPTLC sembrando 10 veces más volumen del habitual 

para detectar presencia de impurezas. 

4.2.2. Cuantificación de Ptx 

La cuantificación de Ptx se realizó mediante HPLC, con una columna de 

Curosil B C18 (250 x 3,20 mm ID, tamaño de partícula 5 micras) y una columna 

de guarda Curosil B C18 (30 x 4,60 mm ID, tamaño de partícula 5 micras) marca 

Phenomenex. 

La fase móvil fue 60 % (y/y) de acetonitrilo y  40 % (y/y) agua bidestilada. La 

tasa de flujo fue de 0,7 mL.min y el eluyente fue monitoreado a 227 nm. Las 

corridas se realizaron a temperatura ambiente (20 °C) y la curva de calibración 

de Ptx fue lineal en un rango de 5 a 150 Mg. 

Extracción de Ptx de micelas 

Brevemente; las muestras de micelas cargadas con Ptx se mezclaron con 10 

volúmenes de acetato de etilo, se agitaron bien y se centrifugaron a 500 g durante 

5 minutos. Se recupera la fase orgánica, que contienen el Ptx, en un tubo limpio y 

se evapora a 40 °C hasta sequedad. Luego se solubiliza en etanol a concentración 

necesaria para inyectar en el HPLC. 

4.2.3. Cuantificación de gangliósidos 

Se empleó el ensayo de resorcinol modificado, donde se determina cantidad de 

ácido siálico [84]. Brevemente; a 1 mL de muestra se le añade 1 mL de reactivo 

de resorcinol 1 y se calienta a 100°C por 15 mm. Una vez que las muestras 

enfrían y el cromóforo se desarrolla se realiza un extracción agregando 2,5 mL 

de n-butil acetato:n-butanol (85:15). Se centrifuga a 500 g por 5 minutos, se 

recupera el sobrenadante y se lee absorbancia por espectrofotometría a 580 nm. 

Se utiliza ácido N-Acetilneuramínico (NANA) como testigo, rango lineal de curva 

de calibración: entre 10 y  50 nmoles de NANA. 

12 mg de resorcinol se disuelven en 0,1 mL de agua bidestilada + 0,8 mL de HC1 37,9% p/v 
+ 2,5 jiL de 0,1 M CuSO4  + c.s.p. de agua bidestilada para volumen final de 1 mL. 
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4.2.4. Preparación de micelas cargadas con Ptx 

Alícuotas de una solución madre de gangliósido2  (GD1a, GD1b o GT1b) se 

mezclan COfl el volumen de solución stock de 20 mg.mL 1  de Ptx en dimetil-

sulfóxido (DMSO) necesario para alcanzar la relación molar entre gangliósido y 

paclitaxel (G/Ptx) deseada. Se invierte el tubo suavemente 2 veces para homo-

geneizar. Las mezclas se incuban a 4°C por 24 hs y luego se dializan utilizando 

membranas con 14 kDa de corte durante 15 hs a 4°C para eliminar el DMSO. 

Para el estudio del efecto de la temperatura en la carga de Ptx, se utilizan 

soluciones madre de 1 mg.rnL' de gangliósidos en agua bidestilada, se incuban a 

4°C, 25°C y  55°C durante 60 minutos, se deja reposar hasta llegar a temperatura 

ambiente y se carga Ptx como se describe arriba. Relaciones molares G/Ptx de 

10/1, 5/1 y 1/1 mol/mol. 

Para el estudio del efecto del pH en la carga de Ptx, se utilizan soluciones 

madre de 1 rng.mL' de gangliósidos en 50 mM glicina-HC1 pH 2, 50 mM, en 

acetato de sodio pH 4.5, o en 50 mM fosfato de sodio pH 7. La incorporación de 

Ptx se realiza como se describe arriba para alcanzar relaciones molares G/Ptx de 

25/1 y  10/1 mol/mol. Luego de la diálisis las muestras quedan a pH '-' 6. 

Para el estudio del efecto del pH en la estabilidad química de Ptx incorporado 

a las micelas, se incuban micelas G/Ptx 10/1 en carbonato de sodio pH 10 o 

en agua bidestilada pH 5,5 a temperatura ambiente. Soluciones de Ptx en 50% 

etanol-agua bidestilada o Ptx en 50% etanol-buffer carbonato de sodio pH 10 

fueron utilizadas como controles. 

Para el estudio del efecto de la temperatura de almacenamiento en la integri-

dad del complejo GD/Ptx, micelas de GD1a/Ptx 10/1 mol/mol fueron almace-

nadas por 3 meses a 4°C, 25°C y 37°C. 

Después de cada tratamiento se cuantifica Ptx por HPLC. 

4.2.5. Tratamientos a micelas cargadas con Ptx 

Se trabaja con micelas de G/Ptx (GD1a, GD1b o GT1b) 10/1 mol/mol pre-

paradas según el método ya descripto. Luego de cada tratamiento se cuantifican 

gangliósidos y Ptx en el sobrenadante como se describe previamente. 

2  S disuelve la cantidad necesaria de gangliósido en agua bidestilada y se deja reposar entre 
4°C y 8°C durante 24 hs. Se centrifuga a 2.000 g durante 15 minutos, se recupera el sobrena-
dante y se filtra a través de 0,22 pm. 
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Centrifugación a alta velocidad 
Se centrifuga a 100.000 g durante 1 hora a 4°C en una ultracentrífuga XL-90 

(Beckman Coulter Inc., EE.UU.). 

Diálisis 
Se dializa con membrana con un corte de 12-14 kDa contra agua bidestilada 

PH 5,5. Peso molecular de gangliósidos libres (unímero) entre 1,6 - 2,1 kDa y de 

las micelas PMap  arente = 35OkDa. 

Liofilización 
Se liofihiza y re-disuelve en el volumen inicial con agua bidestilada, y se deja 

reposar durante 1 hora. Luego, se filtra a través de un poro de 0,22 urn. 

Congelado 
Se congela a -80°C por 24 hs, se deja a temperatura ambiente hasta que estén 

totalmente descongeladas, se centrifuga a 18.000 g por 10 minutos. 

4.2.6. Hemólisis 

Muestras de eritrocitos humanos lavados con una densidad aproximada de 

4,0x106  células/m3  se incuban a temperatura ambiente con micelas de G/Ptx 
(GD1a, GD1b o GT1b) 10/1 mol/mol. Alícuotas a distintos tiempos se centri-

fugan por 5 minutos a 300 g y se determina el porcentaje de hemoglobina libre 

por espectroscopía UV-visible a 540 nm. Se toma como 100 % una muestra de 

eritrocitos en agua. 

4.2.7. Citotoxicidad in vitro 

Monocapas celulares en 90 % de confluencia de células de carcinoma de epi-
telio de laringe humano (Hep2) y células de epiteliales de riñón de mono verde 
africano (VERO) crecidas en medio MEM suplementado con 10 % de suero fetal 
bovino (NATOCOR, Córdoba, Argentina) a 37 °C con 5 % de CO2  se incubaron 
con: a) concentraciones crecientes de Ptx en DMSO; b) micelas de gangliósido o 
c) micelas de gangliósido/Ptx (10/1) durante 24 hs. Se lava la placa con PBS para 
remover células no adheridas y se cuantifica supervivencia celular por ensayo de 
reducción de MTT (3- (4, 5-dimetiltiazol-2-il)-2 ,5-difeniltetrazolio) como se descri-
bió anteriormente [87]. Brevemente; se colocan 100 /LL de medio sin suero, ni rojo 
fenol por pocillo. Se añaden 50 tL de 1 mg.mL m  MTT en PBS. Se incuba por 4 
horas a 37 °C, se elimina el sobrenadante, se añaden 100 L de isopropanol. Se 
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deja reposar 10 minutos para disolver el compuesto coloreado y se lee a longitud 

de onda de 540 nm. El porcentaje de viabilidad se obtiene como % Viabilidad = 

D03  células tratadas x 100 ¡DO células control. 

4.2.8. Angiogénesis en membrana corioalantoidea (CAM) 

de pollo 

Huevos fecundados, lavados con etanol al 70 % se incuban 72 hs a 37°C y  60-
70 % de humedad, rotando su posición 3 veces al día. Al tercer día, trabajando en 

campana de flujo laminar, se realiza un corte en la parte superior de la cáscara 

y se retiran 3 mL de albúmen. Se tapa nuevamente y se sella con parafina. Se 

vuelve a incubar el huevo en las mismas condiciones de temperatura y humedad. 

Entre el octavo y noveno día de desarrollo embrionario (DDE), se retira la tapa 

y SC realiza la aplicación tópica (le las muestras sobre una zona de la membrana 

con vasos sanguíneos en desarrollo. Se aplica 2 Mg de Ptx libre (en DMSO) o 

en encapsulado en micelas de gangliósidos, con una relación molar de 25/1 para 

GM1/Ptx y  10/1 para GD1a/Ptx. 

Se toman en fotografías con un Sistema de Documentación para geles de elec-

troforesis, Image Master VDS Video (Amersham Bioscience) usando un aumento 

de 40 X cada 24 horas. 

4.2.9. Monocapas de Langmuir 

Los estudios de monocapas en interfase agua-aire se realizaron con un equipo 

de balanza (le Langmnuir provisto de cuba de politetrafluoroetileno (PTFE) con 

un volumen de 15 mL y agitación magnética. La presión superficial se mide me-

diante la técnica de Wilhelmy, utilizando una placa de Pt platinizada de 21 mm 

de perímetro. El potencial de superficie se registra en simultáneo por medio de 

un electrodo de 241Am ionizante de aire situado 5 mm por encima de la superficie 

y un mini-electrodo de referencia Ag/AgC1 (Cypress) inmerso en la subfase. En 

experimentos con la cuba, de mayor superficie se utilizó un medidor de potencial 

de superficie con placa vibrante (SPOT, KSV-NIMA). Para reducir las interferen-

cias externas se aisló al sistema con una caja de acrílico cubierta por una rejilla 

metálica, conectada a tierra. 

3Densidad óptica. 
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Para las isotermas de compresión se trabajó con un equipo comercial KSV-

Minitrough (KSV-NIMA, Biolin Scientific) equipado con una cuba de PTFE 266 

cm  y compresión isométrica por medio de dos barreras hidrofílicas móviles (Del-

rin). Las monocapas se comprimieron a 3 Á2  .molecala'.min'. Se chequeó que 

la reducción a la mitad de la tasa de compresión no causara cambios en las iso-

termas. El equipo cuenta con un baño de agua circulante externo (Haake F3C) 

y un sensor de temperatura en la cuba que permite mantener la temperatura de 

trabajo estable a 24 ± 0,5 °C. 

La subfase utilizada fue NaCl 145 mM en agua obtenida de tratamientos 

sucesivos en sistemas Elix 10 y Gradient Alo (Millipore). 

Las solución stock de Ptx fueron preparadas en etanol y las soluciones de 

trabajo de gangliósidos en cloroformo, metanol y agua 2:1:0,15 y/y/y, fueron 

preparadas a partir de una solución madre de 7 mM gangliósidos en agua bides-

tilada. 

4.2.10. Microscopía de ángulo de Brewster 

Las imágenes de microscopía de ángulo de Brewster (BAM) de monocapas 

fueron realizadas con un elipsómetro de imágenes autonulling (Nanofilm EP3sw 

de imágenes elipsómetro, Accurion GmbH, Alemania) equipado con un láser de 

532 , objetivo 20X, y la cámara CCD, que opera a una resolución de 1 pTn en 

el modo de BAM. La reflectividad cuantitativa, que depende de las propiedades 

ópticas de la interfaz (espesor e índice de refracción) [67, 120] fue medida después 

de la calibración del ángulo real de Brewster de la subf ase, mediante la detección 

de la luz polarizada p reflejada en varios ángulos de incidencia. El software público 

Image J (1.43u Wayne Rasband, Institutos Nacionales de Salud, Bethesda, MD) 

se utilizó para la determinación del nivel de gris en las imágenes obtenidas por 

BAM. 

4.2.11. Dispersión dinámica de la radiación 

Soluciones de 10 mg.mL' de GM1, GD1a, GM1/Ptx (25/1) o GD1a/Ptx 

(10/1) en NaCl 145 mM fueron medidas en un analizador de tamaño de partícula 

Delsa Nano Suhinicron y Analizador de Potencial Zeta con un ángulo de disper-

sión fijo de 165°. Los datos se analizaron por el software Delsa Nano Beckman 

Coulter (versión 2.2) proporcionado por el fabricante con el método de análisis 



.2. Métodos 	 79 

CONTIN. 

4.2.12. Microscopía electrónica 

La muestra se adhiere a una rejilla de carbono, colocando 50 pL sobre rejilla 

por 5 minutos, se lava el exceso de muestra con agua bidestilada y se incuban las 

rejillas con 50 ítL de una solución de acetato de uranilo al 10% por 1 minuto. 

Luego se secan y se observan usando un microscopio electrónico de transmisión 

JEOL JEM-1200 EX 11 a 250.000 aumentos. 



Capítulo 5 

Resultados 

5.1. Gangliósidos di y trisialos como nanotrans-

portadores de Ptx 

Entre los factores que más influyen en la estructura de las micelas y en su com-

portamiento en solución se encuentran, la composición y la masa del monómero 

que las constituye. Todos los gangliósidos comparten la misma porción hidrofóbica 

en su molécula y se diferencian en el grupo polar, por lo que las diferencias en las 

propiedades de empaquetamiento pueden atribuirse cualitativamente a la compo-

sición de la porción hidrofílica de la molécula. Entre esas propiedades, podemos 

mencionar los requerimientos estéricos debidos a la hidratación de las cabezas 

polares que afectan el área interfacial de cada molécula en el agregado, lo que 

determina el número de agregación. Mientras más grande es la cabeza polar, el 

agregado OS más pequeño y de menor número de agregación [55]. 

Cuando se piensa en estas micelas como nanotransportadores de fármacos, se 

cuenta con esa variabilidad estructural como alternativas de agregados con una 

gama de propiedades y funcionalidades. Se vio, por ejemplo, que los gangliósidos 

GM3, GM2 y GM1 poseían capacidades de carga de Ptx significativamente dis-

tintas. Esta diferencia se relacionaron con la estructura de agregación que forman. 

El que forma vesículas o micelas cilíndricas (GM3), carga menos cantidad que los 

que forman micelas (GM2 y GM1). Es razonable pensar que las micelas ofrecen 

un dominio hidrofóbico de mayor extensión que las vesículas, donde tendría la 

posibilidad de acomodarse mayor cantidad de Ptx. La serie GD1a, GD1b y GT1b 

de gangliósidos no había sido explorada como nanostransport adores farmacéuti- 

80 
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Figura 5.1: Porcentaje de Ptx incorporado en micelas de gangliósidos en función de distintas relaciones molares 
de gangliósido/Ptx. CM  (triángulo), CD1a (círculo vacio), GDIb (cuadrado) y GT1b (rombo). Barras de error 
indican la desviación estándar de la media (n = 3) 

0- 

cos. Esta serie, posee distinta cantidad y posición de ácido siálico en su cabeza 

polar, por ende distinta hidrofihicidad y electronegatividad superficial. Además 

de tener progresivamente menor radio hidrodinámico y número de agregación. 

Los estudios revelaron que se puede alcanzar el 100 % de incorporacin de Ptx 

con relaciones molares de 5/1 G/Ptx, para micelas de GD1a, GD1b y GT1b 

(Figura 5.1). Mientras que el el GM1 lo consigue con relaciones molares de 25/1 

[66]. Dicho de otra forma, se puede solubilizar la misma cantidad de Ptx con 

4 veces menos cantidad de gangliósido. Una solución de 200 mg.mL de GM1 

puede solubilizar unos 6 mg.mL de Ptx en agua, para una relación molar de 

20/1  [66]. Una solución de 200 mg.mL de GD y GT podría solubilizar alrededor 

de 24 mg.m1' de Ptx. 

Es conocido que las micelas de gangliósidos tienen un comportamiento bi-

estable que se debe a cambios conformacionales que involucran a las cadenas de 

oligosacáridos y que pueden ser producidos por algunos agentes externos como la 

temperatura [12]. Estos dos estados se caracterizan por tener diferentes propie-

dades de agregación y grados de hidratación [16, 90]. La incubación de niicelas de 

GM1 a 55 °C induce deshidratación de la cadena oligosacárida produciendo un 

encogimiento significativo de la región hidrofilica de la micela que es acompañado 
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Figura 5.2: Efecto de la temperatura sobre la capacidad de las micelas de GM1 (A) y GD1a (B) para incorporar 
Ptx. Porcentaje de Ptx incorporado en función de la composición. Barra rellena: 4°C, barra vacía: 55°C, barra 
rayada: 4°C luego de ser incubada lh a 55°C. Las barras de error indican la desviación estándar de la niedia (n 
= 3) 

por una ligera expansión de la región hidrofóbica [15]. Si se incorpora Ptx a mi-

celas de GM1 a 55 °C aumenta significativamente' su capacidad para solubilizar 

taxanos comparado con la capacidad de solubilizarlos si la incorporación se rea-

liza a 4 °C  [66]. Sin embargo, si las micelas se pre-incuban a 55 °C, y el Ptx se 

incorpora cuando las micelas alcanzan los 4 °C, la capacidad de carga es similar a 

micelas que no han sido pre-incubadas (no hay diferencias significativas) (Figura 

5.2A). 

El efecto de la temperatura en la capacidad de carga de micelas de GD1a (Fi-

gura 5.2 B), no es el mismo que para GM1. No se observaron diferencias significa-

tivas en los porcentajes de carga de Ptx entre las tres condiciones de temperatura 

evaluadas. Similares resultados se obtuvieron para GD1b/Ptx y GT1b/Ptx. 

La agregación de gangliósidos en solución es un proceso espontáneo que ocurre 

cuando la concetración de unímeros es igual o mayor a su eme. A concentraciones 

superiores a la eme se establece un equilibrio dinámico entre los agregados y los 

unímeros [39, 70, 113]. 

Los gangliósidos tienen un valor de eme mucho menor (del orden de 10 8M 

- 10'°M) que la de polímeros anfifílicos (del orden de 10 4 M), sin embargo un 

alto recambio de unímeros puede aún, ser causante de problemas de integridad 

del agregado por dilución [105]. 

La presencia del fármaco en el centro hidróbico de la micela modifica el equi- 

'prueba T de student de diferencia de medias P = 0,95 
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librio unímero-agregado. Cuando se dializan por 72 horas micelas de GM1/Ptx, 

más moléculas son encontradas formando micelas que cuando se dializan micelas 

de GM1 sin Ptx (Tabla 5.1). 0 sea que, la presencia de Ptx desplaza el equili-

brio hacia el agregado, dicho de otra forma "retiene "moléculas de gangliósidos 

formando parte de micelas. Por su parte, la cantidad de moléculas agregadas en-

contradas en muestras dializadas de GD1a/Ptx es similar a la de GD1a sin Ptx 

(Tabla 5.1). 

Dializado (h) GM1 GM1/Ptx GD1a GD1a/Ptx 

0 100 100 100 100 

24 98±2 96±1 90±5 106±5 

48 96±1 95+1 69±4 72+3 

72 76+2 95+1 30+4 40+4 

Tabla 5.1: Porcentaje de gangliósido en muestras de CM1, GD1a, GM1/Ptx y GD1a/Ptx dializadas durante 
distintos periodos de tiempo. Promedio de tres ensayos independientes. 

Un problema con el que se ha enfrentado la nueva formulación de Ptx a base 

de nanoparticulas de albúmina (Abraxane) es la inestabilidad en solución, debido 

a esto debe ser administra rápidamente luego de ser resuspendida. 

Los complejos gangliósido-fármaco evaluados en el presente trabajo resistieron 

centrifugación a alta velocidad, liofilización y congelado. Como muestra la Tabla 

5.2 la cantidad Ptx soluble (dentro de las micelas) encontrado es, para todos los 

tratamientos, superior al 90%. Además, los porcentajes de Ptx encontrados en 

micelas de GD1a almacenadas 3 meses a 4°C, 25°C y  37°C fue 93 ± 2, 95 + 1 y 

94 + 3, respectivamente. 

Se sabe que la molécula de Ptx tiene un enlace éster que se hidroliza a pH 

alcalino [26]. Como se ve en la Figura 5.3 A el 100 % del Ptx libre se hidrolizó 

durante las primeras 20 horas de exposición a medio alcalino. Sin embargo, cuando 

el Ptx se encuentra dentro de micelas de GD1a el porcentaje hidrolizado es mucho 

menor, 50 % a las 20 horas de incubación. Llegando a un máximo de 70 % a 

partir de las 48 horas (veáse que en la Figura 5.3 A se representa el porcentaje 

de Ptx no hidrolizado). Los porcentajes de Ptx soluble fueron similares para los 

complejos GD1b/Ptx y GT1b/Ptx. 
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Complejos Liofiolización Centrifugación Congelado 

GM1/Ptx 93 ± 2 94 ± 1 95 ± 2 

GD1a/Ptx 93 + 4 92 ± 3 96 ± 5 

GD1b/Ptx 90 ± 5 95 + 5 96 ± 4 

GT1b/Ptx 94 ± 4 95 ± 6 96 + 4 

Tabla 5.2: Porcentaje de Ptx soluble en muestras de complejos GM1/Ptx 20/1, GD1a/Ptx, GD1b/Ptx y 
GT1b/Ptx 10/1, después de ser liofilizados, centrifugados 1 hora a 100.000 g o congelados a -80°C. Prome-
dio de tres ensayos independientes. 

Figura 5.3: Hidrólisis alcalina de Ptx. (A) Porcentaje de Ptx soluble en soluciones GDIa/Ptx 5/1 mol/mol 
incubadas a p11 5 (círculo negro) o pH 10 (círculo vacío) y Ptx en 50% etanol-agua pi1 5 (estrellas) o etanol-
buffer pH 10 (cruces) en función del tiempos. (B) Detalle de las primeras 24 horas del gráfico (A) ms el perfil de 
hidrólisis de Ptx en soluciones GM/Ptx 25/1 mol/mol incubadas a pH 5 (triángulo negro) o pH 10 (triángulo 
vacío). Las barras de error indican la desviación estándar de la media (n = 3) 

Sin embargo, cuando el Ptx está incorporado en micelas de GM1 el porcentaje 

de hidrólisis es aún menor. En la Figura 5.3 B se ven las primeras 25 horas de 

las Figura 5.3 A, y se agregan las curvas de hidrólisis para micelas de GM1/Ptx. 

Allí se puede ver que el alrededor de un 80 % del Ptx permanece soluble después 

de 24 horas de exposición a medio alcalino. Por lo tanto se hidrolizó '--a  20 % de 

Ptx. 

Mediciones de DLS indicaron que el GD1a forma micelas más pequeñas, con 

diámetros (le 9,2 ± 1,1 nrn, mientras que las micelas de GM1 tienen un diáme-

tro de 12,8 ± 1,0 nm (Figura 5.4 líneas negras) en concordancia con trabajos 

anteriores [17, 74]. 
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Figura 5.4: Distribución de tamaño de micelas de GM1 (A) y GD1a (B) en ausencia (líneas negras) y en presencia 
(Iíiiea roja) de Ptx determinada por dispersión dinámica de la radiación. 

Tras la interacción con Ptx, las micelas de GD1a fueron capaces de aumentar 

su diámetro hasta 12,6 ± 0,9 nm (Figura 5.4 B), mientras que el tamaño de las 

micelas GM1 cargadas con Ptx en similar al tamaño de las micelas de GM1 sin 

el fármaco (Figura 5.4 A). 

Las micrografías electrónicas, muestran una población homogénea de micelas 

esféricas tanto para GD1a como para GM1 en presencia o ausencia de Ptx (Figura 

5.5). 

La actividad biológica del Ptx vehiculizado en micelas de gangliósidos se eva-

luó en líneas celulares de origen tumoral y no-tumoral. En la Figura 5.6 se observa 

que la sobrevida celular es similar en los cultivos expuestos a Ptx disuelto en DM-

SO que el Ptx solubilizado en micelas de GD1a independientemente de la dosis 

utilizada en un rango de de 0,1 a 1000 ng.m1 1 . Además, las micelas de GD1a 

puras no muestran actividad citotóxica en cultivos celulares. 

Por otro lado, la actividad antiangiogénica del Ptx incorporado en micelas de 

GM1 y GD1a se evaluó en la CAM de embriones de pollo. La Figura 5.7 mues-

tra una selección representativa de fotografías de la membrana corioalantodiea 

de embriones de pollo que recibieron una aplicación tópica de Ptx vehiculizado 

en micelas de gangliósidos (G/Ptx) o en Cremophor (Taxol). En ellas se puede 

apreciar un efecto cualitativo equivalente entre las formulaciones G/Ptx y el Ta-

xol. En los tres casos se observó un máximo de ruptura y desaparición de vasos 

sanguíneos en la membrana a las 48 lis de la aplicación del fármaco. En la Figura 

5.7 se muestra también el desarrollo normal de la CAM, cuando se aplica solu-

ción fisiológica (SF) como control. Cabe mencionar que, se descartó que el GM1, 
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Figura 5.5: Micrografías de micelas de GD1a (A), GD1a/Ptx 5/1 (mol/mol) (B), GM1 (C) y GM1/Ptx 20/1 
(mol/mol) (D). 
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Figura 5.6: Citotoxicidad de Ptx, GM1/Ptx 20/1, GDla/Ptx 10/1 mol/mol en cultivo de células Hep-2 bares. 
Las barras de error indican la SD de la media (n = 3) 
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Figura 5.7: Fotografías de membrana corioalantoidea de embriones de pollo. DE: día Embrionario, SF: solución 
fisiológica, G/Ptx: Ptx vehiculizado en gangliósidos, Taxol: Ptx vchiculizado en Crcmophor. 

GD1a o DMSO tuvieran efecto antiangiogénico per se o afectaran de otra manera 

el desarrollo de la membrana corioalantoidea. 

5.2. Interacciones moleculares y propiedades de 

superficie 

5.2.1. Adsorción de Ptx a la interfaz aire-agua 

La adsorción de moléculas Ptx en la interfaz acuosa se monitoreó mediante 

la iiiedición de la presión superficial (7r) alcanzada cuando se inyecta Ptx en la 

subfase. La máxima presión de superficie alcanzada, con 30 uM de Ptx en la 

subfase, fue de 18mN.m 1  (Figura 5.8 A). Un comportamiento similar posee 
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el análogo, Dtx, que alcanza un máximo de 16 mN.m 1  con 20 ,uM de concen-

tración en la subfase [30]. Concentraciones mayores a 10 MM de Ptx en la subfase 

no generan cambios en la presión de superficie (Figura 5.8 A), por lo que se uti-

lizó esta concentración para los ensayos de penetración de Ptx en monocapas de 

gangliósidos. 

Además, el Ptx aumentó el potencial de superficie en comparación con la 

interfaz limpia, aunque el efecto máximo en AV se obtuvo a concentraciones de 

Ptx en subfase inferiores a las concentraciones que generan el Lir máximo (Figura 

5.8 A), lo que refleja la mayor sensibilidad del ¿V para detectar la adsorción de 

moléculas a la interfaz. 

5.2.2. Inserción de Ptx en monocapas de gangliósidos 

La penetración de Ptx en monocapas de GM1 y GD1a preformadas cii la 

interfaz aire-agua a distintas presiones de superficie inicial (ir) fue monitoreada 

como el aumento de presión superficial (L7r = 7rfina1 - iriniciai). En la Figura 5.8 

B se presenta el Lir en función de 7V. El aumento de presión indica que Ptx 

se incorporó en monocapas de gangliósido, permaneciendo en la interfaz incluso 

a presiones superficiales superiores a 18 mN.m', que es la presión superficial 

máxima alcanzada por el Ptx en la interfaz aire-agua limpia. Además se determinó 

la presión superficial de exclusión, como la intersección de la línea extrapolada 

de los valores de ir al eje de las abscisas (cuando no se produce adsorción de 

moléculas de Ptx en la monocapa, z7r '-' O mN.m 1). Esta presión fue 53,9 

mN.m' para monocapas GM1 y 41,8 mN.m' para GD1a (Figura 5.8 B). En 

ambos casos fue mayor que la presión superficial de equilibrio de Ptx solo, lo que 

indica que la estabilización interfacial del fármaco fue inducida por la interacción 

con los lípidos. 

5.2.3. Isotermas presión-área de componentes puros 

Las isotermas 7r - A de GM1 y GD1a puros son similares a las encontradas 

en la literatura (Figura 5.9 A), con un punto de colapso en 54,2 ± 1,9 mN.m' y 

49,9 ± 3,4 mN.m' y el área molecular media límite de 44,1 ± 1,8 Á2.molec' y 

56,3 ± 5,7 Á2.molec_1,  respectivamente [18, 34, 73, 781. Los valores más grandes 

de MMA de las monocapas de GD1a reflejan su cabeza polar más voluminosa 

y su mayor carga negativa en comparación con GM1. Las isotermas de GM1 y 



A 	 B 
400 

350 

300 

250 

-1 200 

150 

100 

50 

20 

18 

Z 
16 

.. 14 

12 

10 

w8 
c 
0 
u 
o- 

2 mN.m 1  

22 

20 

18 

16 

14 y 

12 3 z 
10 

8J 

6 

4 

2 

  

5.2. Interacciones moleculares y propiedades de superficie 	 89 

0 	........... 	0 	.................. u .>.. 	 O 
0 	5 	10 15 20 25 30 35 	0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 

Concentración (pM) 	 Presión de superficie inicial (mN.m1) 

Figura 5.8: Adsorción de Ptx en la interfaz aire-agua a 24 °C. A) Presión de superficie (círculos) y el de 
superficie (cuadrados) se midieron simultáneamente como una función de la concentración de Ptx en la subfase. 
B) Diferencia (le presión en función de la presión inicial de monocapas de GM1 (símbolos abiertos) y GD1a 
(símbolos cerrados). Se muestra la presión de exclusión de Ptx. Los datos son la media de tres experimentos 
independientes. 

GD1a también mostraron un ligero cambio de pendiente entre 20 y  25 mN.m' 

(Figura  5.9  A), que es más fácilmente detectado por el cambio del módulo de 

compresibilidad de superficie (K) en ese rango de presión de superficie (Figura 

5.9  B). Esto se debe a 1a presencia de gangliósido lactonizado. Se sabe que la 

formación de lactonas en la cadena oligosacárida del gangliósido está asociado al 

método de purificación empleado y a las condiciones de almacenamiento [31]. 

Por otro lado, el Ptx no formó monocapas muy estables. Se observó una 

presión de colapso alrededor de los 10 mN.m 1  (Figura  5.9  A), similar a la presión 

de colapso reportada previamente  [29, 40, 1321.  Cuando monocapas mixtas de 

gangliósido y Ptx se someten a sucesivos ciclos de compresión-expansión las curvas 

- A se desplazan progresivamente hacia valores de área inferiores, lo que indica 

la pérdida de material desde la interfaz (Figura  5.12). 

El análisis de la elasticidad de superficie de monocapas (le los CoInI)oIlenteS pu-

ros (Figura  5.9  B) indica que los gangliósidos forman films líquido expandidos con 

un módulo de compresibilidad de superficie por debajo de 100 mN.m 1, mientras 

que monocapas de Ptx fueron más expandidas, con un módulo de compresibilidad 

superficial inferior a 10 mN.m 1. 

Los valores de zV . n 1  graficados vs MMA de los monocapas puras de GM1, 

GD1a o Ptx se muestran en la Figura  5.9  C. A pesar de la presencia de una 

cabeza polar grande con grupos químicos cargados como los residuos siálicos, 

el LV n 1  de los gangliósidos es bajo (ri  0,3 fVcm2.molec1) y muestra pocos 

cambios a, lo largo de la compresión (Figura 5.9 C), como se describió previamente 
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Figura 5.9: Isotermas de compresión (A), módulo de compresibilidad de la superficie (K) (B) y potencial de 
superficie por unidad de densidad molecular (C) en función del área molecular media para monocapas de CD1a 
(triángulos), CMI (cuadrados) y Ptx (círculos). Las curvas que se muestran son representativas de cinco expe-
rimentos independientes 

[18, 72, 97]. Esto indica que hay poco reordenamiento global del momento dipolar 

de las moléculas en función de la presión de superficie. 

El potencial superficial de monocapas de Ptx que, hasta donde conocemos no 

se ha reportado anteriormente, se caracterizó por valores altos de LV n 1  entre 

2 y 3 fV.cm2.molec' (Figura 5.9 C). Por lo tanto, la interfaz de monocapas de 

Ptx está hiperpolarizada en comparación con la de monocapas de gangliósidos. 

5.2.4. Monocapas mixtas de gangliósidos y paclitaxel 

En la Figura 5.10 se muestran isotermas de compresión representativas de 

mezclas GM1/Ptx con distintas relaciones molares. Se puede ver que el área por 

molécula de lift off de monocapas mixtas de GM1/Ptx disminuyó gradualmente 

con el aumento de la fracción molar de Ptx. Lo mismo se observó en monocapas 

mixtas de GD1a/Ptx (Figura 5.11). Además, mezclas de GM1 y Ptx forman mo-

nocapas estables a contenidos de Ptx menores al 50%, que colapsan a presiones 

superficiales más altas que la presión de colapso de los films de los componen-

tes puros, lo que sugiere una estabilización interfacial del Ptx promovida por la 

mezcla. Sin embargo, un mayor contenido de Ptx parece inducir la pérdida de 

moléculas de la interfaz. De hecho, a pesar de que los gangliósidos, probablemen-

te no pueden tener un área mínima de sección transversal más pequeña que la 

de dos cadenas de hidrocarburos paralelas apretadas (30-40 Á2 ) [72, 801, las mo-

nocapas mixtas con más del 50 % de Ptx mostraron áreas moleculares menores 

de 40 Á2, sobre todo a presiones superficiales altas (Figura 5.10 y 5.11). Lo que 

sugiere que se estarían perdiendo moléculas de la interfaz. 

Para evaluar la pérdida de moléculas de la superficie, se calculó el área mo- 
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Figura 5.12: Compresión de mezcla 1:1 GM1/Ptx. A) Isoterma después de un ciclo de compresión de hasta 
10 mN.m 1  (negro), hasta 20 mN.m 1  (rojo) y hasta 30 mN.m 1  (azul). Isotermas de compresión de GM1 
(naranja). B) Isoterma (negro) y potencial de superficie (5V . n') (rojo) del ciclo de compresión/expansión 
hasta 20 mN.m 1  e isoterma de compresión a colapso (azul) y potencial de superficie a colapso (verde), isoterma 
de compresión GM1 (naranja) y 5V. n 1  (morada). 

lecular media de las isotermas de compresión, considerando sólo las moléculas 

GM1 presentes en el film (inset Figura 5.10). Se puede ver que, ninguna de las 

isotermas se extiende a la zona de valores menores que 40 Á2  y también que a 

presiones superficiales superiores a 30 mN.m 1 , las curvas de compresión de las 

mezclas son similares a la curva de GM1 puro. Sin embargo, a presiones de su-

perficie inferiores, las isotermas fueron cada vez más expandidas, especialmente 

los films con más del 50 % de Ptx. 

Además, cuando se llevaron a cabo ciclos de compresión/expansión a presiones 

relativamente altas de superficie, se produjo pérdida de moléculas de la monoca-

pa (Figura 5.12 A), probablemente debido a la expulsión de moléculas de Ptx. 

Con sucesivos cicos de compresión, las curvas ir - A se asemejaban a la de los 

gangliósidos puros (Figura 5.12 A). 

Las isotermas de compresión de monocapas mixtas de GD1a/Ptx esencial-

mente siguieron la misma tendencia que se observa el sistema GM1/Ptx, con 

desplazamiento sucesivos hacia las áreas moleculares medias menores con el in-

cremento del contenido de Ptx en los films (Figura 5.11). 

Las presiones superficiales de colapso de mezclas con relación molar gangliósi-

do/Ptx de 3:1 y  1:1 se acercó a los 70 mN.m', más alta que el colapso (le los 

componentes individuales, lo que sugiere no sólo buena miscibilidad sino también 

la estabilización interfacial de la monocapa mixta. 
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Figura 5.13: Parámetros de mezcla en 2,5 mN.m 1  de la mezcla de Ptx con los gangliósidos GM1 (símbolos 
cerrados) y GD1a (símbolos abiertos). El área molecular media (A), el módulo de compresibilidad (B) y el 
potencial de superficie por unidad de densidad molecular (0) se grafican para diferentes composiciones de 
mezcla. Las líneas de puntos son los valores que predice el comportamiento ideal de las mezcla 

5.2.5. Interacciones moleculares 

Las interacciones moleculares de los componentes y sus mezclas se analizaron 

mediante el estudio de diferentes parámetros de mezcla en función de la composi-

ción del film y su comparación con el comportamiento de una mezcla ideal. Debido 

a la baja presión en la superficie de colapso de Ptx, el análisis pudo llevarse a 

cabo sólo en el rango de 0-7 mN.m 1 . 

Para 2,5 mN.m' (Figura 5.13 A) y  5 mN.m 1  (Figura 5.14 A), los valores 

de MMA de mezclas GD1a/Ptx mostraron desviaciones negativas del área mo-

lecular inedia en casi toda la gama de composiciones indicando una interacción 

favorable entre este gangliósido y el Ptx. Por su lado, las monocapas mixtas de 

GM1/Ptx a 5 mN.m 1  son expandidas comparadas con el comportamiento espe-

rado de monocapas ideales de igual composición, sobre todo en mezclas de 50 % 

de Ptx o más (Figura 5.14 A), mientras que a menor Xpt., los films mixtos fueron 

ligeramente condensados (Figura 5.14 A). Una condensación significativa de las 

mezclas de GM1/Ptx fue observada solo a 2,5 mNm 1  y para monocapas con 

contenido de Ptx entre 0, 3 < Xp0  < 0,8 (Figura 5.13 A), sugiriendo que Ptx 

interactuó más favorablemente con GD1a que con GM1. 

Por otro lado, los módulos de compresibilidad (le superficie de monocapas 

mixtas a 2.5 mN.m 1  (Figura 5.13 B) y  5 mN.m 1  (Figura 5.14 B) fueron con-

siderablemente más altos que los valores teóricos para las mezclas de Ptx con 

cualquiera de los gangliósidos, especialmente en el caso de la mezcla 1:1 que 

mostró un módulo de compresibilidad seis veces mayor para mezclas de GM1 y 

dos veces mayor para mezclas de GD1a, a 2,5 mN.m 1  (Figura 5.13 B). 

Mediciones de la electrostática de superficie revelaron hiperpolarización de 
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Figura 5.14: Parámetros de mezcla en 5 mN.m' de la mezcla de Ptx con los gangliósidos OM1 (símbolos 
cerrados) y GD1a (símbolos abiertos). El área molecular media (A), el módulo de compresibilidad (B) y el 
potencial de superficie por unidad de densidad molecular (C) se grafican para diferentes composiciones de 
mezcla. Las líneas de puntos son los valores que predice el comportamiento ideal de las mezcla 

las interfaces mixtas cuando se compararon con el comportamiento ideal a 2.5 

mN.m (Figura 5.13 C) y  5 mN.m' (Figura 5.14 C), con una desviación positi-

va máxima también en las mezclas 1:1 de cualquiera de los gangliósidos, indicando 

reordenamientos del dipolo inducido por Ptx. 

Relación molar (G/Ptx) 6:1 1:1 1:6 

GM1 -202,0 -29,1 176,8 

GD1a -1067,8 -607,1 -315,5 

Tabla 5.3: Exceso de energía LG (J.mol') de monocapas mixtas de relación molar 6:1, 1:1 y  1:6 (gangliósi-
dos:Ptx) 

El exceso de energía libre de mezcla (G), que da información sobre si una 

mezcla particular está energéticamente favorecida en comparación con las mez-

cla ideal de los componentes puros [36, 731 es negativa para todas las mezclas 

GD1a/Ptx, mientras que mezclas de GM1/Ptx mostraron LG negativo y posi-

tivo dependiendo de la composición del film (Tabla 5.3) 

La mezcla equimolar (1:1) de gangliósido/Ptx mostró las desviaciones más 

altas de los parámetros moleculares de mezcla y por lo tanto aparece como un 

umbral para la solubilización interfacial del fármaco (Figura 5.13 y  5.14). Can-

tidades más altas de Ptx en la mezcla generan un exceso de fármaco, que es 

expulsado de la monocapa, como lo evidencia la presencia de un punto de co-

lapso de Ptx puro durante la compresión de monocapas mixtas de GM1/Ptx o 

GD1a/Ptx (Figuras 5.10 y 5.11). 

Como se mencionó anteriormente, hay evidencias de que las mezclas equimo- 
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lares de gangliósido/Ptx pierden moléculas durante la compresión (Figura 5.10 y 

5.11). Los valores 1.V.n 1  de monocapas mixtas equimolares disminuyeron tras 

la compresión a presiones superficiales superiores a 20 mN.m (Figura 5.15), lo 

que sugiere que algunas moléculas del fármaco fueron expulsados de la interfaz en 

ese rango de presiones, teniendo en cuenta que el momento dipolar perpendicular 

de Ptx es mucho mayor que el de los gangliósidos (Figura 5.9 C). Curiosamente, 

la recuperación parcial de moléculas Ptx podría inferirse de los ciclos de com-

presión/expansión. Cuando el área de la monocapa se incrementó después de la 

compresión hasta 20 mN.m, se produjo re-polarización de la interfaz (Figura 

5.12 B). Además, tras la compresión hasta el punto (le colapso, las monocapas 

mixtas estaban todavía hiperpolarizadas a 40 mN.m 1  en comparación con mo-

nocapas de gangliósido puro (Figuras 5.12 B y 5.15). Esto indica que el Ptx puede 

permanecer en la monocapa mixta a valores de presión de superficie mucho más 

altos de los que se puede permanecer en una monocapas de Ptx puro, siendo una 

evidencia más de que las interacciones favorables con los gangliósido estabilizan 

el fármaco en la interfaz. 

5.2.6. Microscopía del ángulo de Brewster 

La topografía de monocapas de GM1 [97] y GD1a (Figura 5.16) fue evaluada 

por BAM. Típicamente los gangliósidos muestran una superficie homogénea y un 

aumento constante de la refiectividad hasta valores 5,0x10 6  durante la compre- 
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Figura 5.17: (A) p-Reflectividad de monocapas puras de Ptx, GM1 y GD1a en función de la presión superficial. 
(B) p-reflectividad a 5 mN.m' de monocapas mixtas de GM1/Ptx (rojo) y GD1a/Ptx (negras) en función de 
la fración molar. Fase más brillante (símbolos abiertos) y fase oscura (símbolos cerrados) 

Sión de la monocapa de O mN.m' hasta el punto de colapso (Figura 5.17 A). 

Monocapas de Ptx, por otro lado, mostraron valores más bajos de p-refiectividad 

que los films de gangliósidos, (Figura 5.17 A) pero también muestran una super-

ficie homogénea sobre toda el rango de presiones de superficies de la isoterma 

(Figura 5.18). 

Monocapas mixtas de gangliósido/Ptx con menos de 50 % de Ptx mostraron 

superficies homogéneas por BAM, pero con aumento de los niveles (le reflectividad 

en comparación con los componentes puros a 5 mN.m' (Figura 5.17 B). 

Sin embargo, el aspecto de la superficie de las monocapas mezclas con Xp, > 

0, 5, ya sea con GM1 o GD1a, no fue homogéneo (Figura 5.19 y Figura 5.20). 

Presentaron dominios en forma de agujas brillantes en el intervalo de presiones 

superficiales entre O y  5 mN.m' en el caso de GM1 (Figura 5.19) y entre 5-

10 mN.m' para las mezclas con GD1a (Figura 5.20). A presiones superficiales 

superiores, también se distinguían dos áreas de diferentes niveles de refiectividad 



Figura 5.20: Imágenes de BAM de monocapas de mezcla GD1a/Ptx 1:1 a diferentes presiones superficiales. 
magnificación= 20X. 
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Figura 5.18: Imágenes de BAM de monocapas de Ptx a distintas presiones de superficie. Magnificación= 20X 
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Figura 5.19: Imágenes de BAM de monocapas de mezcla GM1/Ptx 1:1 a diferentes presiones superficiales. 
magnificación= 20X. 

hasta el colapso de las películas. Se ha demostrado que en soluciones saturadas, 

el Ptx forma agregados en forma de aguja [8, 109], lo que sugiere que los dominios 

observados en films mezclas podrían ser el resultado de la acumulación de Ptx en 

la interfaz debido a la partición favorable de estas moléculas Ptx de la monocapa 

de gangliósido. 

La reflectividad de las mezclas fue mayor que la de los films de los gangliósidos 

puros y de Ptx a 5 mN.m 1  (Figura 5.17 B), especialmente en el caso de mezclas 

con GD1a, lo que sugiere un engrosamiento de la interfaz óptica del film mixto. 

Sin embargo, no se puede descartar posibles variaciones del índice de refracción. 
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Teniendo en cuenta que también se observó hiperpolarización de la superficie, 

se propone que ocurriría deshidratación de la cabeza polar de los gangliósidos, 

inducida por la localización de Ptx en la región interfacial mediante la reducción 

de la cancelación de los momentos dipolares interfaciales que ocurre por la pre-

sencia de las moléculas de agua. Si tenemos en cuenta la menor reflectividad de 

monocapas de GD1a en comparación con las de GM1, los valores de reflectividad 

más altos observados para los films mixtos de GD1a/Ptx 1:1 en comparación con 

los de GM1/Ptx 1:1 (Figura 5.17) sugiere que la interfaz de GD1a es capaz de 

albergar mayor cantidad de moléculas de Ptx que GM1. 



Capítulo 6 

Discusión 

6.1. Gangliósidos di y trisialos como nanotrans-

portadores de Ptx 

Recientemente nuestro laboratorio demostró que las micelas de GM1 pueden 

incorporar Ptx y Dox, contituyéndose en un nanotransportador autoensamblable 

con prometedores aplicaciones clínicas. El sistema constituído por micelas de 

gangliósidos monosialos incorpora Ptx de forma espontánea, y posee actividad 

biológica citotóxica y antiangiogénica equivalente a la actividad del fármaco libre 

y a la formulación comercial Taxol®. 

Una observación que se desprendió de estos estudios fue que las diferencias 

en las propiedades estructurales de las moléculas de diferentes gangliósidos y sus 

propiedades de agregación determinan diferencias en la capacidad de carga de 

un fármaco dado. Así, gangliósidos como GM2 y GM1, con 3 y  4 azúcares en su 

porción hidrófila, respectivamente; se agregan en micelas y cargan más Ptx que 

gangliósidos como GM3, con 2 azúcares y que se agregan en vesículas unilame-

lares. Un aumento en la capacidad de carga (le Ufl sistema de administración de 

fármacos, significa una gran ventaja farmacéutica, que permite reducir la dosis 

administrada, el volumen de inyección y el tiempo de administración; además de 

disminuir los costos de producción. La disminución en la toxicidad del tratamiento 

y como consecuencia el aumento en la satisfacción del paciente, son características 

muy buscadas en las terapias contra el cáncer. 

En la serie de gangliósidos: GM1, GD1a, GD1b y GT1b, las diferencias es-

tructurales están dadas por el aumento en la cantidad de residuos siálicos por 
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consiguiente una región hidrofílica cada vez más voluminosa. De ellos, el úni-

co estudiado hasta el momento es el GM1. En este trabajo caracterizamos los 

gangliósidos GD1a, GD1b y GT1b como sistemas nanotransport adores de Ptx. 

Profundizando en el estudio del impacto de la diferencia en contenido de ácido 

siálico en las propiedades de estos sistemas de transporte de fármacos. 

6.1.1. GD1a, GD1b y GT1b tienen cuatro veces más ca-

pacidad de carga que GM1 

La evaluación de distintos gangliósidos como nanotransportadores reveló que, 

los gangliósidos con dos y tres ácidos siálico cargan cuatro veces más Ptx que 

gangliósidos con un grupo siálico. Por lo tanto, la incorporación de un ácido siálico 

más en la molécula de gangliósido, independientemente de su posición, aumenta 

considerablemente la capacidad de carga de Ptx. Sin embargo, la adición de un 

tercer ácido siálico, no aumenta la capacidad de carga Ptx. 

Resultados previos demuestraron que 200 mg.mL' de GM1 solubilizan hasta 

6,3 mg.mL' de Ptx en una relación molar 20/1 GM1/Ptx [66]. Considerando que 

GD1a, CD1b y GT1b tienen su máximo la capacidad en una relación molar de 

5/1, se espera que 200 mg.mL' de estos gangliósidos serían capaces de solubilizar 

alrededor de 24 mg.mL' de Ptx. 

Estructuralmente los agregados de la secuencia: GM1, GD1a, GT1b son pro-

gresivamente más pequeñas y esféricas, y de menor número de agregación. Es-

tas diferencias pueden explicarse por la cantidad de azúcares: cinco, seis y siete 

azúcares, respectivamente, resulta en mayores contribuciones repulsivas hidrofíli-

cas según el modelo de las fuerzas opuestas [14]. Este aumento de la repulsión 

electrostática podría facilitar la entrada de Ptx, lo que explicaría la mayor ca-

pacidad de carga observada en GD y GT comparada con GM. Sin embargo, no 

se observa esta tendencia entre micelas de GD1a y GT1b. La presencia de Ptx 

en el núcleo hidrofóbico quizá modifica la distancia desde la interfaz dominio 

hidrofóbico- dominio hidrofflico en el que las fuerzas opuestas tienen lugar. 

6.1.2. La capacidad de carga de micelas de gangliósidos 

disialos no se ve afectada por la temperatura 

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

alcanzando un máximo a 55 °C [66]. Este comportamiento parece ser consecuencia 
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de la contracción de la cabeza polar y el aumento de la hidrofobicidad de la 

estructura de agregación, fenómeno ampliamente estudiado [12, 15, 16, 901. Sin 

embargo, las micelas de GD no mostraron este comportamiento. 

La contracción, por deshidratación, de la cabeza polar por aumento de la 

temperatura ha sido estudiado cii detalle para micelas de GM1, más que para GD 

y GT. Aunque cabe esperar que la pérdida de agua de hidratación también ocurra 

en micelas de CD la, podría suceder que sea imperceptible debido a que hay más 

cantidad de moléculas de agua participando de la hidratación de esa estructura. 

Por otro lado, y teniendo en cuenta que micelas de GD y GT cargan cuatro veces 

más Ptx que GM1, es razonable pensar que el aumento en la capacidad de carga 

por efecto de la temperatura sea mucho menor que la capacidad intrínseca que 

las micelas de GD y GT, por lo que no vemos efecto. 

6.1.3. Los complejos GD/Ptx tienen menor estabilidad 

física y química que los complejos GM/Ptx 

Los resultados de los ensayos de diálisis muestran que la presencia de Ptx 

dentro de las micelas no modifica el equilibrio entre el agregado y unímero de 

GD1a, que incluso se encuentra desplazado hacia la forma desagregada si se com-

para con el equilibrio de la estructura de GM1. Durante la diálisis de soluciones 

de GM1 la pérdida de unímeros es menor que la pérdida de unímeros de GD1a, 

sugiriendo diferencias de estabilidad. Incluso, micelas de GM1 cargadas con Ptx 

pierden aún menos unímeros que las micelas sin Ptx. Por lo tanto el Ptx tiene 

un efecto estabilizador de la estructura de agregación para el GM1, pero no para 

GD1a. Sin embargo, la estabilidad de micelas de GD o GT cargadas con Ptx no 

se vio afectada después de 3 meses almacenada a 4 °C, ya que la cantidad de Ptx 

soluble fue similar a la cantidad de Ptx cargado inicialmente. 

Se conoce que la molécula de Ptx posee enlaces éster que se hidrolizan a pH 

alcalino [26]. Nuestros resultados muestran que el 98 % del Ptx libre se hidroliza 

durante las primeras 3 horas de incubación. Sin embargo, cuando el Ptx se en-

cuentra encapsulado en las micelas de gangliósidos, no tiene la misma exposición 

al medio alcalino. En estas condiciones sólo un 40 % del Ptx cargado en micelas 

de CD se hidroliza, evidenciando el efecto protector que poseen las micelas co-

mo sistemas de vehiculización de fármacos. Esto también se observó previamente 

para las micelas de CM. Sin embargo, con las micelas de GM, hay un 10 % de 
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hidrólisis del Ptx cargado, 4 veces menos que el porcentaje de hirdrólisis de GD. 

La diferencia puede estar dada por una diferencia en el acceso del medio alcalino 

al core de la micela donde se encuentra el Ptx. Las micelas de GD, con cabezas 

polares más voluminosas, poseen mayor agua de hidratación en la capa externa 

que las micelas de GM. Además, las micelas de GD poseen mayor capacidad de 

carga que las de GM, por lo que puede que más cantidad de Ptx se encuentre 

localizado cercano a la interfaz core/capa extrema, y por ende más expuesto al 

medio alcalino. Trabajos previos hablan de una localización de Ptx dependiente 

de la concentración en bicapas de fosfolípidos [8]. 

6.1.4. Los complejos GD/Ptx no modifican la actividad 

biológica del principio activo 

El patrón citotóxico de Ptx vehiculizado en micelas de GM1, GD1a o GT1b 

sobre viabilidad de células en cultivo es similar al patrón citotóxico del fármaco 

libre, lo que indica que el principio conserva su actividad y que la presencia de 

micelas de gangliósidos no interfiere con el mecanismo de acción celular. Cabe des-

tacar que, es necesaria la presencia de una membrana celular "activa "para que el 

fármaco sea liberado de la micela, de lo contrario el Ptx permanece encapsulado. 

Esto sugiere que existe un mecanismo activo, más allá de la propia difusión, de 

liberación del fármaco, coordinado por las células. Explorando posibles mecanis-

mos de entrega del Ptx a las células, la microscopía de fluorescencia reveló que el 

fármaco comienza a entrar en las células después de pocos minutos de contacto 

y que al cabo de un tiempo desaparece completamente del medio extracelular, lo 

que evidencia que se incorporó todo el fármaco administrado [66]. Estos resulta-

dos sugieren que estaría ocurriendo fusión de micelas con la membrana celular. 

Los ensayos in vitro pueden a veces no reflejar las condiciones fisiológicas carac-

terísticas de la administración de un fármaco. Aunque resulta una muy buena 

aproximación y en general se puede extrapolar con bastante precisión, siempre es 

mejor contar con ensayos que imiten lo mejor posible el entorno biológico real. 

En este contexto, las micelas de gangliósiodos cargadas con Ptx fueron evaluadas 

en el ensayo de CAM. Se pudo ver que la actividad angiogénica del Ptx vehicu-

lizado en micelas de gangliósidos es equivalente a la de la formulación comercial 

Taxol®. Por otro lado, los complejos estudiados en el presente trabajo no tuvieron 

actividad hemolítica, ni produjeron agregación plaquetaria. Est descripto que los 
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gangliósidos tienen un rol inhibitorio de la agregación plaquetaria [43]. 

En su conjunto las propiedades descriptas hasta aquí permiten considerar a las 

micelas de GD1a como un sistema de administración de fármacos hidrofóbicos. 

Tal como se describiera para GM1 [66]. La diferencia principal entre estos dos 

gangliósidos es su capacidad de carga Ptx. GD1a es capaz de solubilizar hasta 

cuatro veces más Ptx que GM1. Dicho en otras palabras, la eficiencia de los 

gangliósidos en la carga de fármaco depende del tipo de estructura formada. 

6.2. Interacciones moleculares y propiedades de 

superficie 

Aunque en primera instancia la presencia de un ácido siálico más en las 

moléculas de CD1a en relación a la de GM1, podría ser la responsable de que la 

eficiencia de carga de fármaco de los gangliósidos sea distinta. La misma tenden-

cia no se observa para los GT, que poseen capacidad de carga similar a los GD. 

La comprensión de los parámetros moleculares que determina la configuración 

final del sistema es importante para interpretar estas diferencias y para entender 

el rol que juegan las diferencias estructurales en las características buscadas de 

las formulaciones micelares. 

6.2.1. Los gangliósidos estabilizan a Ptx en la interfaz 

agua-aire 

La actividad superficial de Ptx, a pesar de su hidrofobicidad, es relativamente 

baja y forma monocapas inestables que colapsan a presiones superficiales bajas (.'-

1OmN.m), en concordancia con estudios anteriores [29, 40, 129]. Sin embargo, el 

Ptx presentó una afinidad importante hacia las interfaces de gangliósidos, con una 

reducción de la tensión superficial significativamente mayor que la causada por el 

fármaco en la interfaz aire-agua limpia, como lo evidencian las elevadas presiones 

superficiales de corte (53,9 y  41,8mN.m 1, para GM1 y GD1a, respectivamente) 

en comparación con la presión superficial máxima de monocapas de Ptx puro ( 

18mN.m). 
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6.2.2. Ptx y los gangliósidos interactúan favorablemente 

en monocapas mixtas 

Los pocos estudios de monocapas de Ptx y Dtx que se encuentran dispo-

nibles, se han realizado con mezclas de glicerofosfolípidos, con el fin de enten-

der la interacción de estos taxanos antineoplásico con membranas plasmática 

[11, 21, 29, 40, 129, 131, 132]. Ésto permitió ver que, monocapas mixtas de 

DPPC/Ptx tienen menor rigidez y mayor área molecular media [21] en compara-

ción con monocapas de DPPC puro. Los autores sugieren que existirían fuerzas de 

repulsión entre los componentes mezclados. Por el contrario, monocapas mixtas 

de Ptx, ya sea con GM1 o GD1a tienen mayor rigidez y menor área molecular 

media, especialmente en el caso de mezclas con GD1a, sugiriendo interacciones 

favorables. Estas diferencias en las interacciones moleculares explican porque los 

gangliósidos son mejores agentes que las fosfatidilcolinas, para solubilizar fárma-

cos insolubles en agua [48]. 

Por otra parte, la energía libre de exceso de mezcla de GD1a/Ptx fueron nega-

tivas para todas las fracciones molares y de magnitud mayor que la energía libre 

de mezclas de GM1/Ptx, que fueron negativas solamente para Xp < 0, 5. Evi-

dencia de que mezclas GD1a/Ptx interaccionan más favorablemente que mezclas 

GM1/Ptx. En la interfaz agua-aire, el GD1a con su grupo polar más voluminoso 

y mayor repulsión electrostática, se acomoda más libremente empaquetado mos-

trando isotermas más expandidas y de menor elasticidad que el GM1. En este 

sentido el Ptx tendría mayor afinidad por monocapas más laxamente empaque-

tadas. Similares resultados se encontraron con fosfatidilcolinas, ya que Ptx formó 

monocapas más estables con el fosfolípido con un mayor balance hidrofílico, co-

mo el DMPC, que forma monocapas menos empaquetadas que otros fosfolípidos 

como el DSPC [129]. 

Podríamos pensar que la interfaz de GD1a más flexible que la de GM1 es 

capaz de acomodar más moléculas de Ptx. Esta idea quedó respaldada por el 

análisis cuantitativo de las mediciones de BAM. Mezclas GD1a/Ptx mostraron 

una interfaz con mayor espesor óptico que mezclas GM1/Ptx. Esto puede pro-

ducirse por la reorientación de la cabeza polar hacia la subfase acuosa [97], y  el 

estiramiento de las cadenas hidro carbonadas. 

Por otra parte, la hiperpolarización y el aumento de reflectividad de las mo-

nocapas mezclas de gangliósidos/PTX en comparación con la de los componentes 

puros, pueden ser interpretadas como reorganizaciones de los componentes fun- 
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damentales de los dipolos de los residuos de carbohidratos de la cabeza polar de 

los gangliósidos (incluyendo variaciones en su capa de hidratación) como conse-

cuencia de una localización interfacial de moléculas de Ptx. 

Mediciones de BAM se habían realizado anteriormente en monocapas mix-

tas de Dtx y PCs {30]. Aunque no se informó ningún análisis cuantitativo de la 

refiectividad, la topografía de superficie de films de DPPC/Dtx no mostraron di-

ferencias con la topografía de los films control de DPPC indicando que a presiones 

superficiales altas sólo estaría presente DPPC, a diferencia de lo observado en los 

sistemas de gangliósidos/Ptx [30]. Por el contrario, el aumento de la reflectividad 

de las monocapas mixtas gangliósido/Ptx indicó inserción de Ptx y estabilización 

en la interfaz a presiones superficiales que no son posibles de alcanzar en mono-

capas de fármaco puro. Además, la presencia de agregados en forma de aguja de 

Ptx en monocapas mixtas con Xpt,, > 0,5 indica una alta concentración localiza-

da de Ptx lograda en presencia de gangliósidos. Esto es otra evidencia de que los 

gangliósidos inducen estabilización interfacial del fármaco. Este tipo de agregados 

se observan en soluciones con altas concentraciones Ptx [8], pero curiosamente, 

están ausentes en las monocapas de Ptx puro. Podría ser que, las interacciones 

favorables entre moléculas de Ptx y gangliósidos promuevan la concentración de 

Ptx en zonas localizadas de la interfaz. 

La electrostática de superficie de monocapas de Ptx y monocapas mixtas gan-

gliósidos/Ptx no se habían estudiado anteriormente. Este parámetro, demostró 

ser muy útil para evaluar la presencia del Ptx en la interfaz, dado que la pola-

rización de los films de Ptx es mucho mayor a la de los films de gangliósidos. 

La electrostática de mezclas equimolares de gangliósido/Ptx revela la presencia 

de Ptx asociada a la interfaz incluso a valores de presión alta de superficie (r 

4OmN.m 1), aún cuando el análisis del área molecular media indicaría que ocu-

rrió expulsión completa del Ptx. Esta expulsión parcial de Ptx, revelada por la 

electrostática de superficie sería además reversible. Cuando la presión de super-

ficie se reduce por la expansión (le los filnis, las moléculas de Ptx previamente 

expulsadas se re-particionarían en el gangliósido ubicado en la interfaz. 

Chou y col. [21] reportaron desorción parcial de Ptx desde la interfaz de mo-

nocapas mixtas de DSPC/Ptx a 24,5 °C, pero no evaluaron reversibilidad del 

J)OCOS() de desorciómi. Sin embargo, el equilibrio de la asociación gangliósido/Ptx 

puede ser modificado reversiblemente cambiando la presión lateral en una inter-

faz de lípidos. Dado que en una interfaz biológica la presión de superficie lateral 



106 	 Capítulo 6. Discusión 

puede fluctuar en más de 20mN.m 1  [28, 921, el hecho de que la presión modi-

fique la asociación gangliósido/Ptx es un hallazgo importante para un sistema 

de administración de fármacos, en el que un equilibrio favorable de interacción 

durante el transporte al sitio de acción pero a la vez la liberación del fármaco es 

deseable. Este tipo de equilibrio podría tener lugar en los gangliósidos dispersos 

en agua formando micelas. 

6.2.3. El comportamiento superficial de monocapas mix-

tas gangliósidos/Ptx correlaciona con el tamaño de 

las micelas 

En su conjunto los resultados del comportamiento en superficie de mezclas 

de Ptx y gangliósidos explican por qué micelas de GD1a solubilizan más canti-

dades de Ptx que micelas de GM1. Los sistemas de gangliósidos en dispersión 

se autoagregan en micelas con distintas propiedades estructurales y funcionales. 

Las micelas de GD1a son más pequeñas que las de GM1, poseen un grupo polar 

más voluminoso y con mayor repulsión electrostática. Esta restricción geométri-

ca determina que el área lateral de cada unímero de GD1a en el agregado sea 

mayor que el área de GM1, y en consecuencia el número de agregación de GD1a 

sea menor que el de GM1. Por su parte, el residuo liidrofóbico, la ceramida, es 

esencialmente la misma en ambas moléculas, GD1a y GM1. Pero debido al volu-

men de la cabeza polar las cadenas hidrocarbonadas tienen que área lateral más 

grande disponible para acomodarse en micelas de GD1a que en micelas de GM1. 

Las micelas más pequeñas, por lo tanto, están empaquetadas más libremente y 

tienen mayor curvatura [71, 74]. Esto determina propiedades particulares del cen-

tro hidrofóbico y de la capa externa hidrofílica para cada gangliósido. Cuando se 

carga estas micelas con Ptx, las micelas de GD1a aumentan su tamaño mientras 

que las micelas de GM1 no. El hecho de que GD1a cargue más cantidad de Ptx 

puede estar directamente relacionado a la posibilidad que tiene la estructura de 

aumentar su tamaño sin desagregarse. Esta diferencia puede deberse a que las 

moléculas de GD1a interaccionen con más fuerza con Ptx que las moléculas de 

GM1. Los resultados del comportamiento de mezclas de estos gangliósidos y Ptx 

apoyan esta hipótesis. En primera medida, podemos decir que los dos gangliósi-

dos evaluados interaccionan con Ptx, dado que estabilizan al Ptx en la interfaz 

agua/aire. También podemos decir que mezclas de cualquiera de GM1 o GD1a 
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con Ptx son más condensadas, menos compresibles y más polarizadas que lo que 

se esperaría si fueran una mezcla ideal de iguales proporciones. Sin embargo, hay 

que tener en cuenta que este comportamiento ocurre a muy bajas presiones la-

terales (menos de lOmN.m 1). El mismo análisis no puede hacerse a presiones 

superiores dado que la monocapa de Ptx pura no es estable a presiones de su-

perficie mayores. Sin embargo, es posible estabilizar al Ptx por encima de esas 

presiones en presencia de cualquiera de los gangliósidos. El potencial de superficie 

por molécula revela que todavía hay moléculas de Ptx en la interfaz a presiones 

laterales muy altas, aunque del análisis del área molecular promedio concluyéra-

mos que se habían perdido. El hecho de perder moléculas de Ptx de la interfaz, es 

un fenómeno ya descripto [21] y claramente relacionado con la baja actividad de 

superficie que demuestra la molécula de Ptx. Durante la compresión, la reorien-

tación de la cabeza polar hacia la subfase acuosa [97], y  el estiramiento de las 

cadenas hidrocarbonadas explicarían la rigidez y la disminución del módulo de 

compresibilidad de monocapas mixtas GD1a/Ptx por el aumento de las fuerzas 

de Van (lcr Waals en la región de los hidrocarburos. Por otra parte, para formar 

monocapas mixtas de GD1a/Ptx se necesita menos energía que para monocapas 

de GM1/Ptx (LGexGjjla  < / Gexc,n) indicando que termodinámicamente la 

interacción GD1a/Ptx se ve favorecida en relación a la de GM1/Ptx. 



Capítulo 7 

Conclusiones 

A pesar de que las micelas poliméricas poseen buenas propiedades coloidales 

y solubilizan fármacos hidrofóbicos, la baja eficiencia de carga y la necesidad de 

solventes orgánicos para la carga de los principios activos son desventajas signi-

ficativas para la aplicación de estos sistemas de liberación de fármacos [48, 631. 

Recientemente, nuevos sistemas micelares a base de gangliósidos, lípidos anfipáti-

cos que se autoagregan en agua, han resuelto estos inconvenientes [66]. Particu-

larmente el GM1, ha demostrado ser una plataforma que permite solubilizar Ptx 

en concentración superior a la de las formulaciones comerciales aprobadas como 

el Taxol® y el Abraxane®. 

En este trabajo estudiamos micelas de gangliósidos que se diferencian del 

GM1 en el contenido de ácidos siálicos, GD1a, GD1b y GT1b, como sistemas 

de administración de Ptx. En una primera etapa caracterizamos las propiedades 

de los sistemas como nanotransportadores y posteriormente evaluamos las pro-

piedades moleculares de dos de los sistemas seleccionados por sus propiedades 

farmacológicas. 

Los resultados demostraron que los disialos (GD) y trisialos (GT) son capaces 

de incorporar Ptx formando un complejo estable con propiedades fisicoquímicas 

y bioquímicas similares a los complejos GM1/Ptx. Sin embargo, los complejos 

GD/Ptx y GT/Ptx cargaron 4 veces más Ptx que los complejos GM/Ptx. Esto 

resulta una ventaja para la formulación de principios activos tóxicos dado que un 

sistema de mayor eficiencia de carga representa reducción en el volumen de inyec-

ción, en el tiempo de administración y, por lo tanto, menos efectos no deseados 

y mayor satisfacción de los pacientes. 

Las micelas de GD se diferencian de las de GM1 en algunos aspectos. Por 
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un lado, micelas de GD cargadas con Ptx aumentan de tamaño, mientras que 

las de GM1 no. Por su parte las micelas de GM1 precalentadas aumentan su 

capacidad máxima de carga, mientras que las de GD no. Sin embargo, las micelas 

de GM1 precalentadas tienden a perder el Ptx incorporado más que las micelas no 

calentadas. Existe una relación de compromiso entre la cantidad de Ptx cargado 

y la estabilidad del complejo. A pesar de estas diferencias, la citotoxicidad in 

vitro y la antiangiogénesis in vivo del Ptx vehiculizado en GD1a, GM1 o en el 

Cremophor (Taxol®) son equivalentes. En su conjunto, estos resultados permiten 

concluir que, las micelas de GD1a son una alternativa para vehiculizar fármacos 

hidrofóbicos, y que la presencia de un único ácido siálico más en la molécula de 

gangliósido aumenta significativamente la capacidad de carga de Ptx. 

Comparando las interacciones moleculares y propiedades estructurales de los 

sistemas GM1/Ptx y GD1a/Ptx, encontramos algunas causas de estas diferencias. 

Así, vimos que las moléculas de Ptx interaccionan favorablemente tanto con GM1 

como con GD1a, estabilizándolo en la interfaz agua-aire, a presiones superficiales 

muy por encima de la que el fármaco es capaz de alcanzar por sí solo, lo que 

explica porque ambos gangliósidos son capaces de formar complejos con Ptx. Sin 

embargo, las mezclas GD1a/Ptx fueron más laxas y necesitaron menos energía 

para mezclarse que las mezclas GM1/Ptx, lo que podría explicar la diferencia en 

la capacidad de carga de dichas micelas. Además, las micelas de GD1a, de menor 

tamaño que las micelas de GM1, pueden aumentar de tamaño al incorporar Ptx 

sin desagregarse, mientras que las micelas de GM1 no modifican su tamaño con su 

máxima carga de Ptx. Este comportamiento es otra evidencia de que la interacción 

de Ptx con GD1a en más fuerte que con GM1. 

Encontramos que un pequeño cambio en la estructura de la molécula se tra-

duce en la mejora de una propiedad farmacéutica deseada como es la capacidad 

de carga del transportador. Además destacamos a la familia de gangliósidos como 

un pool de moléculas disponibles para explorar potenciales nanovehículos para el 

suministro de activos biológicos hidrofóbicos. 



Apéndice A 

Protocolo de evaluación de 

angiogénesis in vivo en 

membrana corioalantoidea de 

embriones de pollo 

El dise6 de nuevos sistemas de liberación controlada de fármacos se encuentra 

muchas veces con el inconveniente de que los resultados observados in vitro no se 

correlacionan con los efectos clínicos in vivo. La evaluación del comportamiento 

de un sistema de liberación in vivo en modelos animales o en estudios clínicos 

suele presentar inconvenientes relacionados a consideraciones éticas y a la dificul-

tad de controlar todas las variables que afectan al sistema. Muchos esfuerzos se 

han llevado a cabo para encontrar modelos biológicos que permitan resolver estas 

dificultades de una manera sencilla y segura. En términos generales los modelos 

con mamíferos (ratones, conejos) son los más buscados por las similitudes con los 

sistemas biológicos humanos, pero resultan de los más costosos, demandan mucho 

tiempo y son complicados metodológicamente. Una alternativa que ha cobrado 

importancia en los últimos aós es la utilización de la membrana corioalantoidea 

(CAM) de pollo. El interés en este modelo radica particularmente en su versatili-

dad, simplicidad y su bajo costo. La CAM es una membrana extraembrionaria que 

comienza a desarrollarse a partir del día 4 ó 5 del desarrollo embrionario (DDE) 

y se expande hasta el DDE 12 cuando envuelve al embrión completamente [134]. 

La función principal de la CAM es la de ser el órgano respiratorio embrionario 

[134], sin embargo también cumple función de almacenar excreciones, transportar 
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electrolitos (sodio y cloro) del saco alantoideo y la movilización de calcio para la 

calcificación de los huesos. La formación de un individuo a partir de dos células 

madres en sólo 21 días, como es el desarrollo de los pollos, supone una sistema 

dinámico altamente especializado en producir en tiempo y forma muchos cambios 

capaces de generar ni más ni menos que un individuo entero [134]. 

La industria farmacéutica apuesta a producir nuevos sistemas de liberación 

controlada capaces de regular la tasa de liberación de los fármacos, sostener su 

efecto terapéutico durante tiempos prolongados y/o dirigir la actividad biológica 

de los mismos. A través de la mejora de estas y otras variables, muchas veces los 

sistemas de liberación aportan beneficios extras al producir una disminución de 

los efectos adversos de los fármacos de elevada toxicidad. Los efectos no deseados 

de los quimioterápicos contra el cáncer son uno de los ejemplos más claros de este 

problema. La evaluación del comportamiento de estos sistemas en contacto con 

tejidos biológicos de forma rápida y sencilla es de suma importancia para el diseó 

de un sistema de liberación acorde a las necesidades del tratamiento. 

Para este traba.jo se estandarizó un protocolo (le evaluación de angiogénesis 

en la CAM de embriones de pollo. Se pusieron a punto la dosis y el lugar de apli-

cación para un efecto antiangiogénico claramente visible. Para esto se evaluó un 

rango de concentraciones de paclitaxel y dos opciones de tratamiento: aplicación 

tópica, sobre la membrana corioalantoidea; o inyectada en la cavidad coriónica, 

por debajo de la membrana. Se encontró que la aplicación tópica de al menos 6 

Mg de paclitaxel eran las condiciones óptimas del ensayo. Los detalles técnicos del 

protocolo final están detallados en materiales y métodos. Cabe mencionar que 

vimos que la sobrevida de los embriones tratados con Ptx vehiculizado en micelas 

de ga.ngliósidos fue superior que la sobrevida de embriones tratados con Ptx en 

Cremophor (Taxol ®). Esto (1Ulzá se deba a que los efectos tóxicos del Ptx sean 

menores en la formulación de las micelas, debido a una liberación paulatina del 

fármaco. 



Apéndice B 

Fórmulas para el análisis de las 

isotermas 

El módulo de compresión de superficie (elasticidad en el plano, C) se calculó 

directamente de la gráfica de presión superficial vs área molecular media obtenidas 

de las isotermas de compresión de acuerdo a: 

C 1 _A() 
	

(B.1) 

donde ir es la presión superficial y A es el área molecular media a la presión 

superficial ir [5, 36]. 

La elasticidad de las mezclas gangliósidos/Ptx se comparó con la elasticidad 

media calculada de monocapas mezclas ideales, teniendo en cuenta el C' de 

monocapas de componentes puros 1 y 2, el área molecular media Al  y A2  y 

la fracción molar X1  y X2  de los componentes 1 y  2, respectivamente, a la ir 

correspondiente, [5] de acuerdo con: 

/A2) 

1_1 
c[xi( 

)~+X2 

\S2 
(_1 	.(A1X1 +A2X2) 

CS1  
(B.2) 

El potencial de superficie por densidad de moléculas (8V . n'), donde n es el 

número de moléculas por cm  de superficie, se calculó a partir del potencial de 

superficie (dipolo) medido para las monocapas (AV) y el área molecular media 

A [101] a la presión de la superficie ir: 

(B.3) 
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El área molecular media y la 6Vn de las mezclas a la presión de la superficie 

correspondiente se comparó con los valores predichos por la regla de aditividad 

[36] de acuerdo con: 

A7, 	X1  (A1 )7, + X2  (A2)7, 

x1 (Y-'\ +xj'  
\  n) 711) 7, 	fl2) 7, 71 

donde Al, A2 y 6V ni  1, 6V. n2  1  son el área molecular media y potencial de 

superficie por densidad de moléculas de los componentes 1 y  2, respectivamente, 

en la ir presión superficial [36]. 

El exceso de energía libre de mezcla (G) se calculó a partir de la integral 

de las curvas de ir - A de los componentes puros y las mezclas [36], entre 1 y  7 

mN.m, de acuerdo con la fórmula: 

AGE 	
f7 

Al,dir - (x1 
f7 

A1dir + x2 
f7 

A2dir) 

donde Al, A2  son el área molecular media de los componentes 1 y  2, respecti-

vamente, y Al , A2  son las áreas moleculares media de los componentes 1 y  2 de 

una monocapa mixta. 
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