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RESUMEN

La pinocembrina es una molécula de origen natural con un gran potencial como principio
activo para el tratamiento de diferentes enfermedades crdnicas; entre ellas el cancer,
hemorragia intracerebral, Alzheimer, enfermedades cardiovasculares, etc. [1-4]; sin
embargo, su baja solubilidad ha limitado su aplicacion. El uso de nanoacarreadores
moleculares, por ejemplo, liposomas, es una estrategia novedosa para aumentar la
solubilidad, biodisponibilidad y actividad biolégica de la molécula activa.

Hasta la fecha no existe una investigacion de la interaccién de pinocembrina con liposomas.
El objetivo de este trabajo fue realizar un estudio fisicoquimico de la incorporaciéon de
pinocembrina en liposomas de dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) para aumentar la
solubilidad de esta molécula potencializando su uso como principio activo.

El comportamiento termotrdpico de las vesiculas antes y después de incorporar los aditivos
fue determinado con calorimetria diferencial de barrido.

Las caracteristicas de las estructuras formadas fueron estudiadas utilizando dispersidon
dinamica de luz, microscopia electrénica de transmisién y de barrido.

Se prepararon vesiculas unilamelares de aproximadamente 100 nm con concentraciones de
0 a 0.940 mg/mL de pinocembrina. Se utilizé agua milli-Q y medio amortiguado de fosfatos
pH 7.4 para hidratar los liposomas, la suspensién liposomal fue mas estable en PBS. La
pinocembrina se incorpord dentro de la membrana lipidica interaccionando fuertemente
con los grupos acilo de los fosfolipidos, favoreciendo la fase fluida. La eficiencia de
incorporacion fue del 89%. A concentraciones de pinocembrina mayores a 0.436 mg/mL se
observa un cambio de estructura de liposomas esféricos a tubulares. La adicién de
colesterol en la formulacidon no aumentd la estabilidad de la disolucidn.

Los resultados de este trabajo y otros estudios de pinocembrina con
diesterolilfosfatidilcolina (DSPC) fueron publicados en Journal of Thermal Analysis and
Calorimetry y Thermochimica Acta, respectivamente [5,6].




1. ANTECEDENTES

1.1 Productos Naturales

Los productos naturales o metabolitos secundarios provenientes de plantas, algas, hongos
y diversos microorganismos son una fuente valiosa de posibles principios activos para la
industria farmacéutica.

Sin duda, uno de los ejemplos mas famosos es la penicilina, proveniente del hongo
Penicillium notatum, descubierta por Fleming en 1929. En afos recientes, probablemente
el medicamento mads exitoso derivado de un producto natural es el paclitaxel (Taxol®),
aislado de la corteza de Taxus brevifolia y aprobado en 1992 por la Administracién de
Farmacos y Alimentos (FDA, por sus siglas en inglés) para el tratamiento de cancer de mama

[7].

Newman y Cragg han evaluado los productos naturales como fuente de nuevos farmacos
desde 1981 [8]. En su investigacidon, han encontrado que un alto porcentaje de nuevos
agentes terapéuticos son productos naturales o derivados semisintéticos de los mismos
(Figura 1). Entre los principales campos de aplicacién destaca su uso como agentes
antivirales, antibacteriales, analgésicos, antifungicos, antidiabéticos, antidepresivos,
diuréticos, antinflamatorios y anticancerigenos.
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Figura 1. Porcentaje anual de nuevos agentes terapéuticos derivados de productos naturales.

Respecto a los nuevos farmacos para el tratamiento de cancer aprobados entre 1981 vy
2014, de un total de 136, el 87% son productos naturales o basados en ellos, incluso muchos
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de los nuevos farmacos sintéticos contienen un farmacéforo proveniente de una fuente
natural (Figura 2).
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Figura 2. Nuevos fdrmacos aprobados entre 1981 y 2014 clasificados por su fuente de origen: B, macromolécula
bioldgica; N, producto natural sin alteracion; NB, farmaco botdnico (mezcla); ND, derivado de un producto natural; S,
fdrmaco sintético; S/NM, inhibidor sintético competitivo de un producto natural; S*, fdrmaco sintético inspirado en un
producto natural; V, vacuna.

Este tipo de estudios demuestra que los productos naturales son un campo de investigacion
productivo y con gran potencial, especialmente en el area farmacéutica.

En México, la medicina tradicional basada en remedios herbolarios ha sido ampliamente
utilizada y aceptada entre la poblacién. En afios recientes la comunidad cientifica se ha dado
a la tarea de identificar los compuestos responsables de la actividad bioldgica en la llamada
medicina alépata.

Uno de los jarabes para la tos de origen natural mds reconocido es Broncolin®, el cual esta
elaborado a base de extractos naturales. Este producto, de origen herbolario, comenzé a
comercializarse en la capital del pais en 1980 y actualmente se exporta a Estados Unidos.
Entre los principales componentes de este jarabe se encuentran el extracto de propdleo,
gordolobo, eucalipto y miel a los cuales se les ha atribuido sus propiedades curativas.

La apicultura en México es una actividad que ha adquirido gran relevancia socioecondmica,
ya que representa una fuente importante de empleos e ingresos en el medio rural y de
divisas para el pais [9].




México ocupa el sexto lugar en el ambito mundial por su volumen de produccidn y nivel de
productividad por colmena, mientras que en el continente americano se situa en el tercer
lugar en ambos rubros (FAOSTAT, 2014).

La miel es el principal producto por peso y valor que se obtiene de las colmenas. El segundo
producto apicola de importancia es la cera. Los otros productos con menor jerarquia
relativa por cantidad son el polen, propdleo y la jalea real.

La limitada produccién de propdleo en nuestro pais puede deberse a que la apicultura se
enfoca principalmente en la extraccién de miel; paralelamente, el ignorar que el propdleo
tiene valor farmacéutico, las técnicas para su obtencién y la falta de empresas que
demanden su compra, contribuyen al lento desarrollo de su produccién y uso (Martinez et
al., 2004).

Esta investigacion se centra en extracto de propdleo y miel como fuente de origen natural
de pinocembrina, un producto natural con gran potencial en quimioterapias para el
tratamiento de diversas enfermedades crdnicas con alto nivel de incidencia en la poblacion
mundial.

1.2 Propopleo

El propdleo es una mezcla de resinas naturales producido por las abejas del género Apis, a
partir de sustancias colectadas de plantas, las cuales se adicionan a sus secreciones
organicas o salivales [10].

Prépolis es un término apicola para las resinas que son utilizadas por las abejas dentro de
una colmena, la palabra proviene del griego “pro: enfrente o en defensa y “polis”: ciudad.

El propdleo se afiade continuamente a las paredes del nido durante el desarrollo de la
colonia; generalmente es utilizado para cubrir los agujeros y grietas en el nido y reducir la
entrada de la colmena, de esta manera se mantiene una mejor homeostasis del medio
ambiente en el nido. Esto podria dar como resultado la disminucion del crecimiento
microbiano en las paredes de la colmena, impedir el flujo de aire no controlado en el nido
y la impermeabilizacién de las paredes contra la savia si el nido se encuentra en un arbol,
ademas de protegerlo de la humedad exterior y de los invasores [11].

El propdleo ha presentado diversas actividades farmacolégicas, entre ellas antioxidante,
antimicrobiano, antifungico, antiviral, antiparasitario, antiinflamatorio y anticancerigeno
[12—-15]. Su actividad biolégica depende de su composicidn quimica [16] y ésta, a su vez, de
la region en donde se recolecte, la estacion del afio, el clima, el tipo de vegetacidn, entre
otros factores.




En general se compone de 50% resinas y balsamo vegetal, 30% de ceras, 10% de aceites
esenciales y aromaticos, 5% de polen y 5% de otras sustancias [17]. Hasta ahora se han
encontrado en el propdleo mas de 250 compuestos. En general, se han aislado terpenos,
polisacaridos, acidos aromaticos, fenoles, ésteres de acidos fendlicos, minerales, vitaminas
y aminodcidos a los cuales puede atribuirse el amplio espectro de propiedades bioldgicas y
farmacoldgicas [14,18,19].

1.2 Flavonoides

Los flavonoides son compuestos fendlicos de origen natural derivados de una clase de
benzo-y-pirona con una estructura del tipo C6-C3-C6, con dos anillos aromaticos unidos
entre si por una cadena de 3 carbonos ciclada a través de un oxigeno. Se considera que su
estructura deriva de la cromona (o benzo-pirona) con un fenilo en posicién 2 (Figura 3).

o
Figura 3. Estructura bdsica de los flavonoides

Los flavonoides estan distribuidos ampliamente entre las plantas. Las diferencias
individuales dentro de cada subclase se determinan por la variacion en ndmero vy
disposicion de los grupos hidroxilo, asi como por la naturaleza y extensién de
alquilacion. Los flavonoides tienen multiples actividades biolégicas incluyendo las acciones
potentes antialergénicas, antiinflamatorias y antivirales [20]. Uno de los principales
flavonoides contenidos en el propdleo es la pinocembrina.

1.3 Pinocembrina

La pinocembrina (5,7-dihidroxiflavonona, CisH1204, Figura 4) es un flavonoide abundante
en la miel, propdleo y en algunas otras especies de plantas; esta molécula ha demostrado
tener actividad biolégica como antioxidante, antifungico, antibacterial, antiinflamatorio y
anticancerigeno[21-25]. Ademas, diversos estudios sugieren que la pinocembrina puede
ser utilizada como principio activo para la prevencién y/o tratamiento de Alzheimer,




hemorragia cerebral, enfermedades en el sistema nervioso central y cardiovasculares [2—
4,26].

HO O

OH O

Figura 4. Estructura de la pinocembrina

El andlisis de una gran cantidad de compuestos sugiere que aquéllos con una solubilidad
por debajo de los 20 pg/mL presentan limitaciones de biodisponibilidad. La mayoria de los
farmacos en el mercado tienen solubilidades por encima de los 65 pg/mL, aquellos que se
encuentran por debajo de este valor usualmente presentan alta potencia, permeabilidad o
un eficiente transporte activo a través de las células epiteliales, lo cual mejora su actividad
bioldgica[27].

A pesar de su gran potencial en formulaciones farmacéuticas, el uso de la pinocembrina
esta limitado debido a su baja solubilidad.

En esta investigacion uno de los principales objetivos es aumentar la solubilidad en agua de
la pinocembrina empleando nanoacarreadores biocompatibles que ayuden a potencializar
las aplicaciones terapéuticas de esta molécula.

1.4 Liposomas

Los fosfolipidos son moléculas anfifilicas distribuidos ampliamente en fuentes naturales de
origen vegetal y animal. Se pueden encontrar en aceites vegetales de soya, girasol, canola,
maiz y semillas de algoddn; asi como en yema de huevo y cerebro bovino [28].

Existe una amplia variedad de fosfolipidos debido a la variacién en la cabeza polar, las
cadenas hidrocarbonadas y los alcoholes presentes en su estructura. Los mas abundantes
en los tejidos humanos son conocidos como fosfatidilcolinas o lecitinas, las cuales estan
formadas por una porcion polar que se compone de una base nitrogenada y un grupo
fosfato unidos al grupo 1,2-diacilglicerol que contiene las colas hidrocarbonadas de un acido
graso. En este estudio se utilizé dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC), un fosfolipido sintético
con 14 carbonos en la cadena de acilo (Figura 5).
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(0]

Figura 5. Estructura del fosfolipido dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC)

La naturaleza anfipatica de los fosfélipidos les permite adoptar estructuras organizadas
cuando se ponen en contacto con un sistema acuoso.

Los liposomas son estructuras esféricas formadas por una bicapa o una serie concéntrica de
multiples bicapas lipidicas, lamadas lamelas, separadas por un compartimento de agua que
encierran un centro acuoso central (Figura 6)[29]. El interés principal en este tipo de
vesiculas radica en su habilidad para atrapar moléculas de diferente naturaleza,
encapsulandolas en el interior hidrofilico o incorporandolas entre los lipidos que forman la
bicapa. Esta propiedad ha sido aprovechada como sistema de liberacién de farmacos,
acarreando moléculas polares, hidrofébicas y anfifilicas de interés biolégico [30-36].

) o Carga hidrofilica Carga hidrofébica
Bicapa lipidica

Centro ‘acuoso

Figura 6. Esquematizacion de los liposomas

En la industria farmacéutica los liposomas han sido ampliamente utilizados debido a que
pueden mimetizarse con las membranas de las células animales permitiendo una efectiva
penetracidn de la molécula encapsulada dentro de los espacios celulares.

Los liposomas formados por lipidos naturales son biodegradables, biolégicamente inactivos,
con una limitada toxicidad intrinseca. Diversas formulaciones liposomales han sido
aprobadas por la FDA [25].

11

—
| —



1.5 Liposomas en la industria farmacéutica

La primera formulacién basada en liposomas fue aprobada en 1995; se utilizé una mezcla
de dos fosfolipidos, fosfatidilcolina hidrogenada de soya (HSPC) y distearoilfosfatidilglicerol
(DSPG), ademds de colesterol, para encapsular anfotericina B. El nombre comercial fue
Ambisome® y se utilizé por via intravenosa para el tratamiento de infecciones fungicas [36].
Desde entonces, diversas formulaciones liposomales han surgido para el tratamiento de
otras enfermedades, algunos ejemplos se muestran en la Tabla 1 [37].

Tabla 1. Formulaciones liposomales aprobadas y en ensayo clinico (denotadas con asterisco).

Principio activo = Composicion lipidica Tratamiento Via de administracion
.. Céancer de
Daunorubicin DSPC, colesterol Intravenosa
sangre
Degeneracion
Verteporfin DMPC asociada ala Intravenosa
edad
Sulfato de DOPC, DPPG, colesterol, .
. . Dolor Epidural
morfina trioleina
Céncer de
mama
. . EPC, HSPC, DSPE-PEG, metatastico,
Doxorubicin i Intravenosa
DSPC cancer de
ovario, sarcoma
de Kaposi
Céancer de
. % DOPC, colesterol, .
Paclitaxel e mama, ovario y Intravenosa
cardiolipin )
pulmén
Cisplatino y Carcinoma .
. X DMPC y DMPG Intrapleural/intravenosa
derivados colorectal
. Infeccion en
Amicacin* DPPC, colesterol , Inhalado
pulmén
L. Carcinoma
Acido .
- DMPC, aceite de soya avanzado de Intravenosa
retinoico ]
células renales
Virus de
hepatitis A DOPC, DOPE Hepatitis A Intramuscular
inactivo

DSPC (diestearoilfosfatidilcolina); DMPC (dimiristoilfosfatidilcolina); DOPC (dioleoilfosfatidilcolina); DPPG (dipalmitoilfosfatidilglicerol);
EPC (fosfatidilcolina de huevo); (HSPC) fosfatidilcolina hidrogenada de soya; DSPE (distearoil-sn-glycero-fosfoetanolamina); PEG
(polietilenglicol); DMPG (dimiristoilfosfatidilglicerol); DPPC (dipalmitoilfosfatidilcolina); DOPE (dioleoil-sn-glycero-fosfoetanolamina).
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La adicidn de colesterol, en las formulaciones liposomales, juega un papel muy importante;
la cantidad adecuada de este esteroide puede modificar la fluidez, estabilidad, capacidad
de encapsulacion y liberacion de las membranas lipidicas [38]. Numerosos estudios sobre
el uso de colesterol como estabilizador demuestran que esta sustancia puede aumentar la
hidrofobicidad en la bicapa favoreciendo la inclusién de moléculas hidrofdbicas, mejorar el
empaguetamiento de moléculas de fosfolipidos, reducir la permeabilidad de la bicapa a
solutos electroliticos y no electroliticos, disminuir la tendencia de las vesiculas a la
agregacion y evitar las interacciones entre los fosfolipidos con las proteinas del plasma en
el torrente sanguineo, lo cual conlleva a la desestabilizacién del liposoma [39—-43].

1.6 Caracterizacion de liposomas

La caracterizacién de los liposomas permite predecir su desempeno in vitro e in vivo [43].
Las principales caracteristicas estudiadas son el tamafio, forma, carga superficial, eficiencia
de encapsulacién y comportamiento termotrépico.

La distribucién de tamafio y morfologia de los liposomas son pardmetros importantes
dependiendo de la via de administracidn. La medicién de estas propiedades se puede llevar
a cabo mediante microscopia electrénica, cromatografia de exclusion de tamaiio vy
dispersion dindmica de luz.

Las propiedades termodinamicas de los liposomas estan relacionadas con su composicion
lipidica. La calorimetria diferencial de barrido (DSC, por sus siglas en inglés) es una poderosa
herramienta para la caracterizacion fisicoquimica de las formulaciones liposomales ya que
permite conocer el cambio en la estructura de la bicapa debido a las interacciones con las
moléculas huésped.

Mediante DSC se puede determinar con precision si la membrana del liposoma y/o el
farmaco sufren una transicion de fase, asi como su estabilidad, fluidez y permeabilidad [44].
Estas caracteristicas tienen un papel muy importante en la formulacion ya que de ellas
depende la encapsulacidn, transferencia y liberacidn del principio activo [45]

La combinacidn de diferentes técnicas de analisis permite un mayor entendimiento de las
propiedades de los liposomas.
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2.

HIPOTESIS

La pinocembrina, una molécula hidrofébica, se incorporara entre la bicapa lipidica de

liposomas de DMPC.

El colesterol mejorara la estabilidad en disolucién de los liposomas y favorecera la inclusién

de pinocembrina.

Se puede disefar un sistema de liberacidn de pinocembrina en liposomas de DMPC con

colesterol.

3.

YV V V V

OBJETIVO GENERAL

Solubilizar pinocembrina en la membrana lipidica de liposomas de DMPC vy realizar
un estudio fisicoquimico de la interaccion de pinocembrina con liposomas de DMPC
con colesterol. Este estudio puede servir de base en el desarrollo de una nueva
formulaciéon para el tratamiento de diversas enfermedades; particularmente,
cancer.

OBJETIVOS PARTICULARES

Obtener el extracto etandlico de propdleo y extraer pinocembrina del mismo.
Determinar la solubilidad intrinseca del extracto de propdleo y pinocembrina.
Encapsular pinocembrina en liposomas de DMPC

Caracterizar el comportamiento termotrdpico de los sistemas liposomales utilizando
DSC. Determinar si la membrana del liposoma experimenta una transicion de fase.
Obtener los parametros termodinamicos entalpia de transicidon (AH), temperatura
de transicién (Tm) y cooperatividad molecular (T1/2) asociados a dicha transicion.
Determinar la morfologia y tamafio de los sistemas en estudio por medio de
microscopia electrénica de barrido y dispersién dindmica de luz.

Determinar la eficiencia de incorporacion de pinocembrina en los liposomas
preparados.

Estudiar la diferencia entre los liposomas preparados en agua milli-Q y en medio
amortiguado (buffer fosfatos).

Estudiar el efecto de la incorporacién de colesterol en los liposomas cargados con
pinocembrina.
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5. ESQUEMA GENERAL DEL PROYECTO

Obtencion de Caracterizacion
pinocembrina RMN

Extracto de

Extraccién
propoleo
Solubilidad Curva Patrén en
Intrinseca etanol/agua

Estabilidad
(Potencial Zy
tamafio)

Proyecto |

Agua m|||| Q

Morfologia
TEM/SEM —
Concentracidén de
Saturacién de
DMPC membrana
Caracterizacion
Termodindmica AH, Tm, Ty
DSC
Eficiencia de .
: . Deconvoluciones
incorporacion

Encapsulacion

6. MATERIALES Y REACTIVOS
6.1 Obtencion de extracto de propodleo y fragmentacion

En la Tabla 2 se presentan las propiedades de los reactivos utilizados en la obtencién de
pinocembrina a partir del extracto de propdleo.

Tabla 2. Reactivos utilizados en la obtencion de extracto de propdleo y separacion de pinocembrina

NOMBRE LOTE CAS PUREZA PROVEEDOR
ETANOL P22C64 64-17-5 99.95 J.T. BACKER
DICLOROMETANO 012315A 75-09-2 99.5 BDH
ACETONA 052113A 67-64-1 99.5 BDH
METANOL 111312A 67-56-1 99.8 BDH
SILICA GEL 60 TA1859834 7631-86-9 - MERCK

(0.063-0.200 mm)
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6.2 Solubilidad intrinseca y eficiencia de incorporacion

En la Tabla 3 se muestran los reactivos utilizados en los experimentos de determinacién de
la solubilidad intrinseca en agua de la pinocembrina y eficiencia de incorporaciéon en
liposomas.

Tabla 3. Reactivos utilizados en la determinacion de solubilidad de pinocembrina y eficiencia de incorporacion

NOMBRE LOTE CAS PUREZA PROVEEDOR
ETANOL L46C59-5 64-17-5 99.9 J.T. BAKER
PINOCEMBRINA  MKBZ2780V 480-39-7 95 SIGMA-ALDRICH

6.3 Preparacion de liposomas

Los liposomas se prepararon con los reactivos descritos en la Tabla 4.

Tabla 4. Reactivos utilizados en la preparacion de liposomas

NOMBRE LOTE CAS PUREZA (%) PROVEEDOR
DMPC 88F-8377 18194-24-6 99 SIGMA
DICLOROMETANO T34C64 75-09-2 99.98 J.T. BAKER
PINOCEMBRINA MKBZ2780V  480-39-7 95 SIGMA-
ALDRICH
COLESTEROL 00217HM 57-88-5 98 ALDRICH
FOSFATO DE SODIO C17C00 10049-21-5 99.6 J.T. BAKER
MONOBASICO H,0
FOSFATO DE SODIO A47C24 7782-85-6 100 J.T. BAKER

DIBASICO 7H,0

7. METODOLOGIA

7.1 Obtencion de Extracto de Propodleo

El propdleo utilizado en este estudio se obtuvo de una muestra mexicana, colectada en un
apiario experimental ubicado en Fresnillo, Zacatecas por el MVZ Angel Lépez Ramirez. La
obtencién del extracto etandlico de propdleo se realizé por la técnica de maceracién, de
acuerdo con la metodologia desarrollada por el Dr. Fausto Rivero Cruz y su grupo de
colaboradores [46], la cual se resume en el siguiente esquema:
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http://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=18194-24-6&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=es&region=MX&focus=product

Limpieza del propdleo crudo (202g)

Remocion manual de ramas, tierra, basura, etc.

Maceracion

|¢

1L de etanol a temperatura ambiente (24 horas).

Sonicacién

|¢

15 min con calentamiento (=50°C), 15 minutos sin calentamiento, 15 min con calentamiento (=50°C),

Filtracion

|¢

Se descarta la porcion sélida

Concentracion del extracto

|¢

Destilacion a presion reducida. Bafio a 50°C 2 hra 175 mbar, 30 min a 75 mbar. 80 rpm

Se obtuvieron 150 gramos de un extracto liquido viscoso color ambar oscuro (Figura 7). El
rendimiento fue del 74.25%.

El extracto de propdleo se secd con vacio en un rotavapor, antes del primer uso, de esta
manera se asegurd que la muestra no contenia restos de etanol. El extracto se mantuvo a
4°C antes de ser utilizado para cualquier experimento.

Figura 7. Extracto etandlico de propdleo

7.2 Obtencion de pinocembrina a partir de extracto de propodleo

Para separar la pinocembrina contenida en el extracto de propéleo se siguid la metodologia
desarrollada por el grupo de investigacién dirigido por el Doctor Fausto Rivero Cruz
mediante la técnica de cromatografia en columna fase normal eluida con un gradiente de
diclorometano-acetona [46].
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En un mortero se agregd el extracto de propdleo, 20 mL de diclorometano/acetona (1:1 v/v)
y 750 gramos de silica gel, se mezclaron uniformemente y se empaquetaron en una columna
cromatogréfica (fase estacionaria). La columna se secé con vacio durante 24 horas.

La separacion de los componentes del extracto se logrd haciendo pasar a través de la
columna disolventes con diferente polaridad (fase mavil). El disolvente eluye por efecto de
la gravedad y con ayuda de vacio, arrastrando las moléculas del extracto de propdleo que
tienen una polaridad semejante a la del disolvente.

El procedimiento se realizé con 1L de disolvente en cada elucién, aumentando la polaridad
de la fase mévil; desde una mezcla poco polar de hexano/diclorometano (1:1 v/v) hasta
utilizar acetona, un disolvente altamente polar. En la Figura 8 se esquematiza la
metodologia.

DISOLVENTE

]
Extracto de propéleo + |
\ Silica gel + /
N\ diclorometanc-
. acetona (1:1) i

]

DICLOROMETANO/HEXANO POLARIDAD ACETONA

Figura 8. Esquematizacion de la separacion de pinocembrina a partir de extracto de propdleo por el método de
cromatografia en columna fase normal.

Se colectaron 23 fracciones, las cuales se concentraron evaporando el disolvente en un
rotavapor. En la Tabla 5 se detalla la composicidn los disolventes utilizados. Cada fraccién
colectada se sometid a dos pruebas cualitativas: cromatografia en placa para la
determinacién de impurezas y revelado con vainillina sulfdrica como indicador cualitativo
de la presencia de pinocembrina.
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Tabla 5. Disolventes utilizados como fase mavil para separar pinocembrina del extracto de propdleo

Fraccion Fase movil Fraccion Fase movil Fraccion Fase movil
F1 Hexano/CHCl, F9 CH,Cl,/Acetona F17 CH,Cl,/Acetona
(1:1) (90:10 v/v) (60:40 v/v)
F2 Hexano/CH,Cl, F10 CH,Cl,/Acetona F18 CH,Cl,/Acetona
(1:1) (90:10 v/v) (60:40 v/v)
F3 Hexano/CH,Cl, F11 CH,Cl,/Acetona F19 CH,Cl,/Acetona
(1:1) (85:15 v/v) (40:60 v/v)
F4 Hexano/CH,Cl, F12 CH,Cl,/Acetona F20 CH,Cl,/Acetona
(1:1) (85:15 v/v) (20:80 v/v)
F5 Hexano/CH.Cl, F13 CH,Cl>/Acetona F21 Acetona
(1:1) (80:20 v/v)
F6 CH-Cl, F14 CH,Cl,/Acetona F22 Acetona
(70:30 v/v)
F7 CH-Cl, F15 CH,Cl,/Acetona F23 Acetona
(70:30 v/v)
F8 CH,Cl,/Acetona F16 CH,Cl,/Acetona
(95:5 v/v) (70:30 v/v)

Para determinar cualitativamente la presencia de impurezas de las fracciones colectadas,
se les realizd una cromatografia en capa fina con una placa de silica gel 60, utilizando como
eluyente una mezcla de diclorometano-acetona en proporciones 95:5 o 90:10 v/v. Las
placas se observaron en una camara de luz UV a 254 nm (Figura 9).

Figura 9.0bservacion de placa cromatogrdfica con luz UV a 254 nm. A la izquierda se observa sélo una mancha (la
fraccion colectada estd pura). A la derecha el patrén continuo indica que la fraccién contiene diversos componentes.
Las fracciones que tuvieron un perfil cromatografico similar entre ellas se juntaron, ya que
sugieren una composicidon semejante, para posteriormente ser purificadas. Si la placa
cromatografica mostraba una o dos manchas en el perfil de elucidén, se realizaba una

recristalizacion en metanol como método de purificacién.
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Cada placa cromatografica obtenida se empapd con solucidon de vainillina sulfarica;
posteriormente, la placa se colocé en una parrilla de calentamiento (40-50 °C) hasta que
comenzara a secarse. Si las manchas en la placa se tornaban de color rosa mexicano, la
prueba se consideraba positiva a la presencia del flavonoide (Figura 10).

Figura 10. Revelado con vainillina sulfdrica, la coloracion rosa es indicativo de la presencia de pinocembrina

En las fracciones 2-7 se detectd cualitativamente la presencia de pinocembrina. La placa
cromatografica de la fraccion 7 estaba practicamente pura por lo que se recristalizdé de
metanol y se filtrd con ayuda de un matraz kitasato obteniendo 187.5 mg de producto, lo
cual representa el 0.13% de rendimiento. Las fracciones 2-6 presentaron una cromatoplaca
similar por lo que se juntaron y disolvieron en metanol, se dividié6 en dos porciones, se
filtrarony recristalizaron en acetona obteniendo 0.0356 g y 0.1014 g respectivamente, estas
muestras contenian ademas de pinocembrina otros flavonoides, los cuales no se
caracterizaron ni utilizaron en la presente investigacion.

La metodologia de trabajo se esquematiza en la Figura 11:

éPerfil
cromatrografico [ Juntar fracciones
similar?
Placa Revelado con luz
cromatografica UV 254 nm
: Muestra
¢Uno o dos o e
Fraccién e practicamente [l Recristalizacion
. ura
colectada P
Revelado con : - Presencia de
S C . el ¢ ColOracion rosa?fmeed . .
vainillina sulfarica pinocembrina

Figura 11. Metodologia de trabajo para la separacion de pinocembrina del extracto de propdleo.
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7.3 Caracterizacion de pinocembrina por RMN

Para confirmar que la sustancia que se extrajo del propdleo fue pinocembrina, se realizé un
estudio de Resonancia Magnética Nuclear de '3C (DMSO) y H (piridina-d5). Los espectros
se presentan en las Figuras 13 y 14. La asignacion de las seiiales se detalla en la Tabla 6 de
acuerdo con la numeracién de elementos de la Figura 12. Los desplazamientos quimicos
coinciden con los resultados reportados en la literatura [47].

3!

2| 4|

5!

OH @)

Figura 12. Estructura de la pinocembrina y numeracion utilizada en la asignacion de sefiales por RMN

Tabla 6. Asigacion de sefiales de los desplazamientos quimicos encontardos por RMIN

Posicién Desplazamiento quimico *C  Desplazamiento quimico H

2 78.60 5.55 (dd) J(12.9,3.1)

3 42.31 3a3.21 (dd) J(17.1,12.9)
3b2.91 (dd) J(17.1,3.1)

4 196.16 ---

5 163.71 (OH) 12.77

6 96.18 6.41 (d) J(2.2)

7 =162 OH no detectado

8 95.31 6.49 (d) J(2.1)

9 163.71 ---

10 - -

1 138.93 ---

2’;6 126.87 7.50

3;5 128.79 7.41 (m)

q 128.79 7.41 (m)
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Figura 13. Espectro RMN 13C de pinocembrina en DMSO
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Figura 14. Espectro RMN H de pinocembrina en piridina-d5
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7.4 Solubilidad intrinseca

La solubilidad de la pinocembrina (PINO) en agua se determind por medio de
espectroscopia UV-VIS (Varian CARY 50, Australia).

Primero se construyé una curva patrén de pinocembrina, utilizando etanol absoluto como
disolvente. Se prepard una disolucion madre de concentracion 0.118 mg/mL a partir de la
cual se prepararon estandares de 2 a 14 pg/mL y su absorbancia se midié en el UV
realizando un barrido de 400 a 200 nm. Se obtuvieron dos maximos de absorcién a 205 y
290 nm (Figura 15), lo cual concuerda con lo reportado en la literatura [48,49]. Se utilizd la
segunda seial para realizar una grafica de absorbancia en funcién de la concentracién. El
experimento se realizo por triplicado.

Absorbancia
o o o
H [e)] (o]

o
[N

200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Longitud de onda (nm)

—2ug/mL  ——4pug/mL 7 ug/mL  ——9 ug/mL 11 pg/mL 14 pg/mL

Figura 15. Espectro de absorbancia de pinocembrina en etanol en funcion de la concentracion

Con los datos registrados, se obtuvo la regresion lineal de la curva patrén para obtener una
ecuacién que relacionara la absorbancia con la concentracion de la muestra, el grafico se
muestra en la seccidén de resultadoslLa solubilidad intrinseca se determind agregando un
exceso de pinocembrina en agua milli-Q. La mezcla se agitd durante 72 horas a 25°C,
posteriormente, se filtrd la disolucién para eliminar el sobrenadante no disuelto, utilizando
un filtro para jeringa con membrana de naylon de 0.45 um. Se tomd una alicuota de 20 pL
del filtrado y se disolvié en 980 uL de etanol. Se midié la absorbancia de la muestra y con
ayuda de la ecuacion de la linea recta obtenida en cada caso se calculd la solubilidad. El
experimento se realizd por triplicado.
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El mismo procedimiento se siguié para determinar la solubilidad del extracto de propéleo
en agua.

7.5 Preparacion de liposomas

La preparacién de liposomas se llevd a cabo mediante la técnica de hidratacién de pelicula
con algunas modificaciones (Figura 16) [50]. Este método consiste en disolver los
fosfolipidos en un disolvente organico el cual se evapora con ayuda de un rotavapor. En el
fondo del matraz empleado se forma una pelicula fina la cual se hidrata para formar
espontaneamente los liposomas. Con esta metodologia se obtienen vesiculas
multilaminares con una amplia distribucién de tamafios. Para homogenizar la suspension
liposomal, ésta se sometié a 30 minutos de sonicacidn y posteriormente se hizo pasar 15
veces por un filtro de policarbonato de 100 nm, utilizando un extrusor (LIPEXTM EXTRUDER,
Canadd), de esta manera es posible obtener liposomas unilamelares con una estrecha
distribucién de tamafios.

La concentracion final de los liposomas fue de aproximadamente 10 mM. La pinocembrina
fue adicionada, junto con el disolvente, en concentraciones desde 0.133 a 0.940 mg/mL.

En esta investigacidn se utilizé agua milli-Q y buffer de fosfatos pH=7.4 para hidratar las
peliculas lipidicas.

Fosfolipido/pinocembrina
diclorometano

— Evaporacion en Hidratacién
rotavapor

Pelicula lipidica

P — Sonicacion

Agitacion mecénica ('@:, @ Extrusion OH®)
® O O

o \ p— p \

~ ©®° o O

Vesiculas multilamelares de Disolucion liposomal
diferentes tamafios homogénea

Figura 16. Preparacion de liposomas por la técnica de hidratacion de pelicula con sonicacion y extrusion.
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8. CARACTERIZACION DE LIPOSOMAS

8.1 Calorimetria Diferencial de Barrido

Los estudios de DSC se llevaron a cabo utilizando un equipo MicroCal Inc. VP-DSC system
(Malvern, USA). Las muestras y las referencias fueron escaneadas en un ciclo de
calentamiento-enfriamiento-calentamiento en un intervalo de temperatura de 10 a 70°C.
La velocidad de escaneo fue de 90 °C/h, considerando un periodo de filtrado de 10s, el ciclo
se repitidé 3 veces para asegurar la reversibilidad de la medicidn. Previamente a la realizacién
de cada experimento, se obtuvo la linea base al colocar el medio de hidratacién en ambas
celdas, la cual se resté de la traza calorimétrica posteriormente.

Utilizando el software del equipo Microcal Analisys Launcher se obtuvieron los pardmetros
termodinamicos: temperatura de transicion principal (Tm, correspondiente al maximo valor
de la capacidad térmica); la entalpia de transiciéon (AH, normalizada por mol de fosfolipido
y obtenida al determinar el drea bajo la curva de la traza calorimétrica), y AT1/2 (el ancho de
la temperatura a media altura del pico de la transicién principal).

En los casos en los que la traza calorimétrica presenté mas de un pico, el software Origin
Lab 9.0 fue utilizado para encontrar las contribuciones de las sefiales al pico principal. A este
tratamiento de datos se le conoce como deconvolucién.

8.2 Determinacion de tamaio, estabilidad y morfologia

El tamafio, indice de polidispersidad y potencial Z de los liposomas preparados se
determinaron con un equipo Malvern Zetasizer Nanoseries (Malvern Instruments, UK) que
utiliza la técnica de dispersion dinamica de luz (DLS, por sus siglas en inglés). Las muestras
fueron almacenadas a 25°C y analizadas por DLS después de 0, 5, 10, 18, 20, 25, 30y 35 dias
o hasta la aparicién de un precipitado visible, para determinar la estabilidad de los
liposomas en el medio de hidratacion.

8.3 Microscopia Electronica de Barrido (SEM) y Microscopia Electrénica de
Transmision (TEM)

La superficie y morfologia de los liposomas fue observada utilizando un microscopio
electrénico de barrido, JEOL JSM-5900-LV (Jeol, USA), y un microscopio electrénico de
transmisién, JEOL JEM-2010, a través de la Unidad de Servicio De Apoyo a la Investigacidn
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(USAI) de la UNAM. Las muestras se diluyeron 200 veces antes de ser analizadas. En SEM se
utilizé recubrimiento de oro, alto vacio y detector de electrones retrodispersados.

Las microscopias fueron examinadas para caracterizar la estructura de las particulas,
comparando las diferencias morfolégicas de las imagenes.

8.4 Eficiencia de Incorporacion

La eficiencia de incorporaciéon (El) se refiere a la carga de compuestos lipofilicos que se
intercalan en la bicapa lipidica y se define como la concentracidon del material incorporado
entre la concentracion inicial, ecuaciéon 1. Donde Cid es la cantidad de pinocembrina
incorporada y Ct es la concentracion inicial.

[Cid]
[Ct]

La cantidad de pinocembrina incorporada en los liposomas se determinéd por

EI(%) =

100 (1)

espectroscopia UV-vis utilizando la curva patréon en etanol, previamente construida, y el
método de centrifugacién reversa.

Para separar los liposomas del medio se utilizaron filtros Amicon Ultra-0.5%, los cuales
caracterizan por su capacidad para retener moléculas por encima de un peso molecular
especifico (Figura 17).

Filtrado (pinocembrina
no incorporada)

T

7 50 plL
500 uL muestra centrifugar (15000 rpm, 30 min) concentrado
pinocembrina centrifugar voltear filtro en un 450 pL agua miliQ

incorporada (15000 rpm, 2 min) tubo colector limpio

Figura 17.Esquematizacion de la determinacion de eficiencia de incorporacion.
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Brevemente, 500 pL de la suspension liposomal se colocaron en el dispositivo de filtrado, la
muestra se centrifugéd a 15000 rpm, el farmaco libre se recupera en el tubo colector
mientras que en el filtro quedan retenidos los liposomas con los farmacos atrapados. Para
cuantificar la pinocembrina retenida en el liposoma se utiliza la centrifugacién inversa, esta
metodologia consiste en reconstituir el concentrado al volumen original de la muestra, se
coloca el filtro invertido en el tubo de recoleccion, se centrifuga 2 minutos a 15000 rpm
para transferir la muestra al tubo de recoleccion (UserGuideAmicon®), se toma una alicuota
se disuelve en etanol y se mide su absorbancia a la longitud de onda correspondiente.

9. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1 Solubilidad intrinseca de extracto de propdleo

En la Tabla 7 se muestran los datos de tres diferentes experimentos de absorbancia (A), a
290 nm, en funcién de la concentracion del extracto de propdleo (EP). En la Figura 18 se
graficaron estos resultados para construir la curva patrén de EP en etanol.

1
y =0.0189x + 0.0046
R?=0.9965
0.8
S 06
c
_‘é *
]
a
204
0.2
0 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
Concentracion (ug/mL)

Figura 18. Curva patrén de extracto de propdleo construida con los datos de la Tabla 7.
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Tabla 7. Datos experimentales de absorbancia (A) en funcién de la concentracion de extracto de propdleo

Concentracion A A A A promedio
(ng/mL) exp 1 exp 2 exp 3

9.7 0.193 0.213 0.201 0.202 £ 0.010

19.3 0.379 0.347 0.38 0.369 +0.019

29.0 0.533 0.517 0.526 0.525 + 0.008

38.7 0.766 0.736 0.718 0.740+0.024

48.3 0.868 0.947 0.98 0.964 + 0.058

La ecuacion 2 corresponde a la regresion lineal de la curva patrén, donde A es la absorbancia

del extracto de propdleo a 290 nm y Cep es la concentracién en ug/mL.
A =0.0189 Cgp — 0.0046 (2)

En la Tabla 8 se registran los datos experimentales y resultados de la determinacién de
solubilidad (Sx) de EP en agua milli-Q, el espectro de absorbancia de la muestra S; se
presenta en la Figura 19, a manera de ejemplo.

Tabla 8. Mediciones de absorbancia de extracto de propdleo en agua a 25°C.

Experimento S1 Sz S3
Cantidad de extracto  0.01050 0.01028 0.01003
Absorbancia 0.088 0.104 0.099
Solubilidad (ng/mL) 245 286 273
1
0.8
©
'S 0.6
C
©
0
2
2 04
0.2
0

200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Longitud de onda (nm)

Figura 19. Espectro de absorcion de la muestra S; para la determinacion de solubilidad intrinseca de propdleo en agua
milli-Q
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El resultado de estas mediciones nos indica una solubilidad de 269422 ug/mL, lo que implica
la presencia de varios componentes del extracto de propdleo que son solubles en agua.

9.2 Solubilidad intrinseca de pinocembrina

Si conocemos la cantidad de pinocembrina que puede disolverse en agua podemos calcular
el aumento de solubilidad cuando encapsulamos la molécula en liposomas o algun otro
nanoacarreador.

Debido a la poca cantidad de pinocembrina obtenida a partir del extracto, las pruebas que
se describen a continuacidn se realizaron con pinocembrina comprada en sigma-aldrich con
una pureza del 95%.

Los experimentos que se presentan a continuacion se realizaron por triplicado de acuerdo
con la metodologia descrita anteriormente. Los resultados se registran en la Tabla9 y en la
Figura 20.

La regresion lineal de la curva patron de pinocembrina en etanol nos arroja la ecuacién 3,
con la cual podemos calcular la concentracién de pinocembrina en una muestra cuya
concentracion se desconoce. Donde A representa la absorbancia y Cpivo, la concentracion
de pinocembrina.

A = 0.0685 Cpjyp + 0.0112 3)
1.2
y =0.0685x + 0.0112
R?=0.9959
1 X ]

o
0]
i

Absorbancia
o
()]

0.4

0.2 §

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Concentracién (pug/mL)

Figura 20. Grdfica de absorbancia en funcion de la concentracion de pinocembrina en etanol.
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Tabla 9. Datos experimentales de absorbancia en funcion de la concentracion de pinocembrina

Concentracion A
(ng/mL) exp 1
2.4 0.181
4.7 0.305
7.1 0.454
9.4 0.618
11.8 0.801
14.2 0.994

En la determinacion de la hidrosolubilidad intrinseca de pinocembrina, después de tratar
de disolver un exceso del flavonoide en agua durante 72 horas a 25°C, no se registré ningun
pico de absorbancia cuando se tomé una alicuota de la disolucidn y se midié en el UV (Figura
21); la prueba se realizdé por triplicado. Este resultado indica que la pinocembrina es
practicamente insoluble en agua o su solubilidad esta por debajo de la resolucion del

instrumento.

2.5

1.5

Absorbancia

0.5

0
200 220 240

A
exp 2
0.175
0.237
0.461
0.615
0.797
0.949

A
exp 3
0.247
0.384
0.539
0.716
0.888
1.010

A
Promedio

0.201£0.031
0.309 +£0.050
0.485 +0.036
0.650 £ 0.044
0.834 +£0.036
0.984 +0.024

260

280

300

320

340

Longitud de onda (nm)

360

380 400

Figura 21. Espectro de absorcion de pinocembrina en agua. Alicuota de 50 ulL disuelta en 950 ulL de etanol

Para descartar el factor de dilucién, también se midieron en el UV las 3 muestras
directamente (sin dilucién en etanol) utilizando como blanco agua, sélo en uno de los
experimentos se obtuvo sefial (Figura 22), estos resultados confirman que la solubilidad
intrinseca de la pinocembrina en agua es menor a 2 ug/mL. Los datos experimentales se

registran en la Tabla 10.
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Tabla 10. Resultados experimentales en la determinacion de solubilidad intrinseca de pinocembrina en agua milli-Q.

Pinocembrina Absorbancia a Absorbancia Concentracion
Experimento (mg) en 5 mLde 290 nm 290 nm (ng/mL)
agua milli-Q alicuota de 50 uL Sin dilucién He

1 0.98 - - -
2 0.95 - - -
3 0.98 - 0.131 1.75

0.4
0.35

0.3
0.25

290.05, 0.13

Absorbancia
o
N

0.15
0.1

0.05

200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Longitud de onda (nm)

Figura 22. Espectro de absorcion de pinocembrina en agua sin dilucion.

Si observamos la Figura 22, el espectro de absorbancia de pinocembrina en agua varia
significativamente en comparacion con el espectro en etanol (Figura 15) lo cual significa que
el coeficiente de absortividad (€) del flavonoide depende del disolvente utilizado. Este
fendmeno se conoce como solvatocromismo, definido como el cambio en el espectro de
absorcion del croméforo debido al solvente [51]. Tanjung et. al. observd un ligero
desplazamiento en los maximos de absorcién de pinocembrina en metanol [52].

Un experimento adicional se realizd para determinar la cantidad de agua que puede estar
presente en la alicuota sin que se afecte ¢, para ello se construyeron curvas patron de
pinocembrina en etanol con diferentes proporciones de agua. En la Figura 23 se presentan
los resultados. Como puede observarse, la pendiente obtenida de las regresiones lineales
es practicamente la misma cuando se tiene Unicamente etanol y hasta un 25% de agua; por
lo que, aunque los liposomas estén hidratados en agua milli-Q, la metodologia utilizada es
valida.
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Se puede utilizar la curva patron en etanol para calcular la cantidad de pinocembrina
presente en los liposomas preparados, siempre y cuando se trabaje con porcentajes de agua
menores a 25 o se prueben otras mezclas con mayores porcentajes de agua sin que se
modifique el espectro de absorcion.
y =0.068x + 0.0716
12 R? =0.9932

y =0.0686x + 0.0143
R?=0.9958

y =0.0674x + 0.0545
R?=0.998

y =0.0673x + 0.0473
R?=0.9987

o
o0

Etanol

Absorbancia
o
[e)]

Etanol-Agua 10%

0.4
Etanol-agua 20%
® Etanol-Agua 25%
0.2 .
--------- Lineal (Etanol)
--------- Lineal (Etanol-Agua 10%)
0 Lineal (Etanol-agua 20%)
0 5 10 15 20

» ) L e Lineal (Etanol-Agua 25%)
Concentracién de pinocembrina (pg/mL)

Figura 23. Curva patron de pinocembrina disuelta en mezclas etanol-agua a diferentes proporciones.

9.3 Transicion de fase de los liposomas

Debido a la naturaleza hidrofébica de la pinocembrina, es légico pensar que esta molécula
podrd disolverse en la regidén hidrofébica de la bicapa; de esta manera, pueden ser
acarreada en una formulacién farmacéutica.

Diversas investigaciones han utilizado liposomas como sistemas acarreadores de farmacos
y otras sustancias [28,37,53,54].

Los liposomas formados por un solo tipo de fosfolipidos (puro) presentan una temperatura
de transicion de fase caracteristica, asociada a la fusidon de las cadenas lipidicas que los
conforman; este cambio estructural generalmente se conoce como la temperatura de
transicion del estado gel al estado liquido cristalino y se denota como Tn.
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Para conocer dicha temperatura y la energia involucrada en el proceso se utilizé un
calorimetro diferencial de barrido. Este equipo nos permite estudiar las interacciones de los
fosfolipidos que forman la membrana lipidica y los cambios estructurales o de
empaquetamiento en la misma, como consecuencia del cambio en la temperatura; asi como
el efecto de agregar componentes en la bicapa, por ejemplo, colesterol o un farmaco
hidrofébico. De esta manera, esta técnica nos permite comprobar silas moléculas de interés
se alojan en la membrana. Los resultados que se obtienen directamente del equipo son la
entalpia de transicion de fase (AH), entalpia de van’t Hoff (AH.u), la temperatura de
transicién principal (Tm) y el ancho a media altura del pico ATy,».

La Figura 24 muestra los termogramas obtenidos por DSC de los liposomas de DMPC puro
realizado por triplicado. Como puede observarse, el perfil calorimétrico es claramente
reproducible en un intervalo de 5 a 70°C (las trazas se superponen).

' Tm

3000 - Viscoso H Fluido

2500 - ; :éj ) ;égg‘i ;l @E :Eg
G 2000
. ]
[
£ 1500 -
® ]
"
o 1000 - 4
@) 4

500
0 - I
-500 r . r - r - 1T 1 - 1T + 1T - 1T * 1
5 10 15 20 25 30 35 40 45
Temperatura (°C)

Figura 24. Traza calorimétrica de DMPC puro realizada por triplicado en ciclos de calentamiento-enfriamiento-
calentamiento de 0 a 70°C, la grdfica se presenta hasta 40°C para mejorar la escala.
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En el grafico de la figura 24, la temperatura de transicién, denotada como T, es aquélla en
la cual la capacidad térmica (Cp) alcanza su maximo valor. La entalpia de transiciéon (AH) se
determina por la integracion del area bajo la curva del pico con ayuda del software del
equipo.

Tf

AH =f CpdT 4)
Ti

La anchura del pico a media altura se denota como AT1,,. Este parametro se ha asociado a

la cooperatividad de la transicién [33], la cual se discute a detalle mdas adelante para cada

uno de los sistemas estudiados.

La validacidn de la técnica consistid en reproducir un experimento realizado previamente
en el mismo laboratorio de trabajo con el fosfolipido DMPC, bajo condiciones
experimentales idénticas y con el mismo equipo. En los liposomas del fosfolipido puro el
valor de Tr, fue de 23.3°Cy el AH de 4.54 kcal/mol, estos resultados estan en concordancia
con los valores reportados en la literatura, validando asi los resultados presentados en este
trabajo [55-58]. En la Tabla 11 se realiza una comparacion de los resultados obtenidos en
este estudio contra los reportados previamente.

Tabla 11. Datos termodindmicos de DMPC puro obtenidos de la literatura comparados con los resultados de este estudio

SISTEMA AH (kcal/mol) Tm (°C) AT1/2 (°C)
DMPC (a) 5.030.08 23.97+0.01 1.8

DMPC (b) 4.97+0.04 23.27+0.01 0.90+0.02
DMPC (c) 4.54+0.29 23.27+0.02 0.90 +0.10

(a) Datos reportados en Differential Scanning Calorimetric Study of Bilayer Membrane Phase Transitions?!; (b) Armando
Mora, Laboratorio de Biofisicoquimca, Facultad De Quimica, UNAM; (c) Datos experimentales de esta investigacién.

9.4 Saturacion de la membrana lipidica

Un aspecto relevante en el disefio de sistemas de liberacion de farmacos es conocer la
cantidad de sustancia que se acarrea. Este valor serd importante ya que el efecto
terapéutico esta asociado con la dosis.

En el caso de los liposomas es necesario evaluar la cantidad maxima del aditivo que se
puede incorporar sin que se altere la estabilidad o la integridad de la vesicula.

! Differential Scanning Calomimetric Study of Bilayer Membrane Phase Transitions. A Biophysical Chemistry
Experiment. Shane M. Ohline, Mary L. Campbell, T. Turnbull, Susan J. Kohler. JChemEd Vol. 78 No. 9
September 2001.
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Para conocer la concentracidn de saturacién de la membrana lipidica se prepararon
suspensiones liposomales de DMPC en agua milli-Q con diferente concentracion de
pinocembrina y se midié el comportamiento termotrépico de cada sistema.

Podemos utilizar un modelo de dos estados para cualquier transicidon que ocurre entre dos
fases Ay B. La constante de equilibrio de este proceso estad dada por la ecuacién 5:

27
K=—
ap

(5)
Doénde ag y aa representan la actividad de cada fase. La constante de equilibrio esta
relacionada con la entalpia por la ecuacién de van’t Hoff (6):

SInK  AH,y
6T ~ RT?

(6)

La entalpia de van’t Hoff, AH, tiene unidades de energia y es igual a la cantidad de calor
requerido por cada unidad cooperativa que sufre la transicién de fase. Para un modelo de
dos estados, la entalpia de van’t Hoff es igual a la entalpia calorimétrica (que se obtiene
integrando el drea bajo la curva del termograma DSC, con la ecuacién 4). Si un sistema no
cumple con esta condicion debemos considerar que existen estados intermedios durante la
transicion de fase.

Las unidades cooperativas (UC) miden la cantidad de fosfolipidos que experimentan una
transicidon simultanea. Esto significa que los lipidos no funden independientemente unos de
otros, sino que lo hacen como un solo dominio cooperativo. La transicién de fase del estado
gel a liquido-cristalino es altamente cooperativa, antes de alcanzar la Tm, las moléculas
comienzan a reorganizarse para ganar mayor libertad de movimiento. ATy, se ha asociado
con la cooperatividad de la transicion de fase [59], a mayor tamafio de la UC, mds angosto
el intervalo de temperatura durante la transicion. Este parametro es muy sensible a la
presencia de cualquier aditivo en la bicapa [60], siendo cada vez mayor a medida que
aumenta la concentracién de aditivo, lo cual significa que el tamafio de la unidad
cooperativa disminuye.

El tamafio de la UC puede calcularse de acuerdo con la ecuacién 7

_ AHyy

Uc =
AHcal

(7)

En la Tabla 12 se presenta la entalpia de AHca y AHv1 de los sistemas en estudio, asi como el
tamarfio de la unidad cooperativa (UC) obtenidos con el software integrado al DSC.
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Tabla 12. Entalpia calorimétrica, entalpia d Van’t Hoff y tamafio de la unidad cooperativa en funcion de la cantidad de

pinocembrina

Concentracion PINO
(mg/mL)

0
0.133
0.224
0.276
0.330
0.414
0.436
0.480
0.504
0.572
0.630
0.744
0.820
0.860
0.940

AHcal
(kcal/mol)

4.54+0.29
3.25+0.13
2.96+0.03
2.92+0.01
2.99+0.10
2.95+0.10
2.70+0.11
2.53+£0.06
1.72+0,02
1.59+0.07
1.29+0.03
1.07+0.06
0.78+0.08
0.82+0.06
1.06+£0.06

AHyy (kcal/unidad

cooperativa)

372.63+27.31

303.07+9.38
184.43+3.01
149.60+0.56
106.20+2.26
83.93+2.24
78.62+1.54
69.48+0.88
73.53%+4.39
73.16+1.44
76.85%£1.46
76.27+1.98
85.41+3.07
57.34+42.49
80.78+1.58

ucC

82
93
62
51
35
28
29
27
43
46
60
71
110
70
76

En la Figura 25 se presenta el cambio en la entalpia de van't Hoff en funcion de la

concentracidn de pinocembrina presente en la muestra. Como puede observarse, a medida

que aumenta la concentracion de pinocembrina, la energia por unidad cooperativa

disminuye. Esto significa que un menor niumero de fosfolipidos participan en la transicién

de fase debido a las nuevas interacciones que se forman con la pinocembrina.

N W W b b
U O U1 O un
o O O O o

200

[REN
ul
o

100

(O]
o

AH,, (kcal/unidad cooperativa)

o

0.1

0.2

0.3 0.4

0.5

0.6

0.7 0.8

Pinocembrina (mg/mL)

0.9

Figura 25. Cambio en la entalpia de van't Hoff en funcion de la concentracion de pinocembrina
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En la Figura 26 se grafica la entalpia de van’t Hoff en funcidn de la entalpia calorimétrica.
Podemos observar que se requiere mayor energia para formar nuevas unidades
cooperativas debido a la interferencia del aditivo. Es decir, existe cierta resistencia de las
moléculas de la bicapa por la insercion de mas aditivo, probablemente por el impedimento
estérico entre ellas.

450

400 i

w w
o »
S o
|

cooperativa)
=
(9]
o
09 %o

100
® 00 oo e®

Entalpia van't Hoff (kcal/unidad

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5 5

Entalpia calorimétrica (kcal/mol)

Figura 26. Entalpia de van’t Hoff en funcion de la entalpia calorimétrica

La disminucion en el tamafio de la unidad cooperativa es sefial del aumento de
heterogeneidad entre las moléculas lipidicas de la bicapa (figura 27) [61]. Sin embargo, de
0.48 a 0.82 mg/mL de pinocembrina, empieza a aumentar paulatinamente el tamafio de la
UC, probablemente porque hay una reestructuracién en la organizacion del sistema de
manera que se maximizan las interacciones entre las moléculas de la misma especie. Esto
podria ser la razén por la que comienzan a coexistir diferentes fases en la membrana y por
lo tanto se observen dos sefiales en la traza calorimétrica.

120
100 °®
80 @

60 o °

cooperativa

40

Tamano de la unidad

20

0
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1

Concentracién de pinocembrina (mg/mL)

Figura 27. Tamaiio de la unidad cooperativa en funcion de la concentracion de pinocembrina
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En la Figura 28 se presenta el comportamiento termotrdpico de los liposomas de DMPC con
concentraciones de pinocembrina desde 0 hasta 0.436 mg/mL. Es claro que al aumentar la
concentracion de pinocembrina, la temperatura de transicion principal se recorre a valores
menores; es decir, se favorece el estado liquido cristalino y la membrana se vuelve mas
fluida, lo cual sugiere una fuerte interacciéon entre el flavonoide y los grupos acilo del
liposoma. Ademas, el pico se va deformando hasta la aparicion de un hombro a 0.436

mg/ml.
3000 4 [—=— PINO 0 mg/mL .
1 | —+— PINO 0.133 mg/mL
2500 - PINO 0.224 mg/mL .
——PINO 0.276 mg/mL | |
' PINO 0.436 mg/mL
) 2000 - |
% - [ |
£ 15004 p
© ] /; |
8 [ ]
Q 1000 - /_\
° .
] FE
0 S r—g,cwuy k .» -
-500 T T 1 T T T T r T . | . I . I I
5 10 15 20 25 30 o e
Temperature (°C)

Figura 28. Trazas de DSC de liposomas de DMPC con 0- 0.436 mg/mL de pinocembrina

La forma asimétrica de la traza calorimétrica, la aparicion de dos picos o un hombro en el
pico principal reflejan la presencia de intermediarios durante la transicidén de gel a liquido
cristalino [57] o formacion de dominios con diferente composicion. La presencia de un
componente adicional en la membrana lipidica, como es la pinocembrina puede guiar a la
separacion de fases dentro del liposomas tal como ha sido observado en otros estudios de
liposomas dopados con moléculas hidrofébicas [44,62—-64].

En la Tabla 13 se presentan los parametros termodinamicos de los liposomas de DMPC en
agua con diferentes concentraciones de pinocembrina obtenidos por DSC.
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El aumento de AT1/2 en los liposomas estudiados confirma la intercalacion de pinocembrina
en las cadenas de los grupos acilo de DMPC, disminuyendo la cooperatividad. Con estos
resultados se puede inferir que la pinocembrina se aloja en la zona cooperativa de la bicapa,
es decir, en la region de los atomos de carbono C1-C8 de la cadena de acilo [65].

A concentraciones de 0.436 y 0.480 mg/mL aparece un segundo pico en la traza
calorimétrica. Como se mencioné anteriormente, es probable que se formen dominios
dentro de la bicapa con diferente composicién, por lo que fue necesario hacer una
deconvolucién de la sefial para identificar la contribucién individual de cada pico a los
parametros termodindmicos. Los resultados de esta deconvolucidon se muestran en la Tabla
13, identificados con un asterisco.

Tabla 13. Pardmetros termodindmicos de liposomas de DMPC con diferentes concentraciones de pinocembrina. Las trazas

calorimétricas con dos picos, a y b, se identifican con un asterisco; los resultados presentados corresponden a la
deconvolucion.

Pi”(‘r::g;“n:’[)ina AHea (kcal/mol) Tm (°C) ATy (°C)

0 4.54+0.29 23.3:0.0 0.9:0.1
0.133 3.25:0.13 22.310.0 1.3£0.1
0.224 2.96+0.03 21.00.1 2.210.1
0.276 2.9240.01 19.940.1 2.9:0.1
0.33 2.99410.10 19.1£0.1 4.60.1
0.414 2.95:0.10 18.910.2 7.40.3
0.436* 0.62£0.04° | 2.20£0.03° | 15.9:0.0° | 19.8£0.1° | 3.6:0.2% | 6.740.1°
0.48* 0.42£0.01° | 2.16£0.03° | 15.5:0.1° | 20.1:0.1% | 4.2:0.1® | 7.9:0.1°
0.504 1.7240.20 19.140.1 8.80.4
0.572 1.5940.07 18.840.1 8.90.1
0.63 1.2840.03 18.640.2 8.70.1
0.744 1.0740.06 18.310.4 8.410.1
0.820 777.7£76.4 17.840.2 7.940.3
0.860 816.855.8 17.540.1 7.90.1
0.940 1061.1£62.4 18.5£0.2 8.240.1

En las Figuras 29 y 30 se presentan los resultados de la deconvolucidon de las trazas
calorimétricas con 0.436 y 0.480 mg/mL. El analisis para estos sistemas arrojo el mejor
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ajuste considerando solamente dos contribuciones (dos picos). Se probaron otros analisis
multipico, sin embargo, el modelo no concordd con los datos experimentales. Con estos
resultados es posible inferir que coexisten dominios con diferente concentracion de
pinocembrina.

Traza calorimétrica

eeeeepicol Pico2 e====- Ajuste

340
290
240
190

140

Cp (cal/mol/°C)

90

40

-10 .'ooooooooooo -

0 5 10 15 20 25 30 35
Temperatura (°C)

Figura 29. Deconvolucion de la traza calorimétrica del sistema DMPC:PINO 0.436 mg/mL.

orimétrica
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Cp( cal/mol/°C)

0 ..°Ooooooooonoooo

0 5 10 15 20 25 30 35

Temperatura (°C)

Figura 30. Deconvolucion de la traza calorimétrica del sistema DMPC:PINO 0.480 mg/mlL
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Si comparamos el sistema con 0.436 mg/mL con el sistema 0.480 mg/mL de pinocembrina
(Tabla 14), podemos notar que con una mayor cantidad del aditivo el tamafio del pico 1
disminuye, su entalpia es menor, mientras que el pico 2 se mantiene practicamente sin
cambio; la Tm presenta la misma tendencia.

Tabla 14. Pardmetros termodindmicos de los sistemas con 0.436 y 0.480 mg/mL de pinocembrina. El asterisco indica que
se realizé una deconvolucion de las trazas calorimétricas. (a) pico 1, (b) pico 2.

Pinocembrina

(mg/mL) AHc, (keal/mol) Tm (°C) ATy (°C)
0.436* 0.62+0.04° 2.20+0.03 | 15.9+0.0° 19.8+0.1° 3.610.2° 6.7+0.1°
0.48* 0.42+0.01° 2.16+0.03Y | 15.5+0.12 20.1+0.1° | 4.2+0.12 7.9+0.1°

Por otro lado, podemos deducir que el pico 2 es el que contiene la mayor cantidad del
aditivo dado que AT1/2 es mayor. Si se aumenta la concentracion, ambos picos se ensanchan
(AT1/2 aumenta); sin embargo, el cambio es mas drdstico en el pico 2 lo cual significa que las
moléculas adicionadas no se distribuyen homogéneamente, sino que tienen una
preferencia a acumularse en donde haya mayor cantidad de pinocembrina.

En general, la temperatura de transicién principal disminuye con la incorporacién del
aditivo, lo cual significa que la fase liquido-cristalina se favorece y la membrana se vuelve
mas fluida.

Las moléculas hidrofébicas, como la pinocembrina, se incorporan en la bicapa modificando
significativamente el comportamiento termotrdpico de los liposomas y los pardmetros
termodinamicos. Este efecto depende de la concentracidn y de la estructura de la molécula
huésped, de tal manera que, en un cierto intervalo de temperatura, una cierta cantidad de
aditivo modifica la transicién de fase [66], abatiendo la Tm, e incluso puede provocar la
fluidizacién irreversible de la membrana a mayores concentraciones [67]. Esta ultima
descripcién coincide con los resultados observados al incorporar a los liposomas
pinocembrina y colesterol simultdneamente, en estos experimentos ya no ocurre la
transicion de la fase gel a la fase liquido-cristalina. Las trazas calorimétricas se presentan
mas adelante.

Si se continua adicionando pinocembrina el hombro desaparece y el AH se abate, tendiendo
a un valor constante (Figura 31).
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Figura 31. Traza calorimétrica de DMPC en funcion de diferentes concentraciones de pinocembrina (PINO)

La intercalacion de moléculas hidrofébicas en la membrana provoca una disminucién del
empaquetamiento entre las cadenas lipidicas y un aumento de hidrofobicidad en la regién
donde se situan, tal como sugieren los estudios de Subczynski et. al. [38] con lecitinas y
colesterol, dejando un ambiente mads favorable para la incorporacion de mds moléculas, lo
cual puede guiar a la formacién de dominios con diferente composicion. Una explicacion
para los fendmenos observados es la que se propone a continuacidn y se esquematiza en la
Figura 32:

1. La Figura 32a representa al liposoma puro. A bajas concentraciones de pinocembrina,
ésta se distribuye uniformemente en la bicapa (Figura 32b).

2. Al seguir adicionando el aditivo, algunas regiones comienzan a acumular mayor cantidad
de pinocembrina, alrededor de 0.276 mg/mL inicia el enriquecimiento de fases, es decir se
forman dominios pobres y ricos en pinocembrina por lo que la traza calorimétrica se
deforma (Figura 32c).

42

—
| —



3. Es posible que el exceso de aditivo en la bicapa conlleve a un cambio de estructura. La
aparicién de dos picos en la traza calorimétrica sugiere la coexistencia de liposomas
esféricos (pobres en pinocembrina) y liposomas tubulares (ricos en pinocembrina), con
temperaturas de transicién de fase diferentes, como se esquematiza en las Figuras 32d y
32e, respectivamente.

Por encima de 0.744 mg/ml, practicamente todos liposomas se encuentren
homogéneamente dopados, existiendo mayormente estructuras tubulares. Esta
transformacién se muestra claramente en las micrografias obtenidas por SEM y en el
analisis del cambio de entalpia, los resultados se presentan mas adelante.

Figura 33. Representacion 3D de los liposomas esféricos y tubulares cargados con pinocembrina

Arrowsmith y Oliver utilizaron AT1/, como criterio para determinar la maxima incorporacion
de aditivo en liposomas de DPPC [68,69]. Taylor menciona que éste es uno de los pocos
métodos disponibles para determinar la cantidad de material hidréfobo incorporado en los
liposomas [56]. Estos autores coinciden en que una vez que inicia la separacion de fases se
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ha saturado la membrana. Esta definicién puede guiar a la idea de que no es posible
adicionar mas moléculas huésped en los liposomas. Sin embargo, en este estudio se
demuestra que, si se continla agregando pinocembrina, ésta seguira incorporandose en los
dominios con menores concentraciones del aditivo, lo que conlleva al cambio de estructura
de los liposomas. Por lo anterior, podemos definir el inicio de la separacién de fases como
la concentraciéon critica del aditivo (ACC, por sus siglas en inglés) y corresponde a la
transicidon de estructuras esféricas a tubulares, como se mostrard en los parrafos siguientes.

En la Figura 34 se grafica AT1/2 en funcidn de la concentracion de pinocembrina. Se puede
observar que el ancho del pico aumenta conforme se incrementa la cantidad de
pinocembrina; cuando aparecen dos picos en la traza calorimétrica, AT1/2 llega a un valor
maximo: el punto ACC; y, posteriormente, se mantiene practicamente constante con un
ligero aumento en la cooperatividad.
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Figura 34. ATi/; en funcion de la pinocembrina y determinacion de la concentracion critica del aditivo (ACC)

El comportamiento de fase de la membrana lipidica tiene implicaciones muy importantes
en las propiedades de los liposomas como su estabilidad, fluidez y permeabilidad [45];
conocer la ACC es un paso fundamental en el disefio de sistemas de liberacién liposomal,
sobre todo si se desea incorporar otro farmaco en la formulacién ya que la morfologia del
liposoma estd relacionada con la capacidad de carga de moléculas hidrofdbicas, el vaciado
de moléculas hidrofilicas asi como el tiempo de circulacidn en el torrente sanguineo [70].
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En la Figura 35 se muestra el cambio de entalpia calorimétrica en funciéon de la
concentracion de pinocembrina, obtenido por DSC. En esta imagen podemos notar que el
AHca se abate drasticamente con 0.133 mg/mL; posteriormente, con 0.224 mg/mL, hay una
ligera disminucidn en la entalpia; sin embargo, entre 0.276 y 0.414 mg/mL no hay un cambio
significativo en el AHqa, lo cual implica que a pesar de que se tiene mayor cantidad de aditivo
en la bicapa, las interacciones entre las moléculas son igualmente favorables. Posiblemente
se formen estructuras con un mayor grado de empaquetamiento. Estas observaciones
podrian confirmar la presencia de dominios ricos en pinocembrina altamente ordenados,
tal como lo observaron Wei et. al. en estudios con DSPC [44]. Ademas, podemos suponer la
formacion de puentes de hidrégeno entre el glicerol y los grupos OH de la pinocembrina, e
incluso interacciones pinocembrina-pinocembrina que favorecen este tipo de arreglo.
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Figura 35. AH.q en funcion de la concentracion de pinocembrina

Cuando inicia la separacion de fases, 0.436 mg/mL, la entalpia disminuye nuevamente
debido a una mayor fluidizacién de la membrana, la gran cantidad de pinocembrina
intercalada en la bicapa disminuye el nimero de interacciones de van der Walls entre las
cadenas de los fosfolipidos.
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Por encima de 0.744 mg/mL el AH se mantiene practicamente constante. Es probable que
las especies con menor cantidad de pinocembrina comiencen a enriquecerse y las que
tenian mas pinocembrina alcanzan un valor maximo, lo que significa que ya no es posible
incorporar mas aditivo. Estos resultados sugieren que las estructuras tubulares tienen una
mayor capacidad de carga comparada con los liposomas esféricos.

La Figura 35 muestra dos cambios significativos en los valores de AH. La diferencia entre AH
de DMPC puro y AH de DMPC cargado con pinocembrina, representado por el promedio de
entalpias de los puntos 0.2 a 0.4 mg/mL, puede atribuirse al efecto que causa la
incorporacion de pinocembrina en la morfologia del liposoma, (AHinc). Después de la ACC,
se observa nuevamente un cambio suave de AH debido a la transicién de liposomas
esféricos a liposomas tubulares, este fenédmeno ya ha sido observada por K. Edwards et. al.
en liposomas pegilados de fosfatidilcolina cargados con colesterol [71].

En este estudio, el cambio de estructura ocurre en el intervalo de concentraciones de 0.436
a 0.744 mg/mL donde coexisten ambas morfologias, como se muestra en las micrografias
SEM que se presentan mas adelante. Por encima de 0.744 mg/mL, solamente se observan
estructuras tubulares. La diferencia entre el promedio de las entalpias de liposomas
tubulares con pinocembrina y el promedio de las entalpias de DMPC esféricos cargados con
pinocembrina, representa el AH de transicion de estructura (AHtrans).

Tomando en cuenta los criterios descritos anteriormente, el AHinc es -1583.5 cal/mol,
probablemente este resultado puede deberse a la formacién de puentes de hidrégeno
entre el gricerol y los hidroxilos de la pinocembrina [72]. Por otro lado, el AHtans tiene un
valor de -2025.2 cal/mol este valor implica que termodindmicamente es mucho mas
favorable para las vesiculas sufrir un cambio de forma ya que la apropiada distribucion
lateral y transversal de pinocembrina podria estabilizar regiones de alta curvatura [73].

9.5 Porcentaje de encapsulacion

La calorimetria diferencial de barrido revelé la incorporacién pinocembrina entre las
cadenas hidrocarbonadas de dacidos grasos que forman la bicapa lipidica y una fuerte
interaccion entre estos compuestos. Conocer la cantidad de sustancia incorporadas en la
vesicula es esencial para su uso en sistemas de liberacién de fdrmacos, ésta se determiné
utilizando filtros para centrifuga Amicon® Ultra de 10 kDa, los cuales vienen dotados de un
dispositivo de filtrado que contiene una membrana que permite el paso de materiales de
un tamafio menor a 10 kDa y un tubo para centrifuga en donde se colecta el filtrado (Figura
36), como se describié previamente en la seccidn experimental. En esta parte de la
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investigacion, se aprovechd la absorcidn espectroscépica de la pinocembrina a 290 nm,
sabiendo que los liposomas no absorben en la misma region (Figura 37).

Dispositivo de filtrado con
membrana de 10kDa

Tubo de recoleccion
de Filtrado

Figura 36. Esquema del filtro para centrifuga Amicon Ultra
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Figura 37. Espectro de absorbancia de liposomas con diferente concentracion de pinocembrina
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Adicionalmente, se probaron tres diferentes métodos reportados en la literatura, extrusion,
precipitacion con protamina y centrifugacién, los resultados no se presentan debido a que
ninguno arrojo resultados reproducibles.

En la Figura 38 se presentan los resultados del calculo de eficiencia de incorporacion, El,
utilizando la ecuacidon 1 de la seccidon caracterizacién de liposomas. El experimento se
realizé por triplicado. Podemos observar una ligera disminucién de El durante la transicién
de fase; posteriormente, aumenta nuevamente hasta alcanzar un valor maximo de 96%. El
valor promedio de El fue de 89 + 5%, lo cual comprueba la gran afinidad de la pinocembrina
por la bicapa lipidica debido a que es una molécula altamente hidrofébica pues su
solubilidad intrinseca en agua fue menor a 0.2 pg/mL.

100

“|“‘ IIIII

0.133 0.276 033 0.414 0436 048 0.504 0.572 0.63

Pinocembrina (mg/mL)

Eficiencia de incorporacion (%)
o o o o o o o o

o

Figura 38. Eficiencia de incorporacion de pinocembrina en liposomas de DMPC

9.6 Tamaio de particula y estabilidad

La Figura 39 es un grafico tipico de la medicidn de tamafio de particula obtenida por DLS.
En el eje de las abscisas se muestra el tamafio en nm, la escala es logaritmica; mientas que
el eje de las ordenadas presenta la intensidad de la luz dispersada por la muestra. Cada
suspension liposomal preparada se midié por triplicado. La imagen presentada corresponde
a un sistema DMPC:PINO, las trazas de las 3 mediciones se superponen y Unicamente
aparece una sefial, lo cual indica que se tienen liposomas de alrededor de 100 nm.
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El indice de polidispersidad (PDI), proporcionado por el software del equipo, indica qué tan
homogénea es la muestra, valores cercanos a cero son resultado de una distribucién de
tamarfios estrecha, es decir que la mayoria de la poblacion se encuentra en un tamano
promedio; valores cercanos a 1 indican la presencia de varias poblaciones con diferentes
tamanos [74].

Size Distribution by htensity
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Figura 39. Grdfico tipico de DLS en la medicion de tamarfio de particula

La estabilidad de los liposomas en disolucion se determind por la aparicion de un
precipitado visible (Figura 40), las disoluciones se mantuvieron a temperatura ambiente.
Los resultados de tamafio de particula, PDI y estabilidad se muestran en la Tabla 15. Los
liposomas fueron menos estables al incrementar la cantidad de pinocembrina, excepto con
0.630 mg/mL donde la disolucion permanecié homogénea durante 40 dias. Esta
concentracidn podria tomarse como referencia en una formulacién.

2

Q

Figura 40. Estabilidad en disolucion de los liposomas de DMPC. La imagen de la izquierda muestra un precipitado
mientras que la imagen de la derecha corresponde a una disolucion liposomal homogénea.
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Tabla 15. Resultados de la medicion de tamarfios de particula y estabilidad de los liposomas en estudio.

Concentracion

PINO (pg/mL) Tamafio(nm) PDI Estabilidad (dias)

0 1307 0.125+0.022 20
0.133 138+4 0.167 £ 0.005 10
0.224 109+2 0.079+£0.019
0.276 1357 0.115 +0.037 10
0.330 1336 0.200 + 0.002 15
0.414 146 +12 0.109 £ 0.023 10
0.436 147 4 0.096 + 0.010 10
0.480 146 +3 0.103 £ 0.014 8
0.504 126 +5 0.165 + 0.003 8
0.572 131+8 0.130+£0.021 8
0.630 1236 0.132+0.016 40
0.744 140+ 13 0.236 £ 0.023 10
0.820 144 +3 0.083 +0.016 8
0.860 1357 0.156 £ 0.012 10
0.940 107 5 0.113+0.024 7

9.7 Microscopia Electronica

La geometria de las particulas tiene un papel muy importante en la fagocitosis [75], conocer
y controlar la estructura de los liposomas es un factor esencial en el disefio de sistemas de
liberacion de farmacos para evitar o promover la fagocitosis en tejidos celulares a los cuales
se dirige el principio activo.

Las Figuras 41 y 42 muestran la morfologia de los liposomas puros. Estas imagenes
confirman el cambio de estructura de los liposomas al aumentar la cantidad de
pinocembrina. Es posible observar estructuras esferoides (circulos azules) y ovoides
(circulos rojos) con ciertas deformaciones. Las microscopias de los liposomas que contienen
menor cantidad de aditivo muestran liposomas esféricos y alargados (Figura 43); mientras
gue los liposomas con mayores cantidades del flavonoide son principalmente ovalados
(Figura 44-50). A concentraciones de 0.820 y 0.860 mg/mL se presentan estructuras
tubulares (Figuras 52-54).
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Figura 41. Microscopia de DMPC puro. Los circulos azules encierran estructuras semi-esféricas.

FRQ-USAII

Figura 42. Microscopia de DMPC puro. Los circulos rojos encierran estructuras tubulares
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Figura 43. Microscopia de liposomas con 0.230 mg/mL de pinocembrina. Los circulos rojos encierran liposomas tubulares
mientras que los azules encierran estructuras esféricas.

18k

Figura 44. Microscopia de liposomas con 0.480 mg/mL de pinocembrina
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Figura 45. Microscopia de liposomas con 0.504 mg/mL de pinocembrina.

FR-USAII

Figura 46. Microscopia de liposomas con 0.560 mg/mL de pinocembrina. Se observan estructuras “pegadas” que pueden
estar a punto de fundirse entre ellas (circulo verde).
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FR-USAII

Figura 47. Microscopia de liposomas con 0.572 mg/mL de pinocembrina

FQ-USRII

Figura 48. Microscopia de liposomas con 0.572 mg/mL de pinocembrina
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Zaku 5. B8a 2k

Figura 49. Microscopia de liposomas con 0.572 mg/mL de pinocembrina, se observan estructuras fundidas (circulos
verdes)

Figura 50. Microscopia de liposomas con 0.640 mg/mL de pinocembrina
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FR-USRII

Figura 51. Microscopia de liposomas con 0.820 mg/mL de pinocembrina

1k ! FO-UsSAII

Figura 52. Microscopia de liposomas con 0.820 mg/mL de pinocembrina
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1rmm

Figura 53. Microscopia de liposomas con 0.860 mg/mL de pinocembrina. Se observan principalmente estructuras
tubulares

FQ-USA I{_jl}

Figura 54. Microscopia de liposomas con 0.860 mg/mL de pinocembrina. Se observan principalmente estructuras
tubulares
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Los hallazgos presentados en esta investigacion pueden aprovecharse para definir el tipo
de estructura que se requiere para una formulacion en particular. Kusakabe et. al.
encontraron que los liposomas tubulares cargados con nanoparticulas de Fe30s pueden
encapsular mas particulas que los esféricos, lo cual significativamente incrementa el nivel
de asociacién celular in vitro [76]. Svetina y Zeks propusieron que el cambio de liposomas
esféricos a tubulares puede mejorar la penetracién celular debido a que estos ultimos son
mas facilmente deformables para cruzar poros angostos [77]. Es probable que los liposomas
tubulares cargados con altas concentraciones de pinocembrina puedan aumentar la
actividad y biodisponibilidad de esta molécula. Estudios adicionales in vitro e in vivo son
necesarios para entender completamente el mecanismo de liberacién.

Las estructuras tubulares encontradas pueden ser originadas si los liposomas con diferentes
concentraciones de pinocembrina se funden entre ellos, tal como se observa en algunas
microscopias (Figuras 46, 49 y 54). Para probar esta hipdtesis se propuso un experimento
en el cual se mezclan disoluciones de liposomas vacios con liposomas cargados con
pinocembrina y medir su comportamiento térmico por DSC. La forma de la traza puede
demostrar que la fusién entre ellos se lleva a cabo y ademas podria ser un probable
mecanismo de liberacion.

Se prepard una disolucion de DMPC 10 mM y una disolucion DMPC:PINO 0.448 mg/mL, se
mezclaron en proporciones 1:1, 1:2 y 2:1. Las disoluciones originales y las mezclas
resultantes se midieron en el DSC.

En la Figura 55 se muestran las trazas calorimétricas obtenidas. La traza calorimétrica de
DMPC puro corresponde a un pico agudo y angosto mientras que la traza de DMPC:PINO
0.480 mg/mL presenta dos picos, como se ha observado en los experimentos previos. La
Figura 56 corresponde a los mismos resultados sin DMPC puro, para ampliar la escala. Como
puede observarse, entre mayor es la proporcion de liposomas vacios, las trazas
calorimétricas son mas parecidas a los sistemas preparados con poca cantidad de
pinocembrina en los experimentos de saturacion (figura 28), estos resultados demuestran
que los liposomas funden entre ellos dando como resultando membranas lipidicas con
menor concentracion de pinocembrina.
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Figura 55. Trazas calorimétricas de la mezcla de liposomas vacios y cargados con 0.448 mg/mL de pinocembrina.
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Figura 56. Trazas calorimétricas de la mezcla de liposomas vacios y cargados con 0.448 mg/mL de pinocembrina.

59

—
| —



9.8 Incorporacion de colesterol

La adicidn de colesterol en los liposomas ha sido una estrategia muy utilizada para mejorar
las caracteristicas de la formulacion. El contenido de este esteroide en otras investigaciones
va desde un 10 al 50% [37]. Algunos estudios previos en nuestro laboratorio demostraron
gue una proporcién molar 4:1 fosfolipido colesterol favorece la estabilidad de los liposomas
por lo cual se decidié conservar esta proporcién.

A continuacién, se presentan los liposomas formados por fosfolipido puro (DMPC), con
pinocembrina (DMPC:PINO), y con pinocembrina y colesterol (DMPC:PINO:CH). Las
concentraciones de los sistemas estudiados se muestran en la Tabla 16. Los termogramas y
los pardmetros termodinamicos de estos sistemas se encuentran en la Figura 57 y en la
Tabla 17, respectivamente.

Tabla 16. Datos experimentales de los sistemas liposomales DMPC:PINO y DMPC:PINO:CH en agua milli-Q

Sistema DMPC:PINO DMPC:PINO:CH
Reactivo Fosfolipido Pinocembrina Fosfolipido ~ Pinocembrina Colesterol
ca"(';;'ad 0.03416 0.00315 0.03490 0.00306 0.00750
Concentracion 10.1 2.5 10.5 2.4 3.9
(mM)
Concentracion 6.83 0.63 6.98 0.61 15
(mg/mL)
% masa =92 =8 =77 =7 =16
Tabla 17. Pardmetros termodindmicos de los sistemas con pinocembrina y colesterol en agua milli-Q
SISTEMA AH,, (kcal/mol) Tm (°C) T1/2 (°C)
DMPC 4.54+0.29 23.2740.02 0.90+0.10
DMPC:CH 1.68+0.01 26.0210.13 11.99+0.10
DMPC: PINO 1.29+0.03 18.59+0.16 8.69+0.14
DMPC:PINO:CH 0.24+0.04 22.704+0.84 13.12+0.3.37

Como puede observarse en la Figura 57, tanto la pinocembrina como el colesterol provocan
un abatimiento en la entalpia. La combinacién de ambos aditivos provoca la completa
fluidizacién de la membrana por lo cual, en la traza calorimétrica, se observa practicamente
una linea recta y el AHc, tiende a cero.

60

—
| —



A diferencia de la pinocembrina, el colesterol produce cierta rigidez en la bicapa, la Tm se
recorre a mayores valores. Ambas moléculas disminuyen la cooperacion de la transicion de
fase significativamente.

3000
2500 — — DMPC:PINO
. | — DMPC:PINO:CH
& 2000 - —— DMPC
3 | — DMPC:CH
S
= 1500
@
&3 |
o
O 1000
500
=
1 T I T I T I T I T 1
0 10 20 30 40 50
Temperature (°C)

Figura 57. Traza calorimétricas de los sistemas liposomasles de DMPC con pinocembrina y colesterol preparados en agua
milli-Q

La distribucion de tamafio de los liposomas cambia durante el almacenaje. Los liposomas

tienden a fusionarse y crecer, formando vesiculas mas grandes, que es un estado

termodinamicamente mas favorable [78].

El potencial Z es una medida de la estabilidad de las particulas coloidales. Valores absolutos
iguales o mayores a 30 mV apuntan a una gran estabilidad. Midiendo este parametro es
posible predecir la estabilidad de los sistemas coloidales; es decir, cudles de los liposomas
preparados permaneceran mas tiempo en disolucion.

En la Tabla 18 se registraron los resultados de potencial Z, tamafio de particula y
polidispersidad (PDI) medidos por DLS. De acuerdo con los valores obtenidos, el sistema
mas estable es el que contiene Unicamente pinocembrina.
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Tabla 18. Potencial Z, tamario y estabilidad de los sistemas liposomales de DMPC con pinocembrina y colesterol

Sistema Potencial Z Tamaiio (nm) PDI ESt(adbl,:i;;ad
DMPC -1.14 105.9 +1.8 0.114 21
DMPC:CH -1.13 118.940.2 0.097 10
DMPC:PINO -7.82 123.140.6 0.122 20
DMPC:PINO:CH -3.09 109.5+0.74 0.085 20

El tamano de particula se monitored durante los siguientes 20 dias o hasta la aparicion de
un precipitado o cambios visibles en la apariencia de la suspensién (Tabla 19), estas
mediciones se hicieron con la finalidad de conocer si la estabilidad de los sistemas en
estudio estd relacionada con la fusién o floculacién de los liposomas. Los resultados se
contrastaron con las predicciones efectuadas al medir potencial Z.

Tabla 19. Mediciones de tamario de particula de los sistemas con pinocembrina y colesterol en funcion del tiempo

TIEMPO DMPC DMPC:CH DMPC:PINO DMPC:PINO:CH
1 1059+1.8 118.9+0.2 103.2t6.1 109.8 £0.74
5 108.5+0.3 1149+0.6 111.1+6.9 105.8+ 8.5
10 105.9+0.6 119.7+14 118.8+3.8 106.7 £ 2.6
15 105.7+1.6 1193+14 121.3+9.3 1139+84
20 ok ok 118.5+3.3 113.3+6.0
Size Distribution by htensity
20 .................. .................. ................. . ................. . .................
B g TP N T |
I : : a : :
‘;10 .................. .................. . ............... .................
E T PR A
0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)
—— Record 1: DMPC CHOL 1 Record 2: DMPC CHCL 2 — Record 3: DMPC CHOL 3‘

Figura 58. Medicion de tamario de particula de los sistemas DMPC:PINO en agua milli-Q
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Figura 59. Estabilidad en disolucion de los liposomas hidratados en agua milli-Q. Tamafio en funcién del tiempo

De acuerdo con las mediciones registradas en la figura 59, los sistemas mas estables en agua
milli-Q fueron DMPC:PINO y DMPC:PINO:CH, este resultado concuerda con la medida del
potencial Z ya que estas suspensiones tienen los valores absolutos mayores.

Se puede notar un ligero incremento en el tamafio de los liposomas al dia 20 respecto a las
disoluciones recién preparadas, esta observacion podria estar asociada a la fusion de los
liposomas.

9.9 Liposomas con colesterol en medio amortiguado

Se prepard una disolucién amortiguadora de fosfatos pH 7.4 para realizar los experimentos
gue se describen a continuacidn. Se eligié este medio debido a que el pH fisioldgico es muy
similar.

En la Tabla 20 se muestran las cantidades utilizadas en cada formulacién, asi como el cdlculo
de las concentraciones. En la Tabla 21 se presentan los parametros termodindmicos Tm, T1/2
y AHcal de los sistemas liposomales hidratados en PBS.
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Tabla 20. Datos experimentales de los sistemas liposomales DMPC, DMPC:PINO y DMPC:PINO:CH preparados en medio
amortiguado de fosfatos (PBS)

Cantidad Concentracion Concentracion
Sistema (PBS Reactivo
(PBS) (@) (mM) (mg/ml)
DMPC Fosfolipido 0.0340 10.03 6.80
Fosfolipido 0.0680 10.03 6.80
DMPC:CH
Colesterol 0.013 3.36 1.30
Fosfolipido 0.03402 10.04 6.80
DMPC:PINO
Pinocembrina 0.00305 2.65 0.61
Fosfolipido 0.03435 10.13 6.87
DMPC:PINO:CH Pinocembrina 0.00313 2.44 0.63
Colesterol 0.00685 3.54 1.37

Tabla 21. Pardmetros termodindmicos de los sistemas con pinocembrina y colesterol hidratados en buffer fosfatos

SISTEMA AH (kcal/mol) Tm (°C) Ti/2 (°C)
DMPC 3.0040.14 23.43+0.08 1.18+0.14
DMPC:CH 2.25+0.23 29.88+0.34 19.57+0.75
DMPC:PINO 1.15+0.05 18.99+0.08 9.12+0.14
DMPC:PINO:CH 0.52+0.04 24.24+1.02 18.15+0.39

La Figura 60, muestra los cambios en la traza calorimétrica al incorporar diferentes
componentes a la membrana. Una vez mas se comprueba que tanto la pinocembrina como
el colesterol pueden insertarse entre los fosfolipidos que forman la bicapa disminuyendo
las interacciones entre ellos hasta un punto en el que ya no hay transicién gel a liquido-
cristalino; es decir, la vesicula permanece en el estado fluido. La pinocembrina provoca un
mayor abatimiento de la entalpia de transicién mientras que el colesterol favorece la fase
liquido-cristalina por lo que podemos concluir que el colesterol se acomoda de una manera
mas eficiente en la bicapa, ésta podria ser la razéon por la que la membrana se rigidiza.

La pinocembrina provoca un mayor abatimiento de la entalpia de transicion y recorre la Tm
a valores menores; mientras que el colesterol favorece la fase liquido-cristalina porque la
Tm se desplaza a la derecha y es menor el cambio en la entalpia. Podemos concluir que el
colesterol se acomoda de una manera mas eficiente en la bicapa, ésta podria ser la razén
por la que la membrana del liposoma se rigidiza; es decir, aumenta el estado de orden de
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los fosfolipidos [40]. Este fendmeno también ha sido observado en formulaciones que
contienen DPPC/paclitaxel/colesterol, en las cuales el colesterol favorece un sistema mas

condensado [65].

1800 ~
1600 - — DMPC
I —— DMPC:CH
14007 —— DMPC:PINO
OL) .
= 1000 -
o
£ ]
= 800
\O/ -
o 600 -
©) ]
400 -
200 -
0 —- mamem=———ad
-200 T T T T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70
Temperature (°C)

Figura 60. Trazas calorimétricas de los sistemas que contienen pinocembrina y colesterol

Al igual que en agua milli-Q, la estabilidad en disolucién, tamafio de particula y potencial Z

se determinaron en un Zetasizer Nano. Los resultados aparecen en la Tabla 22.

Tabla 22. Tamaiio, potencial Z e indice de polidispersidad de los sistemas preparados en medio amortiguado

Sistema
DMPC
DMPC:CH
DMPC:PINO
DMPC:PINO:CH

Potencial Z
-1.50+0.48
2.99+0.16
7.65+0.38
0.74+0.05

—

65

Tamaiio (nm)
97.71+2.85
137.50+2.43
120.40+2.56
136.00+5.59

PDI
0.181
0.104
0.107
0.195

——t



En pH 7.4, el sistema mas estable fue DMPC:PINO superando los 40 dias de estabilidad en
disolucién; el resultado coincide con la medicidén de potencial Z, Figura 61.En estos sistemas
no se observa un cambio significativo en el tamafio del liposoma con respecto al tiempo, tal
vez esta sea la razén por la que se retrase la floculacién, debido a la presencia de sales.

160

140
12 & N 3 N
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o o o o o

o

EDMPC ®DMPCCHOL DMPC:PINO ® DMPC:PINO:CH

Figura 61. Estabilidad de los liposomas en medio amortiguado

La incorporacién de colesterol no favorece la estabilidad en disolucién de los sistemas en
agua milli-Q ni en medio amortiguado. Otras proporciones de colesterol pueden ser
estudiadas o podria descartarse utilizar este esteroide dependiendo del tipo de la via de
administracion.

Los liposomas cargados con pinocembrina son mas estables cuando se utiliza PSB para
hidratarlos, el proceso de floculacidn tarda hasta 180 dias en ocurrir. Utilizar este medio
podria garantizar mayor vida de anaquel en una formulacion.

10. CONCLUSIONES

Es posible obtener pinocembrina del extracto etanolico de propdleo.

La pinocembrina es practicamente insoluble en agua, mientras que el extracto de propdleo
tiene una solubilidad de 269422 ng/mL.
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Esta investigacién presenta el primer estudio fisicoquimico de la incorporacion de
pinocembrina con membranas lipidicas de dimiristoilfosfatidilcolina. El flavonoide
interacciona fuertemente con los fosfolipidos y se aloja en la zona cooperativa de la bicapa,
entre el glicerol y los carbonos C1-C8 de los grupos acilo en las cadenas hidrocarbonadas de
la bicapa, modificando drasticamente el perfil de transicién de fase.

Los liposomas que contienen pinocembrina presentan una transicion de la fase gel a liquido
cristalina reversible entre 10y 75°C.

La incorporaciéon de pinocembrina a diferentes concentraciones hace mas fluida la
membrana, disminuyendo las interacciones de van der Waals entre los fosfolipidos; en
consecuencia, decrece la entalpia de fusion de las cadenas de acilo

La pinocembrina no se distribuye homogéneamente en la bicapa lipidica, se forman
regiones con diferentes concentraciones de aditivo, a los cuales otros investigadores han
nombrado dominios o separaciones de fase en la membrana.

La aparicién de dos picos en la traza calorimétrica indica que la acumulacion de
pinocembrina conduce a la transicién de liposomas esféricos a tubulares; ésta seria la
primera vez que se reporta una transicidn de fase de este tipo utilizando calorimetria
diferencial de barrido. La concentracién a la cual inicia este proceso puede llamarse
concentracion critica del aditivo (ACC) donde vesiculas con diferentes propiedades
fisicoquimicas coexisten. Este resultado es muy importante ya que las estructuras tubulares
pueden penetrar la membrana celular con mayor facilidad.

Los liposomas hidratados en medio amortiguado son mucho mas estables en disolucion en
comparacion con los que se hidrataron en agua milli-Q. Su estabilidad en disolucion fue de
60 dias.

La adicion de colesterol a los liposomas no aumenté la estabilidad en agua milli-Q ni en
medio amortiguado.

Con los resultados reportados en este estudio es posible concluir que los liposomas
formados con DMPC son una opcidén viable como sistemas acarreadores de pinocembrina
para ser usada como sustancia activa en la industria farmacéutica.

Se recomiendan pruebas adicionales de actividad in vitro de pinocembrina incorporada en
liposomas de DMPC.
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Abstract

A physicochemical study of the interaction of pinocembrin with dimyristoylphosphatidylcholine (DMPC) liposomes was carried
out. Unilamellar vesicles of about 100 nm were prepared. Pinocembrin was incorporated into the lipid membrane by interacting
strongly with the acyl groups of the phospholipid chains, favoring the fluid phase. The incorporation efficiency was 89%. At
concentrations higher than 0.436 mg mL™" of pinocembrin, a change of structure from spherical to tubular liposomes was
observed, and the enthalpy of this transition was determined by differential scanning calorimetry. After 0.744 mg mL ™", there was
no change in the transition enthalpy from gel phase to liquid crystalline, so it is possible to assume that the lipid membrane reached
saturation. With the findings presented in this research, it is possible to increase the solubility and bioavailability of the pinocembrin
by using DMPC as a molecular carrier, enhancing its use as drug in the pharmaceutical industry to treat cancer, ischemic stroke,
intracerebral hemorrhage, Alzheimer’s disease, cardiovascular diseases and atherosclerosis as well as other diseases.
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Introduction

Cancer provokes near to 8 million of deaths for year, which
makes it the main cause of death in the world [1]. Most of
these deaths occur among people from poor countries [2].
In 2015, the World Health Organization reported that
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malignant tumors of lung, prostate, colorectal, stomach and
liver are the most common among males, while in females
are breast, colorectal, lung, uterus and stomach.

The high level of cancer around the world and the
research of new therapies to treat efficiently the different
kinds of this illness had led to explore molecules contained
in natural products that can be used as an active substance
and could exhibit less adverse effects instead of actual
therapies.

Pinocembrin is the main flavonoid found in propolis and
honey, and these substances are produced by bees of Apis
mellifera species; it can also be found in plants, fruits,
vegetables, nuts, seeds and other natural sources [3]. This
molecule has shown to have biological activity such as
antibiotic, fungicide, antioxidant, antitumor, anticancer,
anti-inflammatory and neuroprotective effects. Also,
pinocembrin has displayed a variety of properties that
could hold promise for treating diseases such as
atherosclerosis, ischemic shock, cancer, cardiovascular
diseases and diseases in the central nervous system [4-12].
However, its low solubility limits its application and
bioavailability.

Liposomes are spherical vesicles composed by lipid
bilayer with an aqueous core, in which it is possible to host
hydrophobic, hydrophilic and amphiphilic molecules. This
characteristic confers them great versatility like drug
delivery systems.

Currently, interactions of pinocembrin with liposomes
have not been investigated. The objective of this work was
to perform a physicochemical study of unilamellar lipo-
somes of 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine
(DMPC), to increase the solubility and bioavailability of
pinocembrin as well as to potentiate its use as an active
substance. DMPC liposomes have been shown to be
effective as a carrier of many therapeutic agents to cells
and tissues [13-15]. In addition, DMPC is the commercial
synthetic phospholipid with the shortest chain which makes
the manufacture of liposomes relatively simple.

Milli-Q water was used to hydrate liposomes. The
effects of the addition of pinocembrin upon the main
transition of fully hydrated DMPC vesicles have been
measured with differential scanning calorimetry (DSC).
The thermotropic phase behavior and the organization and
dynamics of liposomal aqueous dispersions in gel and
liquid crystalline phases have been extensively studied
with DSC [16-18].

The characteristics of blank and loaded liposomes with
pinocembrin were determined using dynamic light scat-
tering (DLS), scanning electron microscopy (SEM) and
transmission electron microscopy (TEM).

@ Springer

Experimental
Materials

The pinocembrin, DMPC, dichloromethane and ethanol
were purchased from Sigma-Aldrich. All chemicals were
of the highest available quality and were used without
additional purification; their properties are described in
Table 1. The structures of pinocembrin and DMPC are
depicted in Fig. 1.

Methodology
Liposome preparation

Liposomes were prepared by using the thin-film hydration
technique, with some modifications. Briefly, DMPC was
dissolved in CH,Cl, in a round-bottom flask. The organic
solvent was removed via rotary evaporation to obtain a thin
film on the wall of the flask. During the process, the con-
ditions such as speed (60 rpm) and temperature (20 °C
above the main lipid transition) were controlled. To
remove the solvent residual completely, the temperature
was increased to 55 °C during 15 min under vacuum. The
film was kept overnight. Then, the lipid film was hydrated
with mechanical stir using distilled and deionized water
(Barnstead Nanopure Infinity, with a resistivity of 18 MQ-
cm) at 45 °C. The resultant suspension was sonicated for
about 30 min; a milky white suspension was formed.
Finally, the liposomal solution was extruded through
polycarbonate membrane of 100-nm pore size (LIPEXTM
EXTRUDER, Canada) to obtain unilamellar liposomes
with a uniform size distribution. The final concentration of
liposomal suspension was 10 mM.

Pinocembrin was added together with the solvent, and
the concentration ranged between 0.133 and
0.940 mg mL™".

Liposome characterization

The size distribution (mean diameter and polydispersity
index) of liposomes was measured by dynamic light scat-
tering (DLS) on a Malvern Zetasizer Nanoseries (Malvern
Instruments, UK). Samples were stored at 25 °C.

Surface and morphology of liposomes were observed
with a field-emission scanning electron microscope, JEOL
JSM-5900-LV (Jeol, USA) and JEOL JEM-2010 trans-
mission electron microscope (Jeol, USA). SEM and TEM
images were analyzed to determine the structure of the
particles.
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Table 1 Properties of chemicals

used Chemical Notation  Source Purity®/% Batch
1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine  DMPC Sigma 99 88F-8377
Pinocembrin PINO Sigma-Aldrich 95 MKBZ2780 V
Dichloromethane - J.T. Baker 99.98 T34Co4
Ethanol - J.T. Baker 99.9 L46C59-5

#As stated by supplier

DMPC

HO

OH

\\\\\\\
K

PINO

Fig. 1 Chemical structures of 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DMPC) and pinocembrin (PINO)

Differential scanning calorimetry (DSC)

DSC measurements were taken using a MicroCal VP-DSC
system (Malvern, USA). Degassed sample and reference
(Milli-Q water) were loaded into the corresponding cell
and were scanned in a cycle of heating—cooling-reheating
from 10 to 70 °C at a rate of 90 °C h™', using a filtering
period of 10 s; the cycle was repeated three times resulting
in three identical scans. A baseline, run before each
determination with solvent loaded in sample and reference
cells, was subtracted from individual results on data
analysis.

Thermodynamic parameters were obtained using the
original software provided by MicroCal (Microcal Analysis
Launcher). The transition midpoint, T, is the temperature
at which the main transition occurs, and it corresponds to
the maximum value of heat capacity; the transition
enthalpy, AH, normalized per mol of phospholipid, is
calculated from the area under the transition peak; and the
temperature width at half peak height, AT, is the sharp-
ness of the phase transition.

Deconvolution of calorimetric curves with two peaks
was obtained with Origin Lab. 9.0 software.

Incorporation efficiency

The quantity of pinocembrin encapsulated was determined
by spectroscopy UV-Vis (Varian CARY 50, Australia). A
standard curve in ethanol was constructed by plotting
pinocembrin concentration, 2.4-14.2 ug mL™', versus
absorbance. Equation 1 corresponds to the linear regres-
sion equation (r = 0.9959), where A is the absorbance at
290 nm and Cx is the pinocembrin concentration in the
sample.

A =0.0685Cx 4 0.0112 (1)

Liposome encapsulation efficiency was measured by
determining the amount of entrapped drug. Briefly, a small
volume (500 pL) of the drug-loaded liposomal suspension
was placed into the Amicon Ultra-0.5 Centrifugal Filter
Devices (10 kDa), and then, it was centrifuged at
15,000 rpm for 25 min at 25 °C in order to separate the
unloaded drug. Later withdrawing the filter compartment,
the concentration of pinocembrin in the filtrate was mea-
sured after dilution in ethanol (unentrapped drug).

The total amount of the drug was assessed into the
liposomal suspension, and the Amicon® Ultra filter device
was placed upside down in a clean microcentrifuge tube;
then, it was centrifuged at 15,000 rpm for 2 min at 25 °C
(incorporated drug), and the absorbance at 290 nm of an
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aliquoted diluted in ethanol was measured. Using Eq. 1, the
quantity of pinocembrin incorporated in liposomes was
determined.

The drug encapsulation efficiency EE was calculated
using Eq. 2:

[Cid]

EE(%) ="

x 100 (2)

where Ct is the total drug and Cid is the incorporated drug
in the sample.

Results and discussion

Thermotropic behavior of liposomes
with different concentrations of pinocembrin

Liposomes formed by a single type of phospholipid have a
characteristic phase transition temperature, associated with
the melting of the lipid chains of the phospholipids that
form them. This structural change is generally known as
the transition temperature from the gel phase to the liquid
crystalline phase, and it happens at a defined temperature,
known as T;,,. This temperature can be monitored by DSC,
in addition to the energy associated with such transition.
When it comes to the pure phospholipid, the calorimetric
trace corresponds to a sharp and narrow peak, because the
fusion of the lipid chains occurs in a tight temperature
range. The interaction of the acyl groups with other sub-
stances can be tested by the modifications undergone by the
phase transition profile [19].

Figure 2 shows the calorimetric trace of DMPC
according to the concentration of pinocembrin. These
systems were prepared in water to study, only, the effect of

—e— PINO 0.133 mg mL""

W —+— PINO 0 mg mL™
{' PINO 0.224 mg mL~"

—v— PINO 0.276 mg mL™"
. PINO 0.436 mg mL~!
g ;
[ o
W |
i
Jelwen
%R L
5 ..".\‘::.3""
T T T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 35 40
Temperature/°C

Fig. 2 DSC thermal response of DMPC liposomes according to the
pinocembrin (PINO) concentration
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the flavonoid without the interference of some other
additive.

In the liposomes of the pure phospholipid, the experi-
mental T;, value was 23.3 °C and the transition enthalpy
was 4.54 kcal mol~!, and these results agree with the
values reported in the literature [20-23].

Hydrophobic molecules, such as pinocembrin, are
incorporated into the bilayer, modifying the thermotropic
behavior of liposomes. This effect depends on the con-
centration and structure of the host molecule, so that in a
certain temperature range, a certain amount of additive
modifies the phase transition [24], shifting the T}, and it can
even cause the irreversible fluidization of the membrane at
higher concentrations.

Figure 2 shows the thermotropic behavior of the DMPC
liposomes with different concentrations of pinocembrin. As
can be seen, the T}, is ranged to lower values of tempera-
ture as the amount of pinocembrin increases, and in other
words, the liquid crystalline phase is favored and the
membrane becomes more fluid, which suggests a strong
interaction between the pinocembrin and the acyl groups of
the liposome.

The cooperative units measure the amount of phospho-
lipids that undergo a simultaneous transition. This means
that the lipids do not melt independently from one another,
but they do so as a single cooperative domain. AT, has
been associated with the cooperativity of the phase tran-
sition [25], and this parameter is very sensitive to the
presence of any additive in the bilayer [26], being
increasing as the concentration of additive increases, which
means that the size of the cooperative unit decreases.

The increase in ATy, in the liposomes studied confirms
the intercalation of pinocembrin in the chains of the acyl
groups of DMPC, decreasing the cooperativity. With these
results, it can be inferred that pinocembrin is in the coop-
erative zone of the bilayer, namely, in the region of the C1-
C8 carbon atoms of the acyl chain [21].

In Fig. 2, it is clear that the sharp and symmetric peak,
characteristic of the pure liposome, widens and deforms,
until a point in which the appearance of a shoulder or a
second peak (0.436 mg mL™"') is observed, and this result
suggests a formation of domains with different composi-
tions or a separation of phases, as it has been observed in
other studies of liposomes doped with hydrophobic mole-
cules [27-30].

Table 2 shows the thermodynamic parameters of the
DMPC liposomes in water with different concentrations of
pinocembrin. At  concentrations of 0.436 and
0.480 mg mL™", a second peak appears in the calorimetric
trace, so it was necessary to make a deconvolution of the
signal in order to identify the individual contribution of the
peaks to the thermodynamic parameters. The results of this
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Table 2 Thermodynamic parameters: (7},) main phase transition temperature, (AT),;) peak half width and (AH) enthalpy change of the main
phase transition, size and polydispersity index (PDI) for DMPC liposomes, in the presence of selected concentrations of pinocembrin

PINO/mg mL™! AH/KJ mol ™! T/°C AT, »/°C Size/nm PDI

0 19.00 £ 1.21 233 £ 0.0 0.9 + 0.1 130 £ 7 0.125 £ 0.022
0.133 13.59 £ 0.55 223+ 0.0 1.3 £ 0.1 138 + 4 0.167 £ 0.005
0.224 12.38 £ 0.10 21.0 £ 0.1 22+ 0.1 109 + 2 0.079 + 0.019
0.276 12.24 £+ 0.06 19.9 £ 0.1 29 +£0.1 140 £ 12 0.115 + 0.037
0.33 12.53 £+ 0.40 19.1 £ 0.1 4.6 £ 0.1 133 £ 6 0.200 + 0.002
0414 12.34 + 0.41 189 £ 0.2 74 +£03 146 = 12 0.109 & 0.023
0.436* 259 +0.18  9.19 +£0.11°> 1594+ 0.0° 198 +0.1> 3.6+02"° 67 +£0.1° 147 +4 0.096 + 0.010
0.480* 1.77 £ 0.05*  9.06 £0.12° 155+ 0.1* 20.1+0.1° 42+01* 79+0.1> 146 +3 0.103 £ 0.014
0.504 7.19 + 0.84 19.1 + 0.1 8.8 +04 126 £ 5 0.165 £ 0.003
0.572 6.64 £ 0.30 18.8 £ 0.1 89+ 0.1 131 £ 8 0.130 £+ 0.021
0.63 539 £0.15 18.6 £ 0.2 8.7+ 0.1 116 £ 5 0.132 + 0.016
0.744 449 + 0.24 183 £ 04 8.4+ 0.1 140 &+ 13 0.236 &+ 0.023
0.820 325+ 032 17.8 £ 0.2 79 £ 0.3 144 + 3 0.083 + 0.016
0.860 342 +£0.23 17.5 £ 0.1 79 £ 0.1 135 £ 7 0.156 + 0.012
0.940 444 + 0.26 18.5 £ 0.2 82 +0.1 107 £ 5 0.113 &+ 0.024

*Deconvoluted peaks. “Peak 1 and bpeak 2

deconvolution are shown in the table identified with an
asterisk.

Figure 3 shows the multipeak analysis carried out on the
systems with 0.436 and 0.480 mg of pinocembrin. With a
greater amount of the additive, it is possible to appreciate
that the size of peak 1 decreases, its enthalpy is smaller,
while peak 2 remains practically unchanged; T}, has the
same tendency.

On the other hand, we can deduce that peak 2 is the one
that contains the highest amount of the additive since the
AT, is greater. If the concentration is increased, both
peaks widen; however, the change is more drastic in peak
2, which means that the added molecules are not dis-
tributed homogeneously, but they have a preference to
accumulate where there is a greater amount of
pinocembrin.

The intercalation of hydrophobic molecules in the
bilayer causes a decrease in the packing between the lipid
chains and modifies local hydrophobicity in the region

Fig. 3 Deconvoluted DSC (a)
traces of DMPC with 0.436

(a) and 0.480 (b) mg mL~" of

pinocembrin. Original DSC

curve (solid lines), peak one

(dotted lines), peak two (dashed

lines), sum of deconvolution

(short-dashed lines)

Temperature/°C

where they are located [14]. When pure DMPC is found in
the ordered condensed state, the hydrocarbon chains are
fully extended and the phospholipid—phospholipid inter-
actions are maximized. Pinocembrin interferes with bilayer
organization because it blocks the order of phospholipids,
which results in packing defects within the bilayer. In
addition, the low polarity of pinocembrin could change the
hydrophobicity of the membrane, as suggested by the
studies of Subczynski et al. with lecithins and cholesterol
[31], leaving a more favorable environment for the incor-
poration of more molecules, which can lead to the forma-
tion of domains with different compositions.

The slight increase in the size of the loaded vesicles is
due to the incorporation of pinocembrin between the lipid
chains (Table 2).

If pinocembrin continues to be added (Fig. 4), the
shoulder disappears and the AH falls, tending to a constant
value. This may imply that the membrane has reached the
saturation and no more additive could be added.

(b)

0 10 20 30
Temperature/°C
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PINO 0.436 mg mL~"
—e— PINO 0.480 mg mL~"
~—A— PINO 0.504 mg mL~!
—v— PINO 0.572 mg mL~"
—e— PINO 0.630 mg mL~!
—*— PINO 0.744 mg mL~"
—&— PINO 0.820 mg mL~"
—a— PINO 0.860 mg mL~"
—#*— PINO 0.940 mg mL~"

Endothermic

Temperature/°C

Fig. 4 DSC termal response of DMPC liposomes according to
different concentrations of pinocembrin

An explanation for the phenomenon observed is the one
that is proposed below and is mapped in Fig. 5:

1. Figure 5a represents the pure liposome. At low
concentrations of pinocembrin, this is evenly dis-
tributed in the bilayer (Fig. 5b).

2. By continuing to add the additive, some regions begin
to accumulate a greater amount of pinocembrin; around
0.276 mg mL™" initiates the phase enrichment; in
other words, poor and rich domains in pinocembrin
are formed, so the calorimetric trace is deformed.

3. With a greater amount of pinocembrin, two peaks in
the DSC curve appear (Fig. 4). It is possible that the
excess additive in the bilayer will lead to a change in
structure; therefore, the coexistence of spherical lipo-
somes (with a lower concentration of pinocembrin) and
tubular-type liposomes (rich in pinocembrin) have
transition temperatures of different phases.

4. At higher concentration of pinocembrin,
0.744 mg mL™', practically all liposomes

“
HO (0] SN
= 2
OH O

AHinc

above
are

(a) (b)

homogenously doped, only tubular structures existing
(Fig. 5c). This transformation is clearly shown in the
micrographs obtained by SEM (Fig. 8).

Arrowsmith and Oliver used AT), as a criterion to
determine the maximum incorporation of additive in DPPC
liposomes [32, 33]. Taylor mentions that this is one of the
few methods available to determine the amount of
hydrophobic material incorporated in liposomes [21].
These authors agree that once the phase separation begins,
the membrane has been saturated. This definition can lead
to the idea that it is not possible to add more host molecules
in the liposomes. However, in this study it is shown that if
pinocembrin continues to be added, it will continue to be
incorporated in the domains with lower concentrations of
the additive, which leads to a change in the structure of the
liposomes. Therefore, we can define the beginning of the
phase separation as the additive critical concentration
(ACC) and it corresponds to the transition from spherical to
tubular structures, as it will be shown in the following
paragraphs.

In Fig. 6, AT, is plotted according to the concentration
of pinocembrin. It can be seen that the width of the peak
increases as the amount of pinocembrin increases; when
two peaks appear in the calorimetric trace, AT, reaches a
maximum value: the ACC point; and, subsequently, it
remains practically constant with a slight increase in
cooperativity.

The phase behavior of the lipid membrane has very
important implications in the properties of liposomes, such
as stability, fluidity and permeability [34]; knowing the
ACC is an essential step in the design of liposomal release
systems, especially if it is necessary to incorporate another
drug in the formulation, since the morphology of the
liposome is related to the load capacity of hydrophobic
molecules, the emptying of hydrophilic molecules as well
as the circulation time in the bloodstream [35].

Figure 7 displays the change in enthalpy according to
the concentration of pinocembrin obtained by DSC. In this
image, we can notice that the AH drastically falls with
0.133 mg mL™"; subsequently, with 0.224 mg mL ™", there

Fig. 5 Mapping of the pinocembrin distribution in the lipid bilayer. Pure liposome (a), spherical liposome (b), tubular liposome (c). Enthalpy of
incorporation of pinocembrin (AH;,.). Enthalpy of transition from spherical liposomes to tubular liposomes (AH,)
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Fig. 7 AH of main transition obtained by DSC versus pinocembrin
concentration. Enthalpy of pinocembrin incorporation (AHjyc),
enthalpy the transition from spherical liposomes to tubular liposomes
(AHtrans)

is a slight decrease in enthalpy; however, between 0.276
and 0.414 mg mL~" there is no significant change in the
AH, which implies that although there is a greater amount
of additive in the bilayer, the interactions between the
molecules are equally favorable. Possibly structures with a
greater degree of packaging are formed. These observa-
tions could confirm the presence of domains rich in
pinocembrin highly ordered, as observed by Wei et al. in
studies with DSPC [28]. In addition, we can suppose the
formation of hydrogen bonds between the glycerol and the
OH groups of the pinocembrin, and even pinocembrin—
pinocembrin interactions that favor this type of
arrangement.

When the phase separation begins, 0.436 mg mL™',
enthalpy decreases again indicating that the large amount
of pinocembrin intercalated in the bilayer interferes with

the van der Waals interactions between the phospholipid
chains [36]. This means that the phospholipid molecules
would interact with more than one pinocembrin molecule
instead of the hydrocarbon chains of adjacent phospho-
lipids, which reduces the long-range order in the bilayer
and causes notable changes in the fluidity of the bilayer.

Above 0.744 mg mL™', the AH remains practically
constant. We can assume that the species with the lowest
amount of pinocembrin begin to get enrich and those with
more pinocembrin reach a maximum value, which means
that it is no longer possible to incorporate more additive
and maintain the spherical shape; thus, the transition phase
is promoted. These results suggest that tubular structures
have a higher load capacity compared to spherical
liposomes.

Figure 7 shows two significant changes in the values of
AH. The difference between AH of pure DMPC and AH of
DMPC loaded with pinocembrin, represented by the aver-
age of enthalpies of the 0.2-0.4 mg mL ™" points, can be
attributed to the effect that causes the incorporation of
pinocembrin into the morphology of the liposome (AH;,.).
After the ACC, a smooth change of AH is observed again
due to the transition from spherical liposomes to tubular
liposomes, and this phenomenon has already been observed
by K. Edwards et al. in PEGylated liposomes of phos-
phatidylcholine (polyethyleneglycol-phospholipids) loa-
ded with cholesterol [37]. In this study, the structure
change occurs in the concentration range of
0.436-0.744 mg mL ™', where both morphologies coexist,
as it is shown in the SEM micrographs (Fig. 8). Above
0.744 mg mLfl, most tubular structures are observed. The
difference between the average enthalpies of tubular lipo-
somes with pinocembrin and the average enthalpies of
spherical DMPC loaded with pinocembrin represents the
transitional AH (AHans)-

Taking into account the criteria described above, the
AHy, is — 6.63 kJ mol ™", and this result probably may be
due to the formation of hydrogen bridges between the
glycerol and the hydroxyls of pinocembrin. On the other
hand, the AH,,,; has a value of — 8.47 kJ mol™!, and this
value implies that thermodynamically, it is much more
favorable for the vesicles to undergo a change in shape
since the appropriate distribution of pinocembrin could
stabilize regions of high curvature [38].

Figure 8 shows the SEM microscopies of DMPC with
pinocembrin at different concentrations. Based on the
observations recorded, it is possible to verify that
pinocembrin induces a change in morphology; the lipo-
somes containing a minimum of additive take an almost
spherical shape (blue circles), while those rich in
pinocembrin are elongated in order to form precursors of
the tubular structure (arrowheads).
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Fig. 8 SEM microscopies of
DMPC with pinocembrin at
different concentrations. Circles
denote spherical structures;
arrowheads point tubular
liposomes

DMPC
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Z8kUV XS, 088 Sxm FO-USAII

PINO 0.572 mg mL~1

28kU XS, aee

The spontaneous radius of curvature of surfactant and
lipid assemblies is expressed through the packing param-
eter (CPP). Amphiphiles with CPP < 1/3 tend to aggregate
into spherical micelles, 1/3 < CPP < 1/2 into non-spheri-
cal micelles and CPP > 1/2 into vesicles like liposomes
[39]. The phosphatidylcholines form spherical liposomes
because its packing parameter is 0.7. In our study, packing
parameter would change due to the existence of domains
with different proportions of phospholipid and pinocem-
brin, thus inducing dissimilarities in the local bilayer
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curvature, giving rise to the tubular structure such as it
occurs in l-palmitoyl-2-linoleoyl-sn-glycero-3-phospho-
choline bilayers doped with ceramide [40].

Since the shape of the particles plays a key role in
phagocytosis [41], knowing and controlling the morphol-
ogy of liposomal formulations is an essential factor in the
design of drug delivery systems to either avoid or promote
phagocytosis in target tissues.

Kusakabe et al. found that the tubular magnetic lipo-
somes can encapsulate more particles than a spherical
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Fig. 9 TEM of DMPC
liposomes containing
pinocembrin in concentration of
a blank liposomes,
b 0.436 mg mL™,
d 0.460 mg mL™",
e 0.630 mg mL™!,
£ 0.744 mg mL~". Purple
circles enclose tubular
liposomes
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Fig. 10 Encapsulation
efficiency (%) of the
pinocembrin into liposomes of
the different formulations
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liposome, which significantly increased the level of cellular
association in vitro [42]. Svetina and Zeks [43] proposed
that change from spherical to tubular liposomes could
enhance cell penetration because they are most easily
deformable to cross narrow pores.

Tubular liposomes loaded with high concentrations of
pinocembrin could improve activity and bioavailability
in vivo by residing for a longer time in the organism.
Further studies are needed in order to fully understand the
release mechanism.

TEM images were recorded to confirm the morphology
of liposomes before and after to incorporate pinocembrin.
The tubular structures were only observed after the ACC
(Fig. 9). This suggests that the liposomal bilayer contain-
ing pinocembrin was capable of stretching and deforming

m Spherical liposomes m Transition

u Tubular liposomes

o| | | | | | | | ‘ | | |

0.414 0.436 0.48

Pinocembrin/mg mL~!

0.504 0.572

its shape in order to accommodate the drug within the
membrane.

Efficiency of pinocembrin incorporation

Figure 10 presents the encapsulation efficiency of the
pinocembrin into liposomes of the different formulations.
We observed a slightly decrease in EE during the phase
transition. Subsequently, it increases again until reaching a
maximum value of 96%.

The mean incorporation efficiency was 89 + 5%. The
great affinity of pinocembrin for the bilayer is due to the
high hydrophobicity of the molecule, whose intrinsic sol-
ubility in water was less than 0.2 pg mL™' (data not
shown), so that we could take advantage of liposomes in
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order to improve the solubility, stability and bioavailability
of pinocembrin.

Conclusions

The paper presents a first study of the chemical physical
interactions of pinocembrin with phospholipid membranes.
It was possible to incorporate pinocembrin to DMPC
liposomes with high incorporation efficiency. The flavo-
noid is in the region that is located between the glycerol
and the C1-C8 carbons of the chains of the acyl groups in
the lipid membrane, modifying the phase transition profile.

Liposomes containing pinocembrin show a transition
from gel phase to reversible liquid crystalline and thermal
stability of 10-75 °C.

The incorporation of pinocembrin at different concen-
trations fluidizes the lipid membrane, diminishing the
hydrophobic interactions between phospholipids; accord-
ingly, the enthalpy of melting of the acyl chains decreases.

Pinocembrin is not evenly distributed in the bilayer, and
regions with different concentrations are formed causing
the phase transition from spherical to tubular liposomes
and the concentration at which this process begins can be
called additive critical concentration (ACC) where vesicles
with different physicochemical properties coexist. The
appearance of two signs in the calorimetric trace would
imply the presence of two species with different concen-
trations of pinocembrin to which other researchers have
named “domains” with different compositions or separa-
tion of lateral phases of the bilayer.

With the results reported in this study, it is possible to
conclude that the liposomes formed with DMPC are a
viable option as pinocembrin carrier systems to be used as
an active substance in the pharmaceutical industry.

Since the literature reports that cholesterol can increase
the hydrophobicity in the bilayer and favor the inclusion of
hydrophobic molecules, it is necessary to study the incor-
poration of cholesterol in the formulation. Additional tests
of release and in vitro activity would complement the
research carried out until now.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: This study shows simultaneous incorporation of two hydrophobic molecules and a hydrophilic molecule into
DsC distearoylphosphatidylcholine (DSPC) liposomes. Pinocembrin and cholesterol are incorporated in the lipidic
Cfincer ) membrane while resazurin is encapsulated in the aqueous center. The thermotropic behavior of liposomes as a
Pmoce“}b“n function of the additives was studied with differential scanning calorimetry and the morphology was observed
EZ?Z:;;& by SEM. A high percentage of entrapment was found for different concentrations of pinocembrin. Cholesterol

does not interfere with the incorporation efficiency of pinocembrin and improves the distribution in the
membrane but decreases the dissolution stability of liposomes due to steric hindrance in the bilayer.
Encapsulation efficiency of resazurin was close to 50%. This molecule also interacts with the polar heads of the
phospholipids. This research offers an alternative formulation by using DSPC liposomes as carrier of molecules
with different polarity to evaluate the cytotoxicity of pinocembrin in cancer cell lines.

1. Introduction

Pinocembrin (5,7-dihydroxiflavanone) is a primary flavonoid iso-
lated from different plant varieties, it is also found in high concentra-
tions in different types of honeys [1], besides being the most abundant
chiral flavonoid in propolis, the resinous substance produced by hon-
eybees [2]. The wide range of pharmacological activities include anti-
microbial [3], anti-inflammatory [4], antioxidant [5] and anticancer
[6-8] activities, making it a viable alternative to be used as an active
ingredient in the treatment of various chronic degenerative diseases.

The ideal test for in vitro cell proliferation and cytotoxicity should
be simple, fast, efficient, reliable, sensitive, safe and cost-effective,
without interfering with the compound that is used as an active in-
gredient [9]. Such purpose could be achieved by using resazurin; which
is a highly hydrophilic molecule that has been used to evaluate the
cytotoxicity of flavonoids against cell lines of cancers that are resistant
to multiple drugs [10].

Many biological properties of the flavonoids may be related to their
capacity to penetrate into cell membranes and to affect the membrane
activity [11]. However, the application of pinocembrin in clinical
practice is very limited due to its low solubility in water and therefore
its bioavailability [12]. These disadvantages could be overcome by
using liposomes as molecular carriers. One of the most versatile struc-
tures in the field of pharmaceutical study are the liposomes, which

* Corresponding authors.

consist of spherical vesicles formed by concentric lipid bilayers that
enclose an aqueous nucleus. Liposomes can be used as drug carriers
encapsulating hydrophilic molecules in the aqueous center of the li-
posome and hydrophobic molecules in the bilayer of phospholipids
[13].

In the present study, a liposomal formulation is proposed to be used
in the pharmaceutical industry for the treatment of cancer by using
distearoylphosphatidylcholine (DSPC) as the main component. Other
ingredients such as cholesterol and resazurin could improve the for-
mulation and potentiate its application. Numerous studies about the use
of cholesterol [14-17] as a stabilizer show that this steroid can increase
the bundling of phospholipid molecules, reduces the permeability of the
bilayer to electrolytes and non-electrolyte solutes and improves the
resistance of vesicles to aggregate.

A physicochemical study of the incorporation of pinocembrin and
cholesterol (hydrophobic molecules) inside the lipid bilayer of DSPC
liposomes, as well as the simultaneous encapsulation of resazurin (hy-
drophilic molecule) in the aqueous center was carried out.
Thermodynamic parameters, transition enthalpy (AH), transition tem-
perature (Tm) and molecular cooperativity (AT, ;) of the formulations
were quantified by Differential Scanning Calorimetry (DSC).
Additionally, dynamic light scattering (DLS) and scanning electron
microscopy (SEM) studies were carried out to study dissolution stabi-
lity, morphology and lamellarity of the liposomal systems.
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Table 1
Properties of chemicals reagents.
Reagents Notation  Purity”* (%) Source Batch
Ethanol - > 99 Baker 9000-02
Distearoylphosphatidylcholine ~ DSPC 99 Sigma 120H8368
Pinocembrin PINO 95 Sigma- MKCF0471
Aldrich
Cholesterol CHOL 98 Aldrich  OL217HM
Chloroform anhydrous - >99 Sigma- SHBD3579V
Aldrich
Resazurin sodium salt RES 80 Sigma- MKBZ4934V
Aldrich

* As stated by supplier.
2. Experimental
2.1. Materials

Table 1 shows the properties of the reagents used in this research.
Fig. 1 shows the structures of DSPC, pinocembrin, cholesterol and re-
sazurin.

2.2. Preparation of liposomes

Thin film hydration technique was used [18]. Briefly, the phos-
pholipid is dissolved in chloroform together with the non-polar mole-
cules of the formulation. The solvent is evaporated to dryness (85 °C,
70 rpm) by using a rotary evaporator and a vacuum pump, obtaining on
the walls of the flask a thin film formed by the lipid bilayer, the dis-
solved hydrophobic molecules are retained in the film, in this case pi-
nocembrin and cholesterol. Subsequently, the lipid bilayer is hydrated
with distilled and deionized water (Barnstead Nanopure Infinity, with a
resistivity of 18 MQ2-cm) or with an aqueous solution that contains re-
sazurin at 60 °C, the liposomal suspension is sonicated for 30 min.

The liposomes obtained with this methodology are mainly small
unilamellar vesicles (SUV) but since they are formed spontaneously,
there is no direct control of the obtained size, therefore, the technique
was supplemented with extrusion (Lipex Extruder, Northern Lipids Inc,
Canada). The vesicles were passed 25 times through a polycarbonate
filter with a pore size of 100 nm at a pressure of 100 —200 psi. Fig. 2
schematizes the experimental procedure.

Liposomes (10 mM in milli-Q water) were prepared with different
concentrations of pinocembrin, cholesterol and resazurin. The Z po-
tential, size (hydrodynamic diameter) and dissolution stability were
monitored by Dynamic Light Scattering (DLS) using a Malvern Zetasizer
Nanoseries (Malvern Instruments, UK) equipment. The morphology of
the systems under study was determined by Scanning Electron
Microscopy (SEM), JEOL JSM-5900-LV (Jeol, USA). Prior to the

HO Cholesterol
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experiment, the liposomal suspension was diluted 1:200 in milli-Q
water. Gold coating, high vacuum and retro-dispersed electron detector
were used in SEM.

2.3. DSC

Differential scanning calorimetry measures the thermotropic beha-
vior of liposomes according to their content. Various investigations
have shown that the thermal profile of pure vesicles is modified when
an additive is inserted between the lipid membrane or if there is an
interaction with the polar heads of the liposome [9,19,20].

VP-DSC microcalorimeter system (Malvern, USA) was used. In the
thermal analysis, 515uL were injected into each cell. The heating-
cooling-heating cycles were recorded until identical heating traces,
indicated that equilibrium had been reached, to ensure the reversibility
of the phase transition. The temperature range was 25° to 70 °C with a
pressure of 35 psi, the scan rate was 90 °C/hour with a filtering period
of 10s. The sample and the reaction medium (milli-Q water) were de-
gassed for 15 min before being injected into the cells. To calibrate the
equipment, a baseline was obtained using milli-Q water in both cells.
The baseline was subtracted from the thermal profile of the liposomal
systems using Origin Pro 8.5 Partition Software. Thermodynamic
parameters were obtained with this program. When two or more peaks
appear, deconvolutions were done. The main transition temperature
(Tm), where the heat capacity (Cp) reaches its maximum value, cor-
responds to the phase transition from gel to liquid-crystalline. The
phase transition enthalpy (AH), normalized per mol of phospholipid, is
determined by integrating the area under the peak. AT, 5 is the tem-
perature width at half peak height, this parameter is very sensitive to
the presence of any additives. It is taken as a measure for the co-
operativity of the transition [21]. During the heating, the gel stage of
the lipids experiences a pre-transition to the “rippled” gel phase, which
occurs between 5—10 °C below the main transition, with a small en-
thalpy. This behavior has been associated with the rotation of the polar
heads or cooperative movement of the hydrocarbon chain before
melting [22]. The change in entropy at a transition temperature is
usually defined as follows in Eq. 1 [23-25]:

A S= AH/Tm (@)

2.4. Entrapment efficiency

Resazurin and pinocembrin absorb in the UV-vis spectrum.
Standard curves were measured in ethanol-water (5 % v/v), measuring
the absorbance as a function of the concentration, at 290 nm for pi-
nocembrin and at 610 nm for resazurin (Fig. 3). The amount of additive
in the liposomal formulations was determined with the equations ob-
tained, pinocembrin (Eq. 2, r = 0.9987) and resazurin (Eq. 3,

o DSPC

Resazurin Pinocembrin

Fig. 1. Chemical structures of distearoylphosphatidylcholine (DSPC), pinocembrin, cholesterol and resazurin.
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Fig. 2. Hydrophobic drug incorporation and hydrophilic drug encapsulation by thin film hydration followed by sonication and extrusion.
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Fig. 3. UV-vis absorption spectra of (a) pinocembrin (1.4-15.4 pg/mL) and (b)
resazurin (1.4-15.1 pg/mL) in ethanol-water 5 % v/v.

r = 0.9996). Cpino is the concentration of pinocembrin in pg/mL and
Cres is the concentration of resazurin in pg/mL.

A290nm = 0.0966 Cpino— 0.0035 (2)

Ag10nm = 0.0883 Cres + 0.0005 3

Incorporation efficiency (IE) refers exclusively to the load of lipo-
philic compounds inserted in the lipid bilayer and is defined as the
concentration of incorporated material over the initial concentration
used to prepare the formulation. Eq. 4 was used for the IE determina-
tion of Pinocembrin [26]:

IE (%) = [(Cpinowtal - Cpinonon incorporated)/Cpinototal]*loo (4)

Encapsulation efficiency (EE) is defined as the amount of material
captured in the aqueous center of liposomes in relation to the total
amount of material added during the preparation process. In this study,
the determination of encapsulation of Resazurin is defined by Eq. 5
[27]:

EE (%) = [Cresencapsulated/Crestolal]*l00 (5)

To determine the amount of pinocembrin and resazurin entrapped
in the liposomes, Amicon Ultra-0.5® filters were used, which are
characterized by their ability to retain molecules above a specific mo-
lecular weight. Aliquots of 500 pL of liposomal suspension are placed in
the filtration device, the sample was centrifuged at 15,000 rpm. Free
drug is recovered in the collecting tube while the liposomes with the
entrapped drugs are retained in the filter. To quantify the drugs in the
liposome, reverse spin step is used, this methodology consists in re-
constituting the concentrate to the original volume of the sample, and
the inverted filter is placed in a clean collecting tube and centrifuged for
2min at 15,000rpm to transfer the sample to the collecting tube
(UserGuideAmicon®). An aliquot is taken, dissolved in ethanol and
absorbance measured at the corresponding wavelength (Fig. 4).

2.5. Stability

After the production of each liposomal formulation, these were kept
in refrigeration at 4 °C. The size of liposomes was measured from day 1
after preparation until the appearance of a visible precipitate.

3. Results
3.1. Incorporation of Pinocembrin

Fig. 5 shows the thermal profile of the liposomes that contain pi-
nocembrin in concentrations from O to 0.49 mg/mL. The calorimetric
trace of the pure DSPC corresponds to a narrow peak due to the highly
cooperative interaction between the lipid molecules. The transition
from gel phase to liquid-crystalline phase of the pure DSPC occurs at
53.8°C, in agreement with the data reported in the literature
[23,28,29]. When pinocembrin is added, the calorimetric trace
changes, showing a strong interaction between the acyl chains of the
lipid bilayer and pinocembrin. The Tm moves to lower values, in other
words, the liquid-crystalline phase is favored; in addition, the max-
imum Cp decreases, the peak widens and deforms due to decreasing
cooperativity.
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Fig. 4. Ultrafiltration method using centrifugal filter devices for removing non-entrapped molecules in the liposomes and recovering the concentrated sample

(retained species) using a reverse spin step.
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Fig. 5. DSC heating curves of DSPC with different concentrations of pinocem-
brin, from 0 to 0.49 mg/mL.
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Fig. 6. DSC heating curves of DSPC at different concentrations of pinocembrin,
from 0.57-1.01 mg/mL.
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Fig. 7. Deconvoluted DSC heating trace of DSPC with 1.01 mg/mL of pino-
cembrin. A) DSC heating trace (solid gray line); B) Cumulative Fit Peak (solid
orange line); 1) Fit peak 1 (dashed red line); 2) Fit peak line (dotted black line);
3) Fit peak 3 (dash-dotted blue line). The adjustment of the model to the ex-
perimental data corresponds to three peaks. (For interpretation of the refer-
ences to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of
this article).

Jain & Wu [30] suggest the magnitude of the effect induced by an
additive depends on the concentration, therefore, the greater amount of
pinocembrin incorporated in the bilayer, the greater the modification of
the transition peak. From 0.57-1.01 mg/mL of pinocembrin, more than
one peak can be seen (Fig. 6), so we infer that there are species with
different concentrations of pinocembrin distributed randomly [31].
Similar behavior has been observed in other studies with lecithins
[19,20]. Since the calorimetric trace is reproduced only after three
scans the cooling and heating process, we infer that the process is re-
versible and that such domains coexist regardless of the temperature
applied to the system.

Based on the results obtained, we can assume that the regions,
where the first molecules of pinocembrin are hosted, change their hy-
drophobicity and have a lower degree of packing [32]; consequently,
addition of more molecules of the additive will be easier to incorporate
in that region, thus beginning the formation of domains, which are
continuously saturated until reaching a maximum concentration. In
previous studies, we named the point where the formation of domains
begins as the critical concentration of the additive (CCA) [33].
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Fig. 8. Schematic representation of the distribution of pino-
cembrin in the lipid bilayer. At low concentrations (0.16 to
0.36 mg/mL) pinocembrin is homogeneously distributed
among the phospholipids, the shape of the DSC trace is kept.
At concentrations of 0.46 and 0.49 mg/mL, pinocembrin be-
gins to accumulate in certain regions of the membrane, the
DSC trace is wide and asymmetric. From concentrations of
0.57 mg/mL, rich and poor domains are formed in pinocem-
brin, two or more peaks appear in the thermogram (Figs. 5 and
6).

Table 2

Stability in solution at 4 °C and Calorimetric parameters of DSPC liposomes at a concentration from O to 1.01 mg/mL of pinocembrin. The transition temperature
(Tm), transition enthalpy (AH), entropy change (AS) and temperature width at half peak height (AT »).

Pinocembrin/ mg mL™ AH/ kJ mol™! Tm/ °C ATy,2 /°C AS/ J mol™* K* Stability in solution /days
0 42,5 = 3.4 53.8 = 0.1 1.6 = 0.5 130.1 = 10.4 60
0.16 51.3 = 0.3 529 = 0.0 3.3 £ 0.4 157.4 = 0.9 23
0.24 519 = 0.9 52.7 = 0.1 3.5 £ 0.2 159.3 = 3.3 17
0.36 47.4 = 0.5 51.9 = 0.1 4.2 = 0.5 1459 = 2.0 20
0.46 46.2 = 1.0 50.3 = 0.2 5.6 + 0.2 142.84 + 3.7 12
0.49 47.7 = 0.6 48.2 = 0.1 6.5 = 0.1 148.4 = 2.3 18
0.57* Peak 1 333 = 1.9 44.6 = 0.5 16.1 = 0.3 1049 = 6.9 19
Peak 2 20.5 = 0.3 60.6 = 0.3 4.7 £ 0.0 614 = 1.1
0.66* Peak 1 33.0 = 0.6 48.8 = 0.6 10.7 = 0.8 102.5 = 2.2 21
Peak 2 11.2 £ 1.0 55.6 = 0.1 3.5 = 0.3 34.1 = 3.66
0.78* Peak 1 25.8 = 2.5 44.8 = 0.8 9.5 + 0.5 81.1 = 9.13 12
Peak 2 19.0 = 2.2 49.9 = 0.1 4.8 £ 0.2 58.8 = 8.1
1.01* Peak 1 20.3 = 0.8 41.4 = 0.1 59 + 0.2 64.5 = 2.93 7
Peak 2 185 + 1.3 46.1 = 0.1 41 = 0.1 58.0 = 4.8
Peak 3 5.6 + 0.4 48.7 = 0.0 1.9 = 0.0 174 = 1.5
* DSC heating trace with two or more peaks.
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Fig. 9. Enthalpy and entropy change of phase transition of DSPC liposomes with different concentrations of pinocembrin.

The appearance of a third peak in the DSPC calorimetric trace with
1.01 mg/mL of pinocembrin (Fig. 7) suggests that given the length of
the lipid chain, it is possible that more than two regions with different
concentrations of pinocembrin coexist, giving rise to several structures,
spherical and tubular, as shown below in Fig. 13. By adding more pi-
nocembrin, the system flocculates in less than 7 days due to the excess

of additive in the bilayer, so we can assume that the membrane is close
to saturation. Fig. 8 shows schematically the distribution of pinocem-
brin in the bilayer and the formation of domains.

Table 2 displays the thermodynamic parameters and the dissolution
stability of the DSPC liposomes with different concentrations of pino-
cembrin. The thermal profiles that presented more than one signal were
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Table 3
Size, polydispersity index (PDI) and Calorimetric parameters of DSPC liposomes containing cholesterol (CHOL), pinocembrin (PINO) and resazurin (RES).
Formulation (Molar Ratio) AH/ kJ mol? AS/ Jmol ' K! Tm /°C T1/2 /°C Size/ nm PDI
DSPC 42.5 = 3.4 130.1 = 10.4 53.8 = 0.1 1.6 = 0.5 97 £ 0 0.08 + 0.01
DSPC:CHOL (4:1) 334 = 0.1 102.9 = 3.8 51.8 = 0.1 6.8 = 0.1 91 = 10 0.15 = 0.01
DSPC: CHOL (4:2) 9.3 = 0.3 28.7 = 7.4 51.8 =+ 0.3 13.0 = 0.7 94 + 11 0.21 + 0.02
DSPC:CHOL:PINO (4:2:1) 19.1 = 3.2 59.1 = 9.5 499 = 1.9 16.1 = 1.0 86 + 1 0.14 = 0.01
DSPC:CHOL:PINO (4:1:1) 389 = 1.1 120.7 = 3.13 49.3 = 0.5 11.3 = 0.3 87 =1 0.45 = 0.02
DSPC:RES (4:1) 58.4 = 0.9 178.7 + 3.42 53.5 = 0.1 1.5 = 0.0 432 = 27 0.34 = 0.08
DSPC:PINO:RES (4:1:1) 48.6 = 0.9 149.8 + 3.43 51.6 = 0.1 2.2 = 0.0 116 = 4 0.18 = 0.00
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Fig. 10. Entropy change for liposomal systems with cholesterol and resazurin.
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Fig. 11. Overlapped heating thermograms of liposomes with pinocembrin
(PINO) and cholesterol (CHOL). (a) Pure DSPC; (b) DSPC:CHOL 4:1; (c)
DSPC:CHOL:PINO 4:1:1; (d) DSPC:CHOL 4:2; (e) DSPC:CHOL:PINO 4:2:1.

divided into two or more contributions by a deconvolution using Origin
Pro software, these are identified by an asterisk.

The value of AT, , increases with increasing concentration of pi-
nocembrin. This result can be associated with the decrease of co-
operativity [34]. When the bilayer is in the gel stage, the movement in a
fatty acid chain is transmitted to a certain extent to the adjacent chains,
and so on to several molecules that form a cooperative unit. As the
temperature increases, the conformational changes of the pure phos-
pholipid can be transmitted to a substantial part of the cooperative unit.
However, pinocembrin blocks this transmitter system, so the co-
operative movement of the chains is rapidly damped, causing the
changes in the membrane to remain relatively local rather than

Fig. 12. DSC heating trace of DSPC liposomes with pinocembrin (PINO) and
resazurin (RES). (a in black) Pure DSPC; (b in red) DSPC:RES 4:1; (c in blue)
DSPC:RES:PINO 4:1:1. (For interpretation of the references to colour in this
figure legend, the reader is referred to the web version of this article).

involving the cooperative unit as a whole [35].

After deconvoluting the calorimetric trace, it is possible to identify
which of the signals contains the highest amount of pinocembrin and
the contribution to the total thermodynamic parameters. Since the
value of AT; , is proportional to the amount of additive incorporated,
the peak with a greater AT;,» contains more pinocembrin and is more
fluid, so Tm is lower (Table 2).

Table 2 shows an increase in the enthalpy is observed, with regard
to the pure liposome, when pinocembrin is incorporated at low con-
centrations (< 0.57 mg mL™). We suggest that the guest molecules in-
teract favorably with the lipid chains, conferring tightly packed in
highly ordered crystal-like structure organization to the bilayer [36]. In
the structure of pinocembrin there is a stereogenic center; studies report
that a molecule that contains such characteristic presents structural
rigidity [37]; therefore, the presence of the flavonoid restricts the
movement of the phospholipid chains, causing them to have more hy-
drophobic interactions, requiring more energy to break them.

Subsequently, when pinocembrin begins to accumulate in certain
regions, the transition enthalpy of the domain rich in pinocembrin
decreases (peak 1), which could indicate that this region is more fluid
and that the phospholipid-phospholipid interactions, mainly de van der
Waals, have been significantly reduced. On the other hand, the en-
thalpy of the domain poor in pinocembrin (peak 2) diminishes when
increasing the amount of additive; later, the enthalpy increases, reaches
a maximum, and begins to decrease slightly (Fig. 9). This behavior is
like empty liposomes, which suggests that domains are gradually en-
riched.

Pinocembrin incorporation among acyl chains increases entropy
therefore decreases phospholipids ordering (Fig. 9), those changes
allow to host more additive molecules. When pinocembrin starts
forming clusters, entropy slightly decreases. When phase separation is
observed, entropy decreases drastically due to ordered poor and rich
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Fig. 13. Size of the liposomal systems as a function of time. The experimental points are presented linked by a straight line for a better visualization.

pinocembrin domains formation; as it is shown in Fig. 6, where a
second peak is found at pinocembrin concentration of 0.57 mg/mL.
Because pinocembrin tends to be hosted in the same region, the entropy
of peak 1, which contains more additive, gradually diminishes. In the
other hand, entropy of peak 2 falls significantly supporting the idea that
a new phase with different composition or structure is forming; con-
sequently, a third peak appears (Fig. 7).

3.2. Incorporation of cholesterol

The addition of cholesterol in the liposomal formulations plays a
very important role, the adequate amount of this steroid can modify the
fluidity, stability, encapsulation ability of lipid membranes and release
of guests [13]. The literature reports that cholesterol can increase the
hydrophobicity in the bilayer and favor the inclusion of hydrophobic
molecules [32].

By incorporating cholesterol at molar ratios of DSPC:CHOL 4:1 and
2:1, the Tm decreases, and some destabilization of the bilayer occurs,
changing the phospholipid-phospholipid interactions, so the enthalpy
and cooperativity are lower in comparison with the pure phospholipid
(Table 3). Again, the result depends on the amount of additive.

When pinocembrin and cholesterol are incorporated together,
DSPC:CHOL:PINO 4:1:1, the DSC trace presents a single peak whose AH
value decreases drastically with regard to the empty liposome (Fig. 11),
which means that the sample is mostly fluid when it contains a large
amount of additives in the bilayer. When increasing the concentration
of cholesterol, DSPC:CHOL:PINO 4:2:1, the calorimetric curve is similar
to DSPC:CHOL 4:2. Probably, because cholesterol is a more lipophilic
molecule and since the last carbons of the acyl chain are slightly dis-
ordered (C14-C18), the incorporation of pinocembrin in this region
does not significantly affect the value of the enthalpy. In addition,
cholesterol could act as a structural spacer, avoiding the presence of
domains with different concentrations within the liposome, therefore,
the two peaks in the thermogram with high concentrations of choles-
terol and pinocembrin are not observed. When both molecules are in
the membrane, we suggest that pinocembrin is localized outside of the
cooperative zone, C1-C8 [38], or it fills the empty spaces among the
phospholipid molecules and cholesterol.

Lamprou et. al. reports that cholesterol increases the order of the
phospholipids [13] so it is possible that it allows a more uniform dis-
tribution of pinocembrin in the bilayer, avoiding aggregation and fa-
voring the intermolecular forces between pinocembrin and DSPC. This

phenomenon has been observed in formulations containing DPPC/pa-
clitaxel/cholesterol, in which cholesterol favors a more condensed
system [39]. In Fig. 10, entropy decrease is observed in liposomal
systems containing cholesterol, these findings are consistent with hy-
pothesis described above.

With these results, it can be confirmed that both molecules are in-
corporated into the bilayer by inserting between the acyl chains of the
phospholipids. Probably, along the chain there is more than one mo-
lecule of the additive.

3.3. Encapsulation of Resazurin

The assembly characteristics of the liposomes allow simultaneous
entrapment of molecules with different polarities. In this research, re-
sazurin was chosen as a hydrophilic model molecule to be encapsulated
in DSPC liposomes doped with pinocembrin.

Fig. 12 shows the DSC trace of the systems containing resazurin. In
this case, the thermal profile of the main transition temperature is little
affected when the hydrophilic molecule is incorporated; however, the
endotherm of the pre-transition disappears and the enthalpy of the
main transition increases. Also, the entropy increases in liposomal
formulations with rezasurin (Fig. 10). With these observations, it is
confirmed that resazurin is unable to be incorporated between the acyl
chains of the liposome, but it can interact with the polar heads of the
phospholipids, as already observed in the literature with dequalinium
chloride with phosphatidylcholine bilayers [40].

When the liposomal formulation contains pinocembrin and re-
sazurin, the pre-transition disappears and the Tm decreases, demon-
strating that both molecules are entrapped in the liposome. On the one
hand, resazurin is housed in the aqueous center of the liposome and can
form electrostatic interactions with the polar head of the phospholipid.
On the other hand, pinocembrin is placed between the lipid chains of
the bilayer.

3.4. Stability

To determine the flocculation time of the different liposomal for-
mulations and predict their tendency to aggregate, the particle sizes of
the systems were measured from the day of preparation until the ap-
pearance of a visible precipitate. Fig. 13 shows the size of the liposomes
as a function of time.

The empty liposome has a size around 100nm that remains
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C) DSPC:PINO 0.57 mg/mL

E) DSPC:PINO 0.60 mg/mL

G) DSPC:CHOL

ZBkU FO-USAII

B) DSPC:PINO 0.46 mg/mL

D) DSPC:PINO 0.66 mg/mL

F) DSPC:PINO 0.99 mg/mL
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Fig. 14. Morphology of DSPC systems. A) DSPC; B) DSPC/Pinocembrin 0.46 mg/mL; C) DSPC/Pinocembrin 0.57; D) DSPC/Pinocembrin 0.66 mg/mL, circles enclose
fused vesicles; D) C) DSPC/Pinocembrin 0.99 mg/mL; E) DSPC/Cholesterol; F) DSPC/Resazurin, arrows point to joined vesicles.

practically constant through the days and can remain in suspension for
more than 30 days.

A slight change in size is observed when cholesterol is added, which
may be due to the space occupied by this molecule when it is inserted in
the membrane; the size of this system remains stable up to 18 days.
Some studies have reported that cholesterol is able to change the per-
meability of water in the liposome [34]. The destabilization of vesicles
in the air/water interphase has been used as a tool to study the behavior
of the membrane; if there is no permeability, there is no deformation of

the liposome surface, consequently, the liposome keeps its shape and
size for a longer time and will not tend to be aggregated [13]. However,
an excess of additive could lead to membrane saturation and decreases
liposomal stability.

DSPC:PINO (4:1) system is stable for 21 days. In this case, the size of
the liposomes increases as a function of time, probably the liposomes
fuse together forming new colloidal structures of greater size; in other
words, the membrane is rearranged by relocating individual lipid mo-
lecules between layers of adjacent lipids [39].
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The system containing resazurin (DSPC:RES 4:1) has a larger size,
close to 400 nm. If this molecule is inserted between the polar heads of
the phospholipids, it can cause a considerable increase in the diameter
of the liposome, especially if it is in the inner monolayer of the vesicle.

The system that tends to flocculate fastest is the one that contains
DSPC:CHOL:PINO (4:1:1), day 12 after its preparation, this could
happen because the formation of small liposomes requires a large
amount of energy and when incorporating two hydrophobic molecules,
a thermodynamically unfavorable packing is created. Flocculation is a
mechanism to dissipate excess surface energy that is caused by the
distorted molecular bundling. This result implies that the steric hin-
drance caused by the presence of two hydrophobic molecules in the
lipid bilayer plays an important role in the stability of the liposomes in
suspension. In this system, the liposomes do not change considerably in
size, which suggests that there is no fusion between them.

DSPC:PINO:RES (4:1:1) liposomal suspension precipitated at day
15, without a significant change in the size of the vesicle. In this sus-
pension, the formation of golden solid particles was observed, which
were attributed to the precipitation of pinocembrin. This suggests some
type of interaction between pinocembrin and resazurin that could alter
the solubility of the molecules and, therefore, the release profile.
Precipitation in liposomes has been observed in other studies that in-
corporate hydrophilic molecules, as a result, amorphous particles or
nanocrystals are formed [41].

3.5. Entrapment efficiency

With the different concentrations of pinocembrin studied, as de-
scribed in section 2.4, the incorporation efficiency was 99 %, this result
is because pinocembrin is highly hydrophobic, practically insoluble in
water and can only be incorporated into the bilayer. It is important to
note that although literature reports that the incorporation of large
amounts of lipophilic compounds in the bilayer of the liposome can lead
to low entrapment efficiencies in the final product [42], this does not
happen in the DSPC liposomes with pinocembrin, probably because the
length of the phospholipid chains allows an efficient arrangement and a
higher capture percentage; furthermore, the domain formation helps to
incorporate more additive. The presence of another molecule, such as
resazurin or cholesterol, does not interfere with the incorporation ef-
ficiency of pinocembrin.

When determining the encapsulation efficiency of resazurin, it was
found that only about 50 % of the initial amount added is found in the
nucleus. Since the prepared liposomes are SUVs, it is possible that the
space of the aqueous center limits the possibility of encapsulation of the
molecule and because of the high hydrophilicity of this molecule, a
large part remains in the solution.

3.6. Morphology

The micrographs obtained by SEM are presented in the Fig. 14. If
the morphology of the produced liposomes is compared, it is observed
that almost all the liposomes have an ovoid or tubular morphology with
some deformation.

With these images, it can be confirmed that the DSPC:PINO vesicles
are fused to form larger structures (Fig. 14D). With a higher amount of
pinocembrin, the liposomes are elongated (Fig. 14C-E), as we as ob-
served in previous studies with dimiristoylphosphatidylcholine lipo-
somes [33], where it was demonstrated that the appearance of two
signs in the calorimetric trace is due to spherical and tubular structures
with different physicochemical properties. Cholesterol, in combination
with pinocembrin, prevents deformation of the liposome surface, a to-
tally spherical structure is observed (Fig. 14G). Fig. 14H shows the
system containing resazurin, the interaction between neighboring li-
posomes (marked by arrows) is observed, indicating that the vesicles
stick (“kissing liposomes” [36]) so that the phenomenon of flocculation
could be favored; in addition, the appearance of larger populations in
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the measurements made by DLS agrees with this finding.
3.7. Conclusions

It is possible to incorporate molecules of different polarity in the
same formulation of DSPC liposomes with a high entrapment efficiency.
Both pinocembrin and cholesterol (hydrophobic molecules) have a
fluidization effect on the membrane, the greater the amount of these
additives, the greater the modification of the thermotropic behavior of
the liposome. The appearance of more than one peak in the calorimetric
trace is consistent with the explanation that the bilayer doped with a
guest molecule may consist of a range of phases that differ slightly in
their packing characteristics. The results obtained suggest that the pi-
nocembrin has a tendency to be added in regions where other molecules
have previously been hosted, this result may be due to a decrease in the
packing and entropy of the membrane that favors the incorporation of
other guests; in addition, because of the length of the hydrophobic re-
gion of the phospholipid, it could incorporate more than one pino-
cembrin molecule along the chain. On the other hand, resazurin (hy-
drophilic molecule) slightly modifies the profile of the pre-transition
phase because of its encapsulation in the aqueous center of the vesicle
and the interaction with the polar heads of the phospholipid. The
presence of cholesterol does not modify the incorporation efficiency of
pinocembrin and helps a better distribution of this molecule in the
membrane, however, it decreases the stability in an aqueous medium.
This research can provide useful information in order to formulate a
drug delivery system made with liposomal suspensions that have a high
potential to be used for the treatment of cancer and other diseases.
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1. Introduction

It has been estimated that in the year 2000 there were 171 mil-
lion people in the world with diabetes and this is projected to
increase to 366 million by 2030 [1]. Glucocorticoids (GCs) are
potent functional antagonists of insulin action that promote gluco-
neogenesis in the liver, potentially leading to increased blood glu-
cose concentrations in diabetes [2]. At tissue level, the access of
active GCs to its receptor is governed by 11phydroxy-steroid dehy-
drogenase type 1 (11BHSD1). This enzyme, which is mainly
expressed in liver and adipose tissue, catalyses the conversion of
inactive cortisone into the active hormone cortisol. Several lines
of evidence have implicated GCs and 11BHSD1 activity in the etiol-
ogy and/or maintenance of non-insulin-dependent diabetes melli-
tus (NIDDM) and metabolic syndrome. Navarrete-Vazquez et al. [3]
have been working on the synthesis of arylsulfonamido (benzo)thi-
azoles (ABTSs) as a starting point to design the non-steroidal class of
11BHSD1 inhibitor compounds shown in Table 2. After preparing a
new drug, the next step is to prepare it in a way that it is possible
to deliver the required amount of drug to the targeted site
for a required period of time, both efficiently and precisely [4].
Low solubility of ABTs could reduce their potential application
in pharmaceutical formulations. Cyclodextrins (CDs) are cyclic
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0021-9614/© 2018 Elsevier Ltd.

oligosaccharides composed of glucose units with a broad range of
pharmaceutical applications. The cavity of a CD is nonpolar,
whereas its outer surface is hydrophilic. CDs work in pharmaceuti-
cal applications by incorporating a hydrophobic drug molecule or
incorporating the hydrophobic part of a drug into its nonpolar cav-
ity. Furthermore, when CDs interact with adequately-sized mole-
cules, they can form inclusion complexes which have been found
to improve the solubility, stability, dissolution rate, and bioavail-
ability of target compounds [5]. Recently, CDs have been studied
as potential insulin and insulin analogue delivery systems, because
they have not shown adverse side effects in diabetes treatment [6-
12]. In this work we determined the thermodynamic parameters
for complex formation between some selected 11BHSD1 inhibitors
and cyclodextrins.

2. Experimental
2.1. Materials

Navarrete-Vazquez et al. synthesized all the arylsulfonamido
(benzo)thiazoles studied here, as reported in reference 3; the
nomenclature was maintained. Cyclodextrins and dimethyl sulfox-
ide (DMSO) were purchased from Aldrich. These materials were of
the highest purity available and were used without further purifica-
tion (Table 1). The properties and molecular structures of the ABTs
and chemicals used in this study are depicted in Tables 1 and 2.
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Table 1
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Notation, sources and purities of the chemicals used in this study.

Notation Chemical Name Source Purification Method  Mole Fraction Purity = Analysis Method
C13 N-(6-Ethoxy-1,3-benzothiazol-2-yl) benzenesulfonamide synthesis Recrystallization 0.999 Thermal analysis
C14 N-(6-Ethoxy-1,3-benzothiazol-2-yl)-4-methylbenzenesulfonamide synthesis Recrystallization 0.993 Thermal analysis
C15 N-(6-Ethoxy-1,3-benzothiazol-2-yl)-4-methoxybenzenesulfonamide  synthesis Recrystallization 0.997 Thermal analysis
Cc19 4-Methoxy-N-(6-nitro-1,3-benzothiazol-2-yl) benzenesulfonamide synthesis Recrystallization 0.99 Elemental Analysis
C20 4-Methyl-N-(6-nitro-1,3-benzothiazol-2-yl) benzenesulfonamide synthesis Recrystallization 0.99 Elemental Analysis
C21 4-Methoxy-N-(6-nitro-1,3-benzothiazol-2-yl) benzenesulfonamide synthesis Recrystallization 0.99 Elemental Analysis
DMSO Dimethylsufoxide Sigma-Aldrich  none 0.995° -

B-CD B-cyclodextrin Sigma-Aldrich  none 0.98° -

HP-B-CD  (2-Hydroxypropyl)-B-cyclodextrin Sigma none - -

2 As stated by suppliers.

Table 2

Molecular structures and properties of the arylsulfonamido (benzo)thiazoles used in this work. Data from reference 3.

Notation Structure Molar Mass/(g-mol ") Melting Point/(°C)*
Cc13 N 2 334 270.0-271.0
\ H @
N——S8
/\O s !
C14 N ? 348 228.4-230.3
\> ol < >
N—S§
/\o s M
C15 N, ﬁ 364° 220.3-222.2
\>7H84@70\
/\o s !
Cc19 N o 335 241.5-248.9
s nl
[
ON s o
C20 N o 349 178.1-179.6
\>7H “4@7
N——5
O,N s o
C21 N 9 365 187.1-189.3
N o
N
S

N o

@ Datum corrected from original paper, reference 3.

Solutions were prepared by weight (Mettler AT250, with an
accuracy of +0.0002 g) using distilled and deionized water (Barn-
stead Nanopure Infinity, with a resistivity of 18 MQ-cm) taking
into account the hydration of the CD. The water content (weight
per cent) of the samples was determined by the Karl-Fisher
method (701 KF Titrino, Metrohm, Swiss) using Hydranal Compos-
ite 5 reagent from Sigma-Aldrich and obtaining the following
values: B-cyclodextrin (8.6+0.31) H,O denoted by B-CD;
hydroxypropyl-B-cyclodextrin  (4.49+0.21) H,O0 (MS=1.19,
MW = 1540 g-mol™!) denoted by HP-B-CD-MS. MS denotes molecu-
lar substitution and it refers to the number of OH groups substi-
tuted in one glucopyranose unit. In every case the MS was
estimated by Aldrich.

2.2. Apparatus and procedure

All the experiments were performed at atmospheric pressure at
(777.1 £0.5)hPa and at T=(298.118 +£0.004) K. The calorimetric
measurements were carried out by means of a thermal activity
monitor (TAM) (Thermometric, Sweden) equipped with a 2201-
high performance ampoule calorimeter unit with a 4 mL micro
reaction system and a Lund syringe pump with control box. Prior
to the start and at the end of each experiment, an electric calibra-
tion of the calorimetric unit was carried out in order to adjust the
power sensor in the cells. This calorimeter uses the differential

configuration in which one of the cells acts as a reference and
the other as a reaction cell [13]. Of the series of drugs with antidi-
abetic properties synthesized by Navarrete-Vazquez et al., none
presented minimum solubility in pure water in order to get a solu-
tion with a concentration of at least 2.5 mM; with this concentra-
tion, a measurable calorimetric answer is guaranteed and,
therefore, solutions of cyclodextrin and drugs were prepared using
a standard solution of DMSO-water 80% w/w; the concentration of
ABTs ranged between 2.88 and 4.50 mmol kg™!, cyclodextrin con-
centrations were at least seven times greater than that of the drug.
In the experiments, 30 to 50 titrations with an addition volume of
(50 or 30) puL of CD were performed, to inject a total volume of
1500 puL. The injectors as well as the collection of titration data
were controlled by a computer. The sample cell contained approx-
imately 2 mL of the studied ABT and the reference has the same
amount of DMSO-water solution. In order to determine ABT’s dilu-
tion heat, an experiment was carried out separately. The CDs’ dilu-
tion heat in this type of experiments is negligible [14]; in addition,
in some studies it is concluded that DMSO does not form inclusion
complexes with CDs [15]. Therefore, in this study, only the encap-
sulation of antidiabetic drugs is considered.

Of the commercially available cyclodextrins, p-CD was chosen
to test ABT encapsulation, because it has an intermediate cavity
size, (0.6-0.65) nm, it has proven efficient drug complexation, min-
imal side effects, and low cost. Furthermore, very little absorption
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(1-2%) and almost no metabolism in the upper intestinal tract after
oral administration makes it probably the most studied CD in
humans, [16,17] as a pharmaceutical formulation, even though it
has the least solubility from native cyclodextrins and, therefore,
HP-B-CD, whose water solubility is much greater than native
cyclodextrin’s, was tested as well.

2.3. Mathematical model

Experimental data were treated with the mathematical model
reported by Eftink and Biltonen [18], as described in detail in pre-
vious works [14,19] using Digitam 4.1 software from Thermomet-
ric to calculate the equilibrium constants and enthalpies for the
complex formation. An example of the fitting is given below.

The process for 1:1 complex formation can be denoted as
follows:

F+CD=F-CD (1)

where F corresponds to the Drug, F-CD denotes the complex formed
by the inclusion of F into CD, and CD to the employed cyclodextrin.
The equilibrium constant of reaction is:
[F — CD]
K="—1-— (2)
[F][CD]

The enthalpy of formation of the complex, AH*, that can be
expressed as a function of the actual molality of the guest mole-
cule, mg, of the standard molar enthalpy of association, AH°, and
the equilibrium constant, K, as follows in a linear form:

Mmep o 1 1
AH+ — AH° T AH°Km; 3)
Once AH and equilibrium constant (K) values were obtained,

the Gibbs energy, AG°, and the change of entropy, TAS®, for the
inclusion process were calculated from Egs. (4) and (5).

AG® = AH®° — TAS (4)
AG® = —RTInK (5)
Table 3

3. Results and discussion

Adjusting the mathematical model to the experimental data
suggests a 1:1 stoichiometry. In the case of the C14 drug with B-
CD, the results seem to show the formation of the F-CD, complex
as well; but, it was no possible to confirm it given the adjustment’s
uncertainty (data are not displayed).

Table 3 shows the thermodynamic parameters obtained from
the formation of inclusion complexes between ABTs and B-CD;
whereas in Table 4, the ones from complex formation with HP-B-
CD are presented.

Gibbs free energy has two contributions, an enthalpic and an
entropic one; in a spontaneous reaction, at constant pressure and
temperature, AG must have a negative value. This process is
favoured by an exothermic reaction and a positive TAS value.
Gibbs Energy negative values shown in Tables 3 and 4 mean that
the encapsulation process of ABTs with B-CD and HP-B-CD is spon-
taneous. The only complex with negative enthalpy values is C13
with B-CD. In this case, entropy change is very close to zero, so
the complexation reaction follows enthalpy, because it is an
exothermic process. For the rest of the complexes, enthalpy values
are positive; therefore, it can be asserted that the thermodynamic
reaction is guided by entropy.

The most important contributions in the formation of F-CD
complexes are due to: (1) hydrophobic effect, which consists in
the desolvation of the host molecule, the penetration of ABT's
hydrophobic part inside the cyclodextrin cavity, water molecule
movement from inside the CD into the bulk; [20,21] (2) the forma-
tion and rupture of hydrogen bond, electrostatic interactions, from
Van Der Walls and hydrophobic; (3) steric hindrance; and (4)
cyclodextrin stabilization by the host molecule [22].

The structure analysis of the molecules allows explaining the
dependency of the obtained thermodynamic parameter values
with the above mentioned contributions.

For study purposes, classifying ABTs is possible according to
their prevailing functional groups: benzothiazole (a) and benzesul-
fonamide (b) (Fig. 1). Considering the functional groups that are

Thermodynamic parameters equilibrium constant (K), Enthalpy change (AH°), Entropy change (TAS°) and Gibbs free energy change (AG®) of the inclusion complex formation
between arylsulfonamido (benzo)thiazoles (ABT) and B-cyclodextrin at atmospheric pressure p = (777.1) hPa and temperature T = (298.118) K. Solutions of cyclodextrin and drugs
were prepared using a standard solution of dimethyl sulfoxide (DMSO) 80.03% in water(w/w).*

ABT Structure

K/(kg-mol 1)

AH°/(k]-mol 1) AG°/(kJ-mol~1) TAS?/(kJ-mol 1)

C13 N\ ﬁ
D0

C14 N 9 66 £5
O
P s H

13010

C15 N ‘
/\/@i\} . C ™~

Cc19 N Q 19+1
JO W,
N s ‘
C20 N\ — 151
H
L ID—=0
ON
C21 N\ 2 — 50+3
D=0~
ON s

53 4"

-104+05 -9.9+0.2 -06+0.3
203 +09 -10.4+0.2 30.7+0.8
46+0.2 -12.1+£0.2 16.6 £ 0.00
272+1.6 —-7.3+0.2 34514
36.7+3.0 -6.7+0.2 434+28
17.3+0.7 -9.7+0.1 26.9+0.5

Bold values correspond to the highest and lowest values of the equilibrium constant of the studied complexes.

¢ Standard uncertainties u are u(T) = £0.004 K, u (p) = 0.5 hPa, u(%DMSO) = +0.01%.

b The reported uncertainties are standard uncertainties.
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Table 4

Thermodynamic parameters equilibrium constant (K), Enthalpy change (AH°), Entropy change (TAS°) and Gibbs free energy change (AG®) of the inclusion complex formation
between arylsulfonamido (benzo)thiazoles (ABT) and hydroxypropyl-p-cyclodextrin at atmospheric pressure p =(777.10) hPa and temperatura T =(298.118) K. Solutions of
cyclodextrin and drugs were prepared using a standard aqueous solution of dimethyl sulfoxide (DMSO) 80.03% (w/w).*

ABT Structure K/(kg-mol ™) AHe[(k]-mol 1) AGe°/(k]-mol 1) TAS°/(kJ-mol~")
C13 N ﬁ 62+4° 3.7+0.2 —-10.2+0.2 13.9+0.2
/@E \>7n84@
/\O s cl
C14 N ﬁ 131 294125 —-6.4%0.2 359123
joess
/\o s o‘
C15 N 2 29+3 12.7+09 —-8.4+02 21.1+0.7
OO
N—=5 O\
/\o N ‘c‘)
Cc19 N 0 31+£2 18.8+0.8 -8.5+0.1 27.3+0.7
\>7“ s@
ON s o
C20 N o 211 15.7+£0.7 -7.5%0.1 23.2+0.6
\>7n34@7
ON s o
C21 174+17 63103 -12.8+0.2 19.1+0.1

N o
AN niU o
‘ N

Bold values correspond to the highest and lowest values of the equilibrium constant of the studied complexes.

@ Standard uncertainties u are u(T) = +0.004 K, u (p) = +0.5 hPa, u(%DMSO) = +0.01%.

> The reported uncertainties are standard uncertainties.

a b
N 0
\ I
H2N—S| R,
Ry S o
R,=NO,, OCH,CHj R,=H, CH,, OCH,

Fig. 1. Main functional groups that compose ABTSs.

placed in position Ry, we can classify ABTs as nitrated and ethoxy-
lated compounds.

Various investigations have reported complexation between -
CD with sulfonamide derivatives and phenylthiazole derivatives
[23-26]. M. Warners suggests that the phenyl group as well as ben-
zothiazole can penetrate the cyclodextrin cavity [24], so it is feasi-
ble to assume that ABT encapsulation can occur on both sides of
the molecule and that 1:2 complex formation is probable. How-
ever, this study proved that only 1:1 stoichiometry is favored in
the same compound family without determining which functional
group preferentially penetrates the cyclodextrin cavity.

Some studies have proven a particular tendency of the mole-
cules containing sulfur to penetrate the hydrophobic cavity
[25,26] Since the length of the benzothiazole group is greater than
that of the phenyl group in benzesulfonamide, and both are
hydrophobic, the inclusion complex would seem to form prefer-
ably among the benzothiazole group and cyclodextrin; neverthe-
less, when R; substituent is kept steady while R, substituent is
modified, the thermodynamic parameters change and indicate
the probable penetration of benzesulfonamide’s phenyl group.

In Fig. 2, enthalpy and entropy values of ethoxylated molecules
(C13, C14, and C15) are displayed, in which R; substituents, encap-
sulated in B-CD and HP-B-CD, change. In these complexes, if one
hydrogen is exchanged for a methyl group or a methoxyl, enthalpy
increases; this is the expected result, considering that, in the bulk-
ier substituents, the solvation sphere is greater and more energy

will be required to achieve drug desolvation to form the complex,
i.e. the participation of the hydrophobic effect is important in the
encapsulation process with increased enthalpy. Nevertheless, this
increase is minor when the proton is substituted by an OCHs; this
functional group could block one of the CD’s rim, increasing the
value of the equilibrium constant, as observed in the results for
native cyclodextrin (Table 3); this phenomenon is known as “cap-
ping effect”. HP-B-CD-ABT interactions are weaker due to steric
hindrance, whereas hydrogen and methyl can deeply penetrate
the cyclodextrin cavity and bring on more hydrophobic interac-
tions; the methoxyl volume may interfere in the encapsulation
process.

If we consider the entropy values, we can observe the same
behaviour: when the substituent volume increases, entropy
increases and the maximum value with the methyl group is
obtained, which suggests that this functional group is the most
appropriate for the cyclodextrin cavity size, moving a greater num-
ber of water molecules to the bulk and forming a stable complex.
With this result, we confirm that the C15 drug anchors itself to
the cyclodextrin cavity through the methoxyl group in benzesul-
fonamide, thus preventing complete dehydration of the cavity.

Fig. 3 shows in graphic format the thermodynamic parameters
of the C19, C20, and C21 complex formation with native and mod-
ified cyclodextrin. These molecules are nitrated in position R1 and
position R2 is occupied by a hydrogen, methyl or methoxyl.

Nitrated molecules display different behaviour than that pre-
sented by ethoxylated molecules. The encapsulation of amino-
nitrobenzothiazole in B-CD studied by Swaminathan [27] reveals
the presence of the nitro group inside the cavity. The structural
similarity with encapsulated ABTs in this research leads us to
believe that, in this case, it is benzothiazole that forms the com-
plex; moreover, the formation of intermolecular hydrogen bonds
is possible.

On one hand, with native cyclodextrin, when the proton is
exchanged for methyl, the complexation reaction is more
endothermic, i.e. interactions between the solvent with the host
and CD are stronger. However, when hydrogen changes to
methoxyl, enthalpy decreases; in this case, because the results
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Fig. 2. Thermodynamic parameters AH° and TAS° of ethoxylated molecules with 8-CD and HP-B-CD. R, = H, CHs, OCHs. AH® B-CD (blue), TAS® B-CD (red), AH® HP-B-CD

(green), TAS® HP-B-CD (purple).

NITRATED COMPOUNDS
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Fig. 3. Thermodynamic parameters AH° and TAS® of nitrated molecules with 8-CD and HP-B-CD. R2 = H, CH3, OCH3. AH° B-CD (blue), TAS® B-CD (red), AH® HP-B-CD (green),

TAS°® HP-B-CD (purple).

are different from the ethoxylated molecules, we can assume that,
besides benzesulfonamide, benzothiazole interacts with the cavity
as well.

If we observe the entropy values, it decreases as substituents
become bulkier, which means that they move a lesser amount of
water molecules to the bulk. Also, the presence of a polar sub-
stituent, such as the nitro group, could decrease complexation
hydrophobicity, resulting in entropy decrease [28]. On the other
hand, with the modified cyclodextrin, the contribution of steric
hindrance to thermodynamic parameters is more evident and
therefore the C21-HP-B-CD complex has the least AH and the least
entropy.

Molecules forming more stable complexes are C15 with B-CD,
and C21 with HP-B-CD, respectively, because they have greater
equilibrium constant and more negative AG values. This result
may interact with the chemical structure of the molecule. Due to
the capping effect from nitro or methoxi group, the molecule
remains locked inside the cavity as reflected by the higher associ-
ation constant value, as observed in the studies of Warner et al. On
the contrary, complex formation between C20 drugs with native
cyclodextrin and C14 with the modified one are the least favoured;
in this case, both ABTs have the methyl group as R, substituent,

which may pass freely through the cavity forming weak links that
result in a minor equilibrium constant.

Since ABTs have very low solubility in water, it was necessary to
use a high concentration of DMSO (80%) to achieve an effective sol-
vation of these molecules. It is well known that DMSO displays the
capacity to form hydrogen bonds with water molecules and with
—OH groups from cyclodextrins, in addition to strong hydrophobic
interactions with non-polar molecules [29-31]. So, it is logical to
assume that ABTs will have a high affinity for the co-solvent, which
will directly impact the complexation energy. Thereby, the effect of
desolvation requires more energy (increase in the endothermic
contribution), such as it was observed in this research.

4. Conclusion

ABTs form inclusion complexes with B-Cd and HP-B-CD. The
process is spontaneous at 298 K; the most important contribution
is entropy. ABTs did not show a preference for any of the two main
functional groups to form inclusion complexes with 8-CD or HP-B-
CD. Benzesulfonamide’s phenyl group as well as benzothiazole can
penetrate cyclodextrin’s hydrophobic cavity (Fig. 4), depending on
the molecule’s substituent.
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Fig. 4. Schematic diagram of the inclusion complex (1:1) of ABTs with CD.

The most stable complexes have methoxide and nitro sub-
stituents whose possibility of being anchored to one of cyclodex-
trin’s rim favors host interactions and, because of their size, they
fit better in the cavity. Desolvation of the host and interactions
between the OH of the cyclodextrin and ABTs molecules, by hydro-
gen bond, can take place and contribute to stabilize this complexes.
The steric hindrance with too bulky substituents can limit
encapsulation.

These results prove that cyclodextrins can be used as viable
molecular carriers for new drugs with low solubility antidiabetic
properties. Further studies on the biological activity of formed
complexes must still be done.
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