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1. INTRODUCCION

1.1Inflamacion

El término inflamacion cubre una compleja serie de respuestas de reparacion y
proteccion a lesiones de tejidos, ya sean causadas por infeccidn o lesiones mecanicas.
Se puede decir que es un proceso tisular constituido por una serie de fenbmenos
moleculares, celulares y vasculares de finalidad defensiva frente a agresiones fisicas,
quimicas o biologicas. Por lo tanto, la inflamacion se determina como un conjunto de
dafios exdgenas o endogenas al actuar sobre el tejido vascularizado produciendo una
reaccion compleja derivada del acido araquidonico en las membranas lipidicas de las
células. Los aspectos basicos que destacan en el proceso inflamatorio son, en primer
lugar, la focalizacion de la respuesta, que tiende a circunscribir la zona de lucha contra el
agente agresor. En segundo lugar, que la respuesta inflamatoria es inmediata, de
urgencia y por tanto, preponderantemente inespecifica, aunque puede favorecer el
desarrollo posterior de una respuesta especifica. En tercer lugar, que el foco inflamatorio
atrae a las células inmunes de los tejidos cercanos (Delgado et al, 2004).

De forma esquematica, en la inflamacidén se pueden diferenciar en cinco etapas:

1.- Liberacion de mediadores. Son moléculas la mayor parte de ellas, de estructura
elemental que son liberadas o sintetizadas por los mastocitos bajo la accion de

determinados estimulos, por ejemplo, la histamina y el 6xido nitrico.

2.- Efecto de los mediadores. Una vez liberadas, estas moléculas producen alteraciones
vasculares y efectos quimiotacticos que favorecen la llegada de moléculas y células

inmunes al foco inflamatorio.

3.- Llegada de moléculas y células inmunes al foco inflamatorio. Proceden en su mayor

parte de la sangre, pero también de las zonas circundantes al foco.
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4 .- Regulacién del proceso inflamatorio. Como la mayor parte de las respuestas inmunes,
el fendbmeno inflamatorio también integra una serie de mecanismos inhibidores tendentes

a finalizar o equilibrar el proceso.

5.- Reparacién. Fase constituida por fenbmenos que van a determinar la reparacioén total o

parcial de los tejidos dafados por el agente agresor o por la propia respuesta inflamatoria.

Cuando un tejido es dafado, sus células liberan histamina que produce la
dilatacion de los vasos sanguineos y, por consiguiente, el aporte de grandes cantidades
de sangre hacia el area afectada. Ademas, los tejidos inflamados liberan liquido
intracelular conocido como exudado inflamatorio, que puede acumularse infiltrando los
tejidos y dificultando o imposibilitando el funcionamiento del 6rgano o de la region
afectada (Delgado et al, 2004).

Esta inflamacidén puede ser aguda cuando presenta un periodo de hinchazén, dolor
e incapacidad crecientes, que luego disminuyen en poco tiempo o cronica cuando se
prolongan durante meses o afos, presentando periodos de mayor o menor intensidad, de
acuerdo con factores como la humedad, la dieta o el estado del propio sistema
inmunitario. La gravedad, la duracion y las caracteristicas peculiares de cada respuesta
inflamatoria dependen del area afectada, de su estado previo y de la causa que la
provoca. La inflamacibn aguda estd asociada a muchos padecimientos como la
osteoartritis, infecciones del ojo, colitis, infecciones del oido y procesos quirurgicos entre

otros (Gomez et al, 2011).

1.1.1 Cascada del acido araquidonico

Como ya se ha mencionado la inflamacién es un proceso que se inicia en las
membranas lipidicas debido a un estimulo. Los lipidos tienen derivados como los
autacoides. Se han identificado 2 familias de autocoides, derivados de los fosfolipidos de
la membrana: los eicosanoides, formados a partir de algunos acidos grasos
poliinsaturados, en particular el  acido araquidénico, (que incluyen prostaglandinas,
prostaciclinas, tromboxanos y leucotrienos) y los fosfolipidos modificados representados
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por el factor activador de plaquetas (PAF) (Delgado et al 2004). A esta derivacion de

sustancias se le conoce como cascada de acido araquidonico.

El 4cido araquiddnico (AA) llamado acido 5, 8, 11, 14-eicosatetranoico es un derivado
del acido linoleico, acido graso esencial, con muchos enlaces dobles, que se encuentra
normalmente esterificado en forma de fosfolipido en las membranas celulares. El AA se
libera por accion de las fosfolipasas celulares, a partir de cualquier célula activada
(plaquetas), estresada o a punto de morir por necrosis. Una vez liberado, el AA puede
metabolizarse por dos vias: (Figura 1)

« Las ciclooxigenasas (la forma constitutiva COX-1 y la inducible COX-2) generan
intermediarios que, después de ser procesados por enzimas especificas, producen
las prostaglandinas (PGD2 producido por mastocitos, PGE, por macréfagos y
células endoteliales, entre otros) y los tromboxanos (TXAg, el principal metabolito
del AA generado por las plaquetas); el endotelio vascular carece de tromboxano
sintetasa, pero posee una prostaciclina sintetasa, y por tanto genera prostaciclina
(PGIy);

« Las lipooxigenasas generan intermediarios de los leucotrienos y las lipoxinas.

Los derivados del acido araquidonico (también denominados eicosanoides) sirven
como sefales intra o extracelulares en una gran variedad de procesos biolégicos, entre

ellos la inflamacion y la homeostasis. Sus efectos principales son:

-Prostaglandinas: PGE;, PGIl,, PGD, producen vasodilatacion, fiebre y dolor.
-Tromboxanos (TXA;): producen agregacion plaquetaria y vasoconstriccion.
-Leucotrienos LTC4, LTD2 y LTE4: producen vasoconstriccion, aumento de la
permeabilidad y broncoespasmos.

-Leucotrieno B4: promueve adherencia leucocitaria y quimiotaxis.
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Fosfolipidos de la membrana
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Lipooxigenasa
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1.1.2 Células y moléculas que participan en el proceso inflamatorio.

Para entender mejor el proceso inflamatorio y su complejidad es primordial conocer

aquellas células y moléculas que se involucran en el proceso inflamatorio. Se han

mencionado brevemente y a continuacién se explican con mayor detalle.

Existen dos tipos de células, las que se encuentran de manera permanente en los

tejidos, como son los mastocitos y las células endoteliales, y otras que pueden migrar y

acceder al sitio afectado desde la sangre, como lo son los neutrofilos polimorfonucleares,

monocitos, macrofagos y linfocitos. Estas células producen una gran cantidad de

moléculas activas, que de manera directa o indirecta, son mediadores del proceso

inflamatorio (Gomez et al, 2011).
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Junto a las células de la inflamacién se ha ido conociendo, cada vez mas, un
amplio numero de moléculas, moléculas de la inflamacion, producidas en gran medida por
las propias células inflamatorias, pudiendo alguna de ellas activar la produccion de otras.
Estas son responsables del atrapamiento y activacion celular, asi como de las
manifestaciones locales y generales de la inflamacion, tal como malestar, fiebre, e
hipotensidn; estas moléculas son conocidas como eicosanoides (Espinés et al, 2012).

Prostaglandinas (PGs). Son las moléculas mas abundantes, encontrandose en
todos los tejidos y fluidos del organismo. Su produccion esta desencadenada por una
gran variedad de estimulos. Se sintetizan a partir del acido araquidénico por la accion de
diferentes enzimas como las ciclooxigenasas (COXs). La via por la cual el acido
araquidoénico se metaboliza a eicosanoides depende del tejido, del estimulo y de la

presencia de inductores o inhibidores endodgenos y farmacolédgicos (Espinos et al, 2012).

La molécula base de las prostaglandinas es un acido graso de 20 atomos de
carbono unido a un anillo de ciclopentano. El acido graso, que se encuentra formando
parte de los fosfolipidos de la membrana celular fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina
puede tener 2, 3 o 5 dobles enlaces, de los que derivan respectivamente los compuestos
eicosatrienoico PG4, eicosatetraenoico PG, y icosapentaenoico PGs;. El sufijo 1, 2, 3
indica el numero de dobles enlaces. Saber que las PGs constituyen solo una parte de los
productos fisioldgicamente activos del metabolismo del acido araquidonico, permitié el
descubrimiento del tromboxano A; (TXAz), de la prostaciclina (PGl;) y de los leucotrienos
(Gomez et al, 2011; figura 2).
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Figura 2: Estructuras de las Prostaglandinas
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Son muchos los estimulos de activacion de la fosfolipasa A;; fisicos, quimicos,
hormonales y neurohormonales. Al interactuar con los receptores en la membrana
plasmatica, estos se acoplan con las proteinas reguladoras de unién, como la proteina G.
El resultado es la activacion de fosfolipasas o incremento de las concentraciones de i6n
calcio (Ca*z) intracelular que culmina con la activaciéon de las fosfolipasas. Se piensa que
estimulos fisicos facilitan la penetracién de Ca*? en la célula que activa a la fosfolipasa A;
(PLA>), la cual hidroliza el enlace éster de los fosfolipidos de membrana con la liberacion
de acido araquidonico, que es metabolizado rapidamente hasta obtener productos
oxigenados, por accion de las COX, algunas lipooxigenasas (LOX) o citocromo P450 (cyp
450) y produccién de PGs, TXs y/o LTs (Figura 3). Del Acido Araquidénico (AA), por
accion de la ciclooxigenasa derivan las prostaglandinas, [por accion primero de la
ciclooxigenasa (COX) y después de la tromboxanosintetasa A, (TxAy)], por accién de la 5-
lipooxigensa (5-LPO) los leucotrienos y por accion de la enzima acetiltransferasa el factor
activador de las plaquetas (PAF). El diferente perfil metabodlico derivado del AA depende

de la maquinaria bioquimica de cada grupo celular (Espinés et al, 2012).
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La COX es una proteina integrante de las membranas microsomales y de la
membrana nuclear. La sintesis de las prostaglandinas, dependiendo del tipo de célula,
puede ser explosiva pero de corta duracién, o menos intensa pero de mayor duracion.
Esta diferencia de comportamiento depende del tiempo de accion de la actividad de la
enzima y muy especialmente de la capacidad de resintesis de la misma.

La COX favorece la oxidacion del AA con la formacién de un endoperéxido ciclico,
el PGG,, del que deriva el otro endoperoxido, el PGH,. Este, por accién de la
protaciclinsintetasa, pasa a prostaciclina PGl;, que es un poderoso antiagregante y
vasodilatador. Por accion de la tromboxanosintetasa pasa a TxA;, que es un poderoso
agregante plaquetario y vasoconstrictor. Finalmente, la PGH, por la accién de la
PGDsintetasa, PGEsintetasa y PGFsintetasa da origen a las prostaglandinas PGE;, PGD>
y PGF; (Espinos et al, 2012).

En el 2002 el grupo del Dr. Simmons de la Brigham Young University (Provo-Utah-
E.U.) realizando un estudio en busqueda de un analgésico menos téxico en caninos,
descubrié accidentalmente tres nuevas isoformas de la enzima COX que derivan de la
COX-1, denominadas Ciclooxigenasas parciales 1a (PCOX-1a), 1b (PCOX-1b) y la
Ciclooxigenasa-3 (COX-3). La COX-3 posee capacidad de realizar glicosilacion similar a
la realizada por la COX-1 y COX-2, es decir, tiene la capacidad de sintetizar PGs a partir
del AA; las PCOX no poseen esta capacidad y hasta el momento no se ha postulado
funcion alguna para estas. Las PGs sintetizadas por cada una de las isoformas difieren
estructuralmente entre si y de persona a persona. La COX-3 cuenta dentro de sus
propiedades la de ser constitutiva como la COX-1 y no inducida como la COX-2,
igualmente su concentracion es inversa a la concentracion de peroxidos en los tejidos
(Pradilla,O. 2004).

El papel de las COX-3 se desarrolla a nivel central involucrando mecanismos tanto
encefalicos como medulares; las teorias divergen en este punto: Chandrasekarhan
postula a las PGs COX-3 como las responsables directas de la produccién central del
dolor. Por otra parte Warner, entre otros autores, postulan la presencia de unas
variantes de la COX-2 que llaman COX-2 (inducida) y COX-2b (constitutiva), esta ultima

expresandose en mayor concentracion a nivel encefalico, y que seria en conjunto con la

8
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COX-3 las causantes del dolor a nivel central. No esta claro como las PGs COX-3
participan en la instauracion del dolor a nivel central, pero si que la inhibicién de la COX-3

produce analgesia a nivel central.

Leucotrienos. Son productos derivados de la via 5-lipoxigenasa del metabolismo
del acido araquiddnico. La sintesis de los leucotrienos, a partir del acido araquiddnico, se
inicia por la via 5-lipoxigenasa en conjunto con su proteina activadora. Aunque la proteina
activadora de la 5-lipoxigenasa (FLAP) no tiene actividad enzimatica, incrementa la
funcidén de la 5-lipoxigenasa para interactuar con su sustrato. La capacidad de generar
grandes cantidades de leucotrienos a partir de araquidonatos se debe, principalmente, a
la funcion de los leucocitos. (Espinos et al, 2012).

Se han caracterizado dos grupos mayores de leucotrienos, los sulfidopépticos o
cisteinil-leucotrienos representados por LTCy4, LTD4, LTE4 y el grupo LTB4, con actividad
quimiotactica, especialmente para los neutréfilos que tienen mas de 25.000 receptores
especificos La 5-LPO, que no se encuentra en todas las células del organismo, es para
los leucotrienos lo mismo que la ciclooxigenasa para las prostaglandinas. Introduce un
oxigeno en la posicion C5 del AA formandose el 5-hidroxi-peroxi-eicosatetrainoico (5-
HPETE). Este, por peroxidacion enzimatica o no, pasa a 5-hidroxieicosa-tetraenoico (5-
HETE) o leucotrieno A4 (LTA4), del que derivan el LTB4 y los cisteinil-leucotrienos LTC,
LTD4, LTE4. Los cisteinil-leucotrienos tienen accion vasoconstrictora, favorecen la
permeabilidad vascular y la formacién de edema, pero principalmente desencadenan
broncoconstriccion. El LTB4 atrae a los neutréfilos y favorece su degranulacion (Espinds
et al, 2012).

Factor Activador de Plaquetas (PAF). Es una molécula de elevada potencia
inflamatoria. Se genera por la accién de la enzima acetilhidrolasa al actuar sobre el AA.
Los complejos antigeno anticuerpo, actuando sobre neutroéfilos, eosindfilos, macrofagos,
células endoteliales estimulan la formacién de PAF. Las células endoteliales expresan
PAF por accion de la histamina y la trombina. El PAF es un poderoso agregante de las
plaquetas a las que activa; aumenta la contractilidad de la musculatura lisa con
broncoconstriccion y produce edema y aumento de la permeabilidad. EI PAF es
degradado rapidamente por la enzima acetilhidrolasa. Si esto no fuese asi, por su gran

9
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poder proinflamatorio, las consecuencias serian funestas para el organismo (Espinos et
al, 2012).

Citocinas. Son péptidos o glicoproteinas de bajo peso molecular, que se producen
de novo en los primeros segundos de la activacion celular. Tienen una vida media muy
limitada, actuan localmente y so6lo estimulan a células con receptores especificos. Son
producidas por una gran diversidad de tipos celulares y ejercen su funcidén principalmente
en forma autocrina (sobre la célula que las sintetizd, o paracrina, estimulando células
adyacentes). Muy pocas actuan a distancia como el TGF y el factor estimulante de
colonias de monocitos (M-CSF), pero otras pueden hacerlo cuando su produccion se
eleva. Ademas de modular la respuesta inmune, participan en la embriogénesis, la
hematopoyesis, la angiogénesis, la cicatrizacion, el crecimiento y en la interrelacion del
eje neuroinmuno- endocrino, entre otras actividades. Generalmente las citocinas pueden
ser clasificadas como pro-inflamatorias (Th1) o anti-inflamatorias (Th2) dependiendo de la
via en la que participen en la inflamacién (Barros et al, 2011).

Entre las consideradas pro-inflamatorias, tenemos a las interleucinas (IL-1, IL-2, IL-
6, IL-7 y FNT (factor de necrosis tumoral). Las anti-inflamatorias son IL-4, IL- 10, IL-13 y
FTCPB (factor transformador de crecimiento ). Las citocinas son mediadores necesarios
para conducir la respuesta inflamatoria hacia las regiones de infeccion y lesion,
favoreciendo la cicatrizacion apropiada de la herida o lesién. Pero la produccién
exagerada de citocinas pro-inflamatorias a partir de la lesibn puede manifestarse
sistétmicamente con una inestabilidad hemodinamica o con disturbios metabdlicos.
Después de las lesiones o de las infecciones graves, la respuesta exacerbada y
persistente de citocinas Th1 puede contribuir con las lesiones en el 6rgano objetivo,
conllevando al fracaso multiorganico y por ende, a la muerte. Las citocinas Th2 pueden

minimizar algunos de esos efectos indeseados (Barros et al, 2011).

Las citocinas se unen a receptores especificos y su expresion requiere la
activacion celular. Estan constituidas por cadenas polipeptidicas formando heterodimeros
(IL-1, IL-4, IL-5, IL-6, IL-12), homodimeros y otros heterotrimeros (IL-2, IL-3, IL-13). Es
de gran interés que existan en el torrente circulatorio, receptores solubles con capacidad

de unidn a la citocina correspondiente, impidiendo, de este modo, que ésta actue sobre su
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receptor. Estos receptores libres son la parte extracelular del receptor de membrana y se
liberan por proteolisis (Espinds et al, 2012).

Por otra parte, es importante resaltar que el estrés oxidativo esta intimamente
relacionado con muchos padecimientos debido a un desequilibrio rédox, en el cual la
produccion de especies reactivas supera los mecanismos de defensa antioxidante y todos
los elementos pro oxidativos que no se neutralizan, ya sean derivados del nitrégeno o del
oxigeno, pueden atacar directamente las biomoléculas esenciales, y si éstas no se
reparan con la misma velocidad, se produce dafio celular, ademas de que su expresion
puede llevar a la formacion de una gran cantidad de elementos bioactivos como citocinas,
proteasas y lipidos. Entre las especies reactivas que se producen en el higado estan los
radicales libres, los peroxidos, como el peréxido de hidrogeno e hidroperoxidos de
distintas biomoléculas; los aniones, como el peroxido de nitrito y el hipoclorito, producido
por células fagociticas. (Videla L et al, 2003).

Especies reactivas de oxigeno (EROS/ROS). Son un conjunto de moléculas
reactivas producidas en algunos procesos metabdlicos en los que participa el oxigeno. Las
ROS son moléculas muy reactivas entre las que se encuentran los iones de oxigeno, los
radicales libres y los perdxidos. Su gran reactividad se debe a que poseen electrones
desapareados que les hace reaccionar con otras moléculas organicas en procesos de oxido-
reduccion. De menor a mayor grado de reduccidn son especies reactivas de oxigeno: el
anién superoxido O (potente agente oxidante muy reactivo con el agua), el peréxido de
hidrogeno HO; y el radical hidroxilo ‘OH, que es el mas reactivo (Aceptando un electron
mas, el radical hidroxilo da lugar a una molécula de agua). También pertenecen a las ROS el
6xido nitrico (NO) y el HON 2. Al ser especies reactivas, las ROS pueden producir efectos
dafinos sobre las células como: dafos en el ADN, dafios producidos por oxidacion de
acidos grasos poliinsaturados y de aminoacidos o dafios producidos por reacciones con

metales como el hierro y el cobre.

Existen evidencias que apuntan hacia la participacion de estos compuestos en la
etiopatogenia de la inflamacién. Durante la activacion de los leucocitos, se liberan grandes
cantidades de estas especies, cuya funcion es la eliminacion de los agentes. Por ejemplo,
pacientes con periodontitis producen elevados niveles de O* (Garcia Triana et al, 1998).
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Especies Reactivas de Nitrogeno (RNS): EL OXIDO NITRICO (NO). EI NO es un
gas radical libre de facil difusion, con vida media de 10 a 20 segundos, producido de
forma endogena por una gran variedad de células. Es sintetizado en cantidades
equimoleculares por una familia de éxido-reductasas conocidas como NOS, a partir
del aminoacido L-arginina, NADPH y oxigeno. Se conocen tres isoenzimas de la NOS,
una de ellas es inducible (INOS), también denominada de tipo Il (NOS II); es una
enzima no dependiente de calcio, la cual puede ser inducida en macréfagos,
hepatocitos, neutrofilos y en células de la musculatura lisa y del endotelio vascular
como respuesta a diferentes estimulos inmunolégicos tales como el interferon gamma, el
TNF-y el LPS bacteriano y ser inhibida por GCs (Gomez et al, 2011).

El NO regula numerosos procesos fisiologicos, incluyendo la neurotransmisién, la
contractilidad del musculo liso, la reactividad plaquetaria y la actividad citotéxica de las
células inmunes. Por otro lado, se han descrito elevados niveles de NO en patologias
como: artritis reumatoidea, inflamacion cronica intestinal, enfermedad de Alzheimer,

enfermedad de Parkinson, isquemia cerebral e infarto del miocardio (Pradilla, O. 2004).

La isoforma iNOS cataliza la produccion de gran cantidad de NO, que puede ser
toxico en ciertas circunstancias o para ciertos grupos celulares. EI NO puede funcionar
como una molécula pro-inflamatoria, mediante la activacién de las enzimas COX y con

ello aumentar la produccion de las PGs.

Existen otras isoformas de la enzima NOS, la de tipo constitutiva endotelial (eNOS,
también conocida como NOS Ill) y la constitutiva/variable neuronal (nNOS o NOS ). Estas
enzimas producen NO en pequefias cantidades y son las responsables de los niveles
normales de este gas en el organismo, entre cuyas funciones resaltamos su participacion
en diversos procesos de neurotrasmision, la transduccion de senales y la relajacion del
musculo liso vascular y su participacion como una sustancia anti-inflamatoria a través de
varios mecanismos, por ejemplo, el NO puede inhibir la adhesiéon de los leucocitos al
endotelio vascular, lo que impide su entrada al tejido lesionado (Gomez et al, 2011).
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1.2Farmacos antiinflamatorios comerciales

El dolor y la inflamacion manifestados en forma cronica constituyen dos importantes
problemas de salud publica mundial. Particularmente, el dolor es una de las principales
causas de consulta médica que tiene un fuerte impacto en la calidad de vida y a nivel
socieconomico, mientras que la inflamacion constituye el mecanismo fisiopatologico
subyacente de numerosas enfermedades cronicas, tales como, aterosclerosis, artritis
reumatoide, diabetes, cancer y por ello numerosas empresas farmacéuticas encaminan

sus esfuerzos hacia la busqueda de farmacos antiinflamatorios.

Entre los farmacos antiinflamtorios existen dos grandes grupos: antiinflamatorios
esteroideos y no esteroideos (AINES). También existe el grupo de farmacos anti-
reumatoides modificadores de la enfermedad (FARME) y algunos otros farmacos con
propiedades antiinflamatorias minimas como ciertos antihistaminicos y los utilizados para
tratamiento de la gota aunque no son estrictamente antiinflamatorios (Rang, 2008) Las
aplicaciones médicas de este ultimo grupo de compuestos pueden ir desde disminuir la
inflamacion, especialmente en enfermedades cronicas tales como la artritis reumatoide y
algunas alergias graves, hasta aliviar el dolor o mostrar propiedades antipiréticas. Algunos
pueden prsentar una accion inmunosupresora, que disminuye la eficacia de las defensas
del organismo contra una agresion, una accion util en caso de enfermedades sistémicas,
como consecuencia de un trasplante de 6rganos para reducir el rechazo por el organismo,

o se utilizan como tratamiento complementario en algunas quimioterapias.

Los antiinflamatorios esteroideos o corticoides que son derivados de cortisol y
cortisona pueden ser de efecto corto: incluyendo prednisona, prednisolona,
metilprednisolona, de efecto intermedio, o de efecto prolongado: betametasona o
dexametasona, entre otros. Son medicamentos muy potentes pero que sin embargo,

puede tener severos efectos adversos.

1.2.1 Antiinflamatorios esteroides o glucocorticoides

Los glucocorticoides constituyen otro grupo de farmacos que cuentan con
propiedades antiinflamatorias e inmunosupresoras muy potentes. Actuan sobre la

inflamacion por diversos caminos; por ejemplo reducen el numero y la activacion de
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eosinofilos, desencadenando la apoptosis de los mismos y disminuyendo algunos de sus
factores quimiotacticos; reducen la proliferacion de linfocitos T e inducen apoptosis,
disminuyen la cantidad de monocitos, células dendriticas, mastocitos, inhiben la enzima
PLA,, a través de la sintesis de una proteina denominada lipocortina, que es la encargada
de inhibir la PLA2, ademas inhiben la produccion y secrecion de citocinas proinflamatorias,
acumulacion de macréfagos y neutréfilos en focos inflamatorios, como también la sintesis

de enzimas lisosomales en las reacciones de fase aguda.

Los glucocorticoides suprimen la expresion de COX-2 y por consiguiente, la
produccion de prostaglandinas mediadas por dicha enzima, efecto que quizas contribuya
parcialmente a las acciones antiinflamatorias de estos farmcos. Por ello, ademas de
actuar como antiinflamatorios, tienen actividad antialérgica e inmunosupresora. Son
derivados del cortisol o hidrocortisona, hormona producida por la corteza adrenal esencial
para la adaptacion al estrés fisico o emocional lo que los convierte en los antiinflamatorios
mas eficaces. Son las unicas moléculas activas en todas las etapas y en todo tipo de
reaccion alérgica, siendo efectivos inmunosupresores. Sin embargo, también favorecen la
diseminacién de infecciones, asi como, efectos endocrinos y metabalicos, por ello deben
reservarse para aquellos casos en que otros farmacos son probadamente ineficaces o
estan contraindicados. En este grupo de farmacos se encuentran la dexametasona,
prednisona, prednisolona, cortisona, hidrocortisona, entre otros (Gomez et al, 2011;
Nufiez et al, 2005; Serra et al, 2012; Valsecia-Malgor, 2012).

Los farmacos antiinflamatorios de este grupo son muy eficaces, pero producen efectos

secundarios como los siguientes:

- Efectos sobre la piel (la piel se deteriora o aparece el acné)
« Aumento de peso y sindrome de Cushing
« Un mayor riesgo de infecciones, debido a la disminucion de la inmunidad
« Trastornos de la vision (cataratas después de tratamientos prolongados)
« Aparicién o empeoramiento de diabetes
« Problemas digestivos (incluyendo ulceras)
« Aparicién o aumento de la hipertension
« Debilitamiento de los huesos (osteoporosis)
« Descompensacion psiquiatrica (hiperexcitacion y depresion).
14
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1.2.2 Antiinflamatorios no esteroides

Los agentes anti-inflamatorios, mas utlizados en la actualidad son las farmacos
“anti-inflamatorios no esteroideos” (AINEs), al inhibir las ciclooxigenasas (COX’s) y por
consiguiente la sintesis de prostaglandinas pero no suprimen las vias de la lipooxigenasa

ni la formacién de leucotrienos.

Estos farmacos también tienen actividad antipirética, a partir de que las
prostaglandinas estan implicadas en la fiebre. Los agentes atrapadores de radicales libres
también juegan un papel en la inflamacion, debido a que la liberacion de radicales libres
ocasiona dafno en los tejidos durante el proceso inflamatorio (Williamson, E.M. 1996).

Este grupo de farmacos son ampliamente utilizados para el tratamiento del dolor,
la inflamacion y la fiebre. En este grupo se incluyen medicamentos tan conocidos y
utilizados como el acido acetil-salicilico (AAS) (Aspirina®), ibuprofeno, indometacina,
diclofenaco, piroxicam, etc. Se trata de farmacos que se han utilizado para aliviar
sintomas como el dolor, la inflamacién aguda y crénica y asi han contribuido de forma
muy importante a mejorar la calidad de vida del ser humano, puesto que son de gran

utilidad para controlar enfermedades incapacitantes como las enfermedades reumaticas.

Hay que destacar que ademas tienen una gran utilidad por su potencial como
antiagregantes, es decir, poseen la propiedad de disminuir la capacidad de las plaquetas
para unirse y formar trombos, como sucede con el AAS. Por esa capacidad se emplean
en la prevencion y tratamiento de enfermedades vasculares tan importantes y tan
prevalentes en la actualidad como el infarto de miocardio o los accidentes vasculares

cerebrales.

Estos medicamentos por su mecanismo de accidén, pueden producir efectos no
deseables en el organismo. Uno de los érganos diana donde pueden asentar estos
efectos adversos es en el aparato digestivo que se relaciona con la irritacién directa o
indirecta del tracto gastrointestinal. La mayoria de las veces es moderada y no da
sintomas, pero pueden ser muy graves. Se estima su incidencia hasta el 10 % de los

usuarios, cifra que asciende aun mas en los ancianos. Este efecto adverso depende de la
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inhibicion de las prostaglandinas, unas moléculas que juegan un papel importante en la
proteccion de la mucosa gastrica, ya que limitan la secrecion acida gastrica y estimulan la
formacion de mucus. Los AINE’s dificultan el funcionamiento de las defensas en la
mucosa del tubo digestivo siendo los efectos secundarios gastrointestinales mas
frecuentes la esofagitis, ulceras ( siendo sus complicaciones mas frecuentes: hemorragia

y perforacion), gastroduodenitis, lesiones topicas y diarrea.

El dafo celular asociado a la inflamacion se inicia en las membranas celulares, en
donde, por accién de fosfolipasas celulares A, sobre los fosfolipidos de membrana, se
lleva a cabo la liberacion del acido araquidénico el cual es metabolizado en forma rapida
hasta obtener productos oxigenados, denominados eicosanoides, por accién de
diferentes sistemas enzimaticos, principalmente por la via de las ciclooxigenasas (COX’s)
y por la via de las lipooxigenasas. De ahi la importancia de la busqueda de mejores
agentes que puedan inhibir las rutas de las ciclooxigenasas y/o 5-lipooxigenasa del

metabolismo de la cascada del acido araquidonico.

Por otra parte, los AINE’'s como la indometacina, el diclofenaco y el flurbiprofeno,
que se han utilizado como farmacos de referencia en el presente proyecto de tesis,
presentan propiedades antiinflamatorias, analgésicas y antipiréticas pero son inhibidores
no selectivos de COX. El deseo de que se conserven los efectos antiinflamatorios de
farmacos similares al acido acetilsalicilico y naproxeno, pero con muchos menos efectos
gastrointestinales y menor capacidad ulcerégena, ha orientado los intentos para “disefiar’

AINEs con mayor selectividad por COX-2, que por COX-1.

1.3 Compuestos antiinflamatorios de origen natural

Actualmente, se carece de terapias analgésicas y antiinflamatorias con perfiles
ideales desde el punto de vista de seguridad y costos, lo cual estimula la busqueda de
nuevos agentes mas potentes, con menos efectos adversos y accesibles para los

pacientes.

La busqueda de compuestos de origen vegetal con actividad analgésica vy

antiinflamatoria constituye una linea de investigacion para la caracterizacion e
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identificaciéon de nuevas moléculas con potencial terapéutico a partir del uso racional de la
biodiversidad con que cuenta nuestro planeta. Prueba de ello, es importante mencionar
que, de los farmacos antiinflamatorios que se encuentran en el mercado hoy en dia y que
han sido aprobados por la FDA desde el afo 1981 al 2010, el 26 % de ellos han sido
derivados de productos naturales (Newman, 2012). De ahi la importancia de la busqueda

de principios activos obtenidos a partir de productos naturales.

Los productos naturales, también conocidos como metabolitos secundarios, son
producto de una serie de reacciones quimicos que aparententemente no tienen una
funcidén directa en procesos escenciales pero que, sin embargo, se ha demostrado que
tienen actividad antimicrobiana,antiiinflamatoria, antidiabética, anticancerigenaa, entre

otros. Se pueden agrupar en cuatro clases principales:

- Terpenos, ( hormonas, pigmentos o aceites esenciales)

- Compuestos fenolicos ( cumarinas, flavonoides, lignina y taninos);

- Glicosidos (saponinas, glicdsidos cardiacos, glicosidos cianogénicos y glucosinolatos)
- alcaloides.

1.3.1 Flavonoides

Los flavonoides son metabolitos secundarios comunes en el reino vegetal
considerados sustancias bioactivas que presentan una gran variedad de efectos
biolégicos  (prevencion de enfermedades coronarias, cancer, desordenes
gastrointestinales e inflamacion). Existen evidencias del efecto de los flavonoides sobre la
inhibicion de varias enzimas involucradas en procesos inflamatorios (Wang et al, 1999,
Kwon et al, 2005, Garcia-Mediavilla et al, 2007).

La palabra flavonoide (del latin flavus, "amarillo") es el término genérico con que se
identifica a una serie de metabolitos secundarios de las plantas. Son sintetizados a partir
de una molécula de fenilalanina y 3 de malonil-CoA, a través de lo que se conoce como
"via biosintética de los flavonoides", cuyo producto, la estructura base, se cicla gracias a
una enzima isomerasa. La estructura base, un esqueleto Cg-C3-Cs, puede sufrir

posteriormente modificaciones quimicas y adiciones de grupos funcionales, por lo que, los
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flavonoides son una familia muy diversa de compuestos, aunque todos los productos
finales se caracterizan por ser polifendlicos y solubles en agua en diferentes proporciones.
Los flavonoides que conservan su esqueleto pueden clasificarse segun las
isomerizaciones y los grupos funcionales que les son adicionados en 6 clases principales:
las chalconas, las flavanonas, los flavonoles, los flavandioles, las antocianinas, y los

taninos condensados (Figura 4).
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Figura 4 |Isomerizacion de un flavonoide a una flavanona

Los flavonoides se clasifican de acuerdo con el grado de oxidacion del anillo de
pirano (de esta forma se agrupan a las flavanonas). En donde el nucleo A esta
generalmente sustituido en las posiciones 5 y 7, el tercer oxigeno esta incluido en el
puente éter del pirano, los sustituyentes pueden ser —OH, -OCHs; u -0-6sido,
ocasionalmente el nucleo A puede estar prenilado o alquilado por una osa (C-heterésido).
El nucleo B puede estar sustituido por una o mas funciones —OH, (Granado-Serrano et al,
20086).

Los flavonoides se encuentran en plantas superiores, frutas, granos y vegetales
que son ingeridos en la dieta diaria en una cantidad significativa y tienen propiedades
medicinales, entre las cuales cabe citar el efecto protector del dafo de los oxidantes,
como los rayos UV. Por otra parte, algunas sustancias quimicas presentes en los
alimentos (colorantes y conservantes) son flavonoides. Como el organismo humano no
tiene la capacidad de sintetizar estas sustancias quimicas, las obtiene enteramente de los
alimentos que ingiere; sin embargo, no son considerados vitaminas ya que no son
nutrientes esenciales que induzcan a sindromes de deficiencia y que se curen

administrando la dosis de la sustancia en cuestion (Ochoa et al, 2004).
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Por otra parte, también se le han atribuido otras propiedades: al limitar la accién de
los radicales libres (que son oxidantes), los flavonoides reducen el riesgo de cancer,
mejoran los sintomas alérgicos y de artritis, aumentan la actividad de la vitamina C,
bloquean la progresion de las cataratas y la degeneracion macular y disminuyen la

elevacion de temperatura en la menopausia (Hertog et al, 1995).

Sus efectos en los humanos pueden clasificarse en:

- Antiinflamatorios y analgésicos: l|a hesperidina por sus propiedades
antiinflamatorias y analgésicas, se ha utilizado para el tratamiento de ciertas
enfermedades como la artritis. Los taninos tienen propiedades astringentes,
vasoconstrictoras y antiinflamatorias pudiéndose utilizar en el tratamiento de las

hemorroides (Narvaez-Mastache et al, 2007).

- Propiedades anticancerosas: muchos flavonoides han demostrado ser altamente
eficaces en el tratamiento del cancer. Se sabe que muchos inhiben el crecimiento de
las células cancerosas y se ha probado contra el cancer de higado (Yochum et al,
1999).

- Propiedades cardiotdnicas: tienen un efecto ténico sobre el corazén, potenciando el
musculo cardiaco y mejorando la circulacion (Palazon et al, 1997 y Bylka et al , 2004).

- Fragilidad capilar: mejoran la resistencia de los capilares y favorecen el que éstos no
se rompan, por lo que resultan adecuados para prevenir el sangrado. Los flavonoides

con mejores resultados en este campo son la hesperidina, la rutina y la quercetina.

- Propiedades antitromboéticas: |la capacidad de estos componentes para impedir la
formacion de trombos en los vasos sanguineos posibilita una mejor circulacion y una

prevencion de muchas enfermedades cardiovasculares.

- Disminucién del colesterol: poseen la capacidad de disminuir la concentraciéon de

colesterol y de triglicéridos.
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- Proteccion del higado: algunos flavonoides han demostrado su capacidad de
disminuir la probabilidad de enfermedades en el higado. Ensayos de laboratorio han
puesto de relieve que la silimarina protege y regenera el higado durante la hepatitis.
Junto con la apigenina y la quercetina, son muy utiles para eliminar ciertos malestares

digestivos relacionadas con el higado, como la sensacion de plenitud o los vomitos.

- Proteccion del estomago: ciertos flavonoides, como la quercetina, la rutina y el
kaempferol tienen propiedades antiulcerosas, al proteger la mucosa gastrica (Narvaez-
Mastache et al, 2007).

- Antimicrobianos: |Isoflavonoides, furanocumarinas y estilbenos han demostrado tener

propiedades antibacterianas, antivirales y antifungicas.

- Propiedades antioxidantes: En las plantas los flavonoides actuan como

antioxidantes, especialmente las catequinas del té verde.

1.3.1.1 Flavanonas

Las flavanonas, son precursores de otros flavonoides mas complejos pero se
encuentran como tales en altas concentraciones en los citricos. Las mas importantes son
naringenina, presente en el zumo de naranja, limén o pomelo, dandole un sabor amargo;
liquiritigenina, presente en el regaliz; y eriodictiol, se presenta en el guisante actuando

como quimioatrayente para interactuar con agrobacterias (Mitscher et al, 1983).

De acuerdo a todos los antecedentes medicinales que presentan los flavonoides,
en el presente trabajo de investigacion se aborda el estudio de un grupo especifico de
flavonoides que corresponde a las flavanonas preniladas naturales. Es por ello, que a
continuacion se presentan antecedentes quimicos y farmacoldgicos de flavanonas

preniladas.
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1.3.2 Fuentes naturales de flavanonas

El descubrimiento de nuevas sustancias a partir de plantas con actividad
terapéutica constituye una meta de la humanidad. El reino vegetal contiene un enorme
potencial de moléculas por descubrir; se estima que mas del 90 % de las especies no han
sido estudiadas. La naturaleza ha demostrado ser una fuente importante de compuestos
anticancerigenos efectivos: como por ejemplo medicamentos derivados de
microorganismos y de plantas. Los productos naturales representan el 50 % de los
farmacos de uso clinico en paises desarrollados, el 25 % de los cuales derivan de plantas
superiores; por ello, las plantas tienen una larga historia de uso en el tratamiento del
cancer, la inflamacién y otras enfermedades relacionadas, como artritis reumatoides,
enfermedad de Alzheimer y asma entre otras; sin embargo, se han visto aun con cierto
escepticismo principalmente cuando dichas plantas presentan flavonoides como
metabolitos secundarios (Graf et al 2005, Rzedowski, J, 2006; Stoclet et al , 2011;
Yochum et al , 1999;).

En la literatura se encuentran descritas flavanonas preniladas naturales y derivadas
con potenciales terapéuticos. En los ultimos afios se ha descrito informacién relevante
sobre la investigacidon de las flavanonas isoprenilicas en las plantas asi como la
investigacion desarrollada en busqueda de agentes terapéuticos sobre esta variedad de

estructuras:

» A partir de las maderas de Derris rariflora se aislaron los compuestos: (2S)-
5,7-dihidroxi-6-prenilflavanona y (2S)-5-hidroxi-7-metoxi-6-prenilflavanona
(Filho et al, 1975).

» Del fraccionamiento biodirigido del extracto etandlico de Glycyrrhiza lepidota,
se identificaron las flavanonas: glabranina (1), pinocembrina (2), estas se
probaron en busca de actividad antimicrobiana presentando MIC (ug/ml) de
12.5, 12.5 y 50 contra S. aureus, M. smegmatis y C. albicans para (1)
respectivamente y de 100 para (2) en estos mismos microorganismos
(Mitscher et al, 1983).
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» El extracto diclorometanico de las partes aéreas de Derris reticulata,
proporcion6 las flavanonas lupinifolina , 2°7°,3"""-epoxilupinifolina (3) y
deriticulatina (4), que fueron evaluados in vitro mostrando actividad citotoxica
en la linea celular P-388 a una concentracion de entre 0.4-0.5 ug/ml
(Mahidol et al, 1997).

OH

(4)

» Las flavanonas: derivadas del 2(S)-6-(y,y-dimetilalil)-6”,6”-dimetilpiran
[27,3":7,8]flavanona con sustitucion en: 5-hidroxi.3",4’-dimetoxi (5), 5,3-
dihidroxi-4"-metoxi (6), 5,4’-dihidroxi-3"-metoxi (7) y 3'4’-dimetoxi (8),
aisladas de las plantas: L. utilus y L. urucu, fueron sometidos a estudios de
relacion estructura actividad en inhibicibn de NADH:ubiquinona
oxidoreductasa, forbol éster inducido por ornitina descarboxilasa y
citotoxicidad frente a las lineas celulares MCF-7 y Hepa 1clc7 presentando
los siguientes valores de 1Cso en uM de 0.68-2.6, 1.1-2.3, 3.0-6.9 y 3.5-8.5,

respectivamente para cada ensayo (Fang et al, 1999).

Ry =0OH, OH, OH, H
R, = OMe, OH, OMe, OMe
R; = OMe, OMe, OH, OMe
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HO

» De la planta Monotes africanus se aislaron varias flavonoides, entre los
cuales la flavanona lonchocarpol A (9) fue la que presentd los mejores
valores en un analisis anti-VIH con ECso de 1.3 ug/ml e 1Cso de 2.7 ug/ml.

(Meragelman et al, 2001).

OH
HO ¢} O/

— OH O

(9)

» Se reporta un estudio de varios flavonoides aislados de varias especies, en
busqueda de los efectos que estos poseen sobre las enzimas
ciclooxigenasas y lipooxigenasas, las cuales estan involucradas en el
metabolismo del acido araquidonico. Entre los flavonoides ensayados in
vitro, se encuentra el 5-metilisoforaflavanona B (10), soforaflavanona G (11)
y D (12), unicamente (11) presenté actividad inhibitoria con valores de ICs
(uM) de 0.1-0.6 para COX-1, 0.09-0.25 para 5-LOX y 20 para 12-LOX. (Chi,
Y.S. et al, 2001).

‘ \\ i OH

OH HO OH
_ OH O
o . HO. O .

l \ 7

bue § (10) 0w o (11) (12)

» Mediante un estudio de actividad anti-VIH, empleando el método semi-
empirico AM1 en un analisis comparativo de los valores de las energias de
HOMO, LUMO vy area calculadas de una serie de biflavonoides, los
compuestos activos presentaron valores de Exomo mas pequefios que los
obtenidos por los compuestos inactivos, lo cual indica un pronunciado

caracter electro-donador de estos. El valor mas bajo de E_umo para los
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compuestos activos los caracteriza como mejores electro-aceptores. El area
superficial mayor para los compuestos inactivos puede dificultar Ila
interaccion con los receptores bioldgicos para este modelo (Molfetta et al,
2004).

Cabe mencionar que estos hallazgos se han realizado a partir de plantas
medicinales gracias a la tradicion oral y escrita sobre la medicina tradicional que el
hombre ha conocido desde los principios de la historia, aprovechando la actividad
curativa de un sinnumero de plantas que ha llevado al descubrimiento de

metabolitos secundarios farmacol6gicamente activos.

La OMS (Organizacion Mundial de la Salud) estima que mas del 80% de la
poblacion mundial utiliza rutinariamente, la medicina tradicional (Miranda, et al,
2005) debido a la abundancia y distribucion de las plantas medicinales en el
mundo. Y no hay duda que la medicina de nuestros antepasados practicada a
través de las plantas es clave en la historia de la salud.

1.3.2.1 .Eysenhardtia platycarpa

En México existe gran diversidad de plantas y especies que son conocidas
tradicionalmente para aliviar malestares o incluso patologias. La diversidad que se
presume en el pais se debe a los diferentes climas y tipos de ecosistemas que en él se
encuentran. Por ejemplo la costa de pacifico, que se extiende en forma de una franja
angosta e ininterrumpida desde el este de Sonora y el suroeste de Chihuahua hasta
Chiapas, prolongandose hasta Centroamérica tiene un clima caliente y semihumedo con
tendencia a semiseco. La vegetacion predominante es El Bosque Tropical Caducifolio y
Subcaducifolio. Predominan las leguminosas y las especies que pueden desarrollarse
con limitaciones de humedad. (Delgado, et al 2004). En esta parte del territorio de México
se encuentra el estado de Guerrero que cuenta con una flora variada ya que en dicho
estado hay climas diferentes que pueden dar lugar a diversidad de fauna. Guerrero cuenta
con climas calido subhumedo, templado, y por supuesto calido seco, siendo el primero
con mayor abundancia en el estado. (Delgado et al, 2004) Debido a su clima variado
en el estado de Guerrero, enla parte norte crece de forma endémica la especie
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vegetal Eysenhardtia platycarpa, un arbol de 10 m de altura, con tronco de mas de 25 cm
de diametro, (Ver figura 5), frecuentemente con corteza delgada esponjosa; plantas
moderadamente pubescentes; hojas de 10 a 20 cm de largo; foliolos 15 a 25 pares,
principalmente de 10 a 18 mm de largo, pubescentes o casi glabros, con muchas
glandulas pequefias, pedicelos de 1 mm de largo; caliz de 3 a 3.2 mm de largo, siempre
pubescente; corola 6 a 8 mm de largo, los l6bulos al secarse se tornan con manchas o
rayas rojizas; fruto 12 a 13 mm de largo o mas por 3.5 a 4 mm de ancho, glabro,
glandular-punteado, ascendente en los racimos, se propaga mediante semillas
(SAGARPA; Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Desarrollo Rural 2011). Es una
especie caracteristica y abundante de la selva baja caducifolia, se distribuye en México en
los estados de Sinaloa, Nayarit, Colima, Jalisco, Michoacan, Guerrero, Puebla y Oaxaca.
(Enciclopedia of Life. Citado: 2011; Mapa de distribucién de E. platycarpa en la Republica
Mexicana).

. § ir

Figura 5.Especie vegetal Eysenhardtia platycarpa

Algunos de sus usos en la medicina tradicional han sido como diurético y para el
tratamiento de diabetes; también se ha descrito actividad antiséptica y se ha administrado
para el tratamiento de infecciones de rifidén y la vejiga en donde se encuentran implicados
cuadros microbianos e inflamatorios por lo cual se considera que E. platycarpa

potencialmente cuenta con actividad antimicrobiana y antiinflamatoria.

25



Introduccién

Se conoce por los pobladores de la regién sur de México como “Ocoicui” "taray",
"palo dulce", y "palo azul" (Narvaez-Mastache et al 2006). La especie vegetal
Eysenhardtia platycarpa ha sido objeto de estudio anteriormente, de esos ensayos se
logro el aislamiento y caracterizacion de 5 flavanonas isopreniladas mayoritarias a partir
del extracto metandlico de las hojas y las ramas de esta especie: 5,7-dihidroxi-6-metil-8-
prenil-flavanona (13) 5,7-dihidroxi-6-metil-8-prenil-4’-metoxi-flavanona (14) 5,7-dihidroxi-6-
prenil-flavanona (15), 5,7-dihidroxi-8-prenil-4’-metoxi-flavanona (16), 5-hidroxi-7-metoxi-6-
prenil-flavanona (17), entre otros compuestos como el f-sitosterol y 3-O-p-D-
glucopiranésido de f-sitosterol. Se han realizado estudios hipoglucemiantes y
antidiabéticos sobre los extractos metandlicos de la planta E. platycarpa encontrandose
potencial antidiabético, (Narvaez-Mastache et al, 2006) también se han reportado estudios
sobre la actividad antioxidante con diferentes métodos de extractos metandlicos y
compuestos de especies del género Eysenhardtia que incluyen a E. platycarpa y de E.
Subcoriacea resultado con mejores valores el extracto metandlico de las hojas. (Narvaez-
Mastache et al, 2007; Narvaez-Mastache et al, 2008; ).

R4
o Compuesto R R; R; R,
Re © ) (13) CH, _OH  prenil  H
(14) CHs; OH prenil  OCHj;
R I (15) prenil  OH H H
OH o (16) H OH prenil  OCHj;
(17) prenil  OCHj; H H

A partir de estos compuestos se ha realizado el presente trabajo de tesis. Las

flavanonas isoprenilicas ensayas en la tesis son las siguientes:
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HO
H;C ‘ H;C ‘
OH O @D OH © ({1)]
© oo IO
HO o W N7 7
I _ OH 0‘
~ oo (1 (IV)

Figura 5. Flavanonas ensayas en el presente trabajo de tesis
() 5,7-dihidroxi-6-metil-8-prenilflavanona, (m 5, 7-dihidroxi-6-metil-8-prenil-4’-metoxi-

flavanona, (ll) 5, 7-dihidroxi-6-prenilflavanona y (V) 5-hidroxi-7-metoxi-6-prenilflavanona.

Los AINEs de aplicacion topica son utilizados en el tratamiento de la inflamacién y
el dolor musculoesquelético que necesitan una terapia directa en el sitio de accion con el
fin de eliminar la inflamacion y el dolor asociados a los diferentes padecimientos. Estos
antiinflamatorios tdpicos son absorbidos por via transdérmica pero que sus
concentraciones son mayores en el area de aplicacion y a nivel sérico y renal son muy
bajas lo cual se relaciona con su perfil de seguridad sin ocasionar severos efectos
adversos como lo son a nivel gastrointestinal cuando se administran por via oral.

Heyneman, et al. 2000).

Para que un farmaco a nivel tépico pueda alcanzar los tejidos blandos, hueso vy
articulaciones del tejido diana debe absorberse en la piel atravesando las diferentes
barreras y capas de la piel que depende de las propiedades fisico quimicas de la
sustancia activa, tipo de base, método de aplicacion y forma de administracion ya sea en

gel, spray, parche.etc.
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1.4 La piel como una via de administracion.

Desde hace algunos afios se pretende obtener formulaciones de farmacos y
fitofarmacos para su aplicacion sobre la piel que permitan conseguir un flujo lento para el
tratamiento antiinflamatorio y considerar a la via transdérmica como alternativa de la via
oral. La eleccién de la piel como via de administracion de farmacos se basa en las
ventajas que proporciona. Evita el entorno quimico agresivo del medio gastrico (pH), la
formulacidén no presenta las contraindicaciones fisiol6gicas de la via oral (vaciado gastrico,
motilidad intestinal, evitan el efecto de primer paso). Permiten el uso de farmacos con
margen terapéutico estrecho y permiten mantener las pautas de dosificacion que
suministran niveles plasmaticos terapéuticos, minimizan los efectos secundarios
relacionados con los niveles plasmaticos maximos y puede interrumpirse su

administracion de inmediato (Villarino y Landoni, 2006).

El uso de esta via de administracion también presenta algunos inconvenientes
como por ejemplo: no pueden utilizarse farmacos que requieren dosis elevadas, los
farmacos pueden sufrir metabolismo cutaneo, el farmaco y/o la formulacién pueden

ocasionar irritacion o sensibilizacion de la piel.
1.4.1 Caracteristicas de la piel

La piel es el érgano mas grande del cuerpo y comprende un area de superficie de
aproximadamente 1.5 a 2 m? que protege a los 6rganos internos del cuerpo al actuar
como una barrera efectiva contra los efectos perjudiciales del ambiente y agentes
xenobidticos Es un revestimiento de proteccion que ademas desempefia un papel
importante en la regulacion térmica, en la deteccidn de estimulos exteriores y en la

excrecion de materiales de desecho y toxinas.

Actualmente se sabe que la piel participa activamente en la sintesis, utilizacion y
metabolismo de proteinas, lipidos y moléculas de senalizacion celular, ademas de ser
parte integral de los sistemas: inmune, nervioso y enddcrino. Esta constituida por tres

capas histolégicas (Figura 6) que del exterior al interior son: epidermis (zona externa de
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células protectoras), dermis (vasos sanguineos, linfaticos y terminaciones nerviosas) e

hipodermis (tejido subcutaneo graso).

Pelo
= | . X
Papila de la dermis ——— : #==1 . Epidermis
Receptor de frio Baris

Receptor de calor
- Glandula sebacea

Musculo erector del pelo

Vasos Sanguineos ) )
Glandula sudoripara

Tejido conectivo i Capa subcutanea

Nervio
Lobulos de grasa

Figura 6. Estructura de la piel. (Figura extraida de Villarino y Landoni, 2006).

1.- Epidermis: es un epitelio plano, estratificado, queratinizado de un grueso
aproximado a 0,1 mm. En esta capa se diferencia en cinco estratos de arriba abajo son:
corneo, lucido, granuloso, espinoso, basal o germinativo. (Figura 7). El estrato corneo esta
considerado la barrera que separa el organismo del medio externo, se comporta como
una barrera semipermeable en la penetracion de sustancias, por eso, constituye la

principal barrera en la absorcidén percutanea de farmacos. (Elias et al, 1981).

La epidermis posee células de Langerhans tienen una distribucion constante en
toda la piel; son elementales en la presentacion de antigenos y estan involucradas en una
gran variedad de respuestas inmunes por medio de la activacion de las células T
(Kanitakis, J. 2002). La piel también esta constituida por melanocitos que son células
productoras de pigmentos que no soélo se encuentran en la piel sino también en el pelo y
los ojos, su funcion en la determinacion del color depende esencialmente de su actividad

mas que del numero de células presentes.
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Los queratinocitos son las células mas abundantes en la epidermis (representan el
80 %) y estan dispuestos en 4 capas. El espesor (0.1-1 mm aproximadamente) y la
estructura de la epidermis son diferentes para cada zona del cuerpo, siendo mas gruesa y
compleja en la piel lampifia de la palma de la mano y en la planta del pie, mientras que en
otros sectores como los parpados es muy fina y sensible.

La descamacion normal de los corneocitos mas superficiales requiere una
renovacion celular constante y controlada que tiene su origen en el estrato basal de la

epidermis.

El estrato cérneo es la parte mas externa de la epidermis y estd compuesto
aproximadamente un 15 % de agua, 70 % de proteinas y 15 % de lipidos. Esta capa no es
homogénea en todo el organismo, existen diferencias significativas en su estructura y en
su composicion quimica en las diferentes zonas del cuerpo. Se presenta mas grueso en
las zonas palmar y plantar (aqui existe un estrato adicional denominado estrato lucido);
mas delgado en parpados, prepucio, mejillas, abdomen y cara de flexion de las

articulaciones.

Zona intermedia

Estrato granuloso

Estrato espincso

Estrato basal

Figura 7. Estructura de la epidermis (figura extraida de Kielhorn y col., 2005).
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Este estrato corneo constituye la principal barrera cutanea al paso de sustancias
procedentes del medio ambiente. Esto se debe a su estructura que se describe con el
modelo denominado “ladrillo y cemento” (del inglés, brickand mortar) (Elias et al, 1981).
En donde los ladrillos representan la composicidon proteica, correspondiente a los
corneocitos y el “cemento” corresponde a los lipidos intercelulares. El estrato cérneo esta
entonces constituido por células muertas que poseen en su interior una proteina insoluble,
amorfa y rica en sulfuro llamada queratina. Estas células estan rodeadas de una capa
lipidica continua constituida por ceramidas, acidos grasos y colesterol, a la que se
denomina bicapa lipidica intercelular. Sin embargo, la permeabilidad excepcionalmente
baja del estrato corneo, no es debido so6lo a la composicidn lipidica, sino también, a su

morfologia unica que genera un camino dificil para la difusion.

Estrato Granuloso: El proceso de diferenciacion de las células del estrato espinoso
conduce a la formacion del estrato granuloso, aqui las enzimas comienzan con la
degradacion del nucleo y los organelos. En ellas abundan unas estructuras ovoides bien
delimitadas y de reducido tamafio que poseen un elevado contenido lipidico,

denominadas cuerpos lamelares.

Estrato Espinoso: Esta capa debe su nombre a la morfologia que le confiere la
existencia de numerosas estructuras proteicas intra y extracelulares denominadas
desmosomas, constituidas por diversas moléculas de adhesién que unen células

adyacentes (Elias et al, 1981).

Estrato germinativo o basal: se encuentra en contacto con una membrana
constitutiva de la union dermoepidérmica en la zona de separacion entre la epidermis y la

dermis, presenta una intensa actividad mitética.

2.-Dermis: Esta constituida por un nombre reducido de células, principalmente
fibroblastos y mastocitos. Consta de una matriz que contiene proteinas fibrosas
entrelazadas (colageno, elastinay reticulina) embebidas en una sustancia
fundamental amorfa de mucopolisacaridos. Histolégicamente dividida en dos capas: la

capa papilar (stratum papillare) y la capa reticular (stratum reticulare). En esta
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capa es donde podemos encontrar los corpusculos sensoriales responsables de
transmitir las sensaciones de calor, frio y dolor al cerebro. En la parte inferior de la dermis
se originan los foliculos pilosos, las glandulas sebaceas y sudoriparas, que forman junto

con las ufas, los anexos cutaneos

3.- Hipodermis: Capa de tejido conjuntivo especializado donde se encuentran los
adipositos que sintetizan gran cantidad de lipidos que constituyen el tejido adiposo de
espesor variable. Es un tejido graso que representa la parte mas profunda de la piel que
se extiende bajo la superficie de la dermis a lo largo de todo el cuerpo, con excepcion del
aparato genital masculino y los parpados. Desempefia un papel
importante en la termorregulacion, aislamiento, provisidbn de energia y proteccion contra
dafio mecanico. Los adipocitos son grandes células redondas con el citoplasma saturado
de lipidos (triglicéridos, acidos grasos) y son las principales células de este tejido
(Kanitakis, J. 2002). Por lo que, la naturaleza, estructuracion, caracteristicas y
comportamiento de la piel han propiciado su eleccibn como una via de administracion de
farmacos. De tal manera que la penetracion percutanea de farmacos se puede producir
por via transepidérmica que se lleva a cabo por disfusién a través de la capa cornea o
transpendicular que puede ser transfolicular (por foliculos pilosos y glandulas cebaceas)
o transudoripara (por conductos y glandulas sudoriparas) (Figura 8).

1. A través de la
pared de las
TR | 07, ST = (PP gldndulas
(7 . ; sudoriparas

2. A través de las
v células del estrato
comeo

3. Entre las célules

cdmeas por los
interstic

4. Através de la

pared de los
foliculos pitosos

5. Alravés oe la
pared de las
gldndulas sebaceas

Figura 8. Vias de penetracion a través de la piel. Extraida de Pareja, B. (1998).
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A través de las glandulas sudoriparas y del sistema pilo sebaceo (via
transapendicular) se evita el paso del farmaco por el estrato cérneo, pero estos anexos
representan 1 % de la superficie de la piel por lo que la contribucion al proceso de
absorcion resulta un tema muy discutible.

La penetracion a través del estrato corneo (via transepidérmica) constituye el
camino mas importante en la penetracién cutanea (Figura 9). Esta se produce por difusion

intercelular o intracelular

Via intracelular

Via intercelular
e
]

Espacio
Intercelular

Lipidico Acuoso Colesterol Ceramida _ | . Queratina
Glucosilceramida Lipidos

Figura 9. Via transdérmica (Figura extraida de Barry, B.W. 2001).

En la via intercelular, el farmaco atraviesa el estrato corneo siguiendo un camino a
través de los lipidos de la matriz intercelular. Esta via se considera menos importante ya
que el farmaco tiene que salvar la impermeabilidad de los corneocitos, unido a repetidos
repartimientos del propio principio activo entre las regiones hidréfilas y lipéfilas de las
bicapas lipidicas del estrato corneo (Aulton , ME, 2004).

La principal via de penetracion de farmacos en la piel es a través del estrato cérneo
que resulta ser un proceso lento, seguido de una rapida difusion a través de la epidermis
viable y la dermis papilar.

La primera etapa del proceso de penetracion es la disolucion del farmaco y su
liberacion de la formulacion, siendo este el paso limitante del proceso. Una vez liberado el

principio activo se lleva a cabo el reparto del farmaco en el estrato cérneo, sitio en el que
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alcanza el equilibrio. La penetracion desde la formulacién hasta la circulacion sistémica o

tejidos locales involucra multiples procesos (Figura 10).

Disolucién del farmaco y su liberacién de la formulacién.

Reparto del farmaco en el estrato corneo.

Difusioén a través del estrato corneo, principalmente por via intercelular.
Reparto del farmaco entre el estrato cérneo y la epidermis viva.

Difusion, a través de la epidermis, hasta la dermis.

o o r W N o

Paso a la red capilar local, a través de la pared del vaso sanguineo v,

eventualmente, paso a la circulacién sistémica.

Etapas de la absorcion transepidermal

PRINCIPIO ACTIVO PRINCIPIO ACTIVO | | PRINCIPIO ACTIVO
1| ENLAFORMA |3| DENTRODELA |5 EN
FARMACEUTICA EPIDERMIS LA SANGRE

3 P
(’6‘. 2}’°¢ "o,,e ‘EPQ
%, isb %, ~d‘°
N Qé‘ g v

PRINCIPIO ACTIVO PRINCIPIO ACTIVO
2 EN LA INTERFASE 4 EN LA DERMIS Y
FORMA FARMACEUTICA-PIEL LA HIPODERMIS

Figura 10. Etapas de la absorcion transepidermal. Extraida de Pareja, et al (1998).

Los farmacos antiinflamatorios que se encuentran en el de principios activos como
piroxicam, diclofenaco, ketoprofeno tienen presentaciones de geles, cremas o lociones.
Sin embargo, se buscan nuevas formas de administracion en el que se utilicen menores
dosis, se disminuya la frecuencia de dosificacién y se alcance mayores concentraciones
en el sitio de accion. Es por ello que, la aplicacion de todo el contenido antes mencionado
nos lleva al disefio de nuevas formulaciones a partir de principios activos de origen

natural.
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1.5Sistemas de liberacion controlada

De forma simultanea a la investigacion de nuevas moléculas de farmacos o de su
mejora, la investigacion y desarrollo galénico lleva a cabo trabajos dirigidos a la busqueda
de novedosas formas de administracion. Estas nuevas formas de administracion son las
llamadas formas farmacéuticas de liberacidn modificada que son aquellas disefiadas de
tal manera que se modifica la velocidad o el lugar de liberacion del principio activo
respecto a las formas farmacéuticas de liberacion inmediata del mismo principio activo.
Los sistemas de liberacibn modificada incluyen todas aquellas formulaciones en su
disefio intervienen, de una u otra forma, modificaciones en el proceso tecnolégico que son

determinantes del lugar de liberacion; formas o sistemas de liberacion.

En este sentido se encuentran los sistemas de liberacién controlada son aquellos
permiten la prolongacion del tiempo de cesion del principio activo del medicamento a
partir de la forma de dosificacion, y, ademas, controlan su liberacion para que ésta se
realice de acuerdo con una cinética preestablecida y reproducible con lo que se consigue
una mayor duracion de los niveles plasmaticos eficaces y una liberacion del principio

activo definida y reproducible.

Las posibilidades de la formulacién farmacéutica en el futuro parecen ilimitadas y
estan asociadas al desarrollo tecnolégico que tiene tan alto impacto en nuestra sociedad
en el comienzo del nuevo milenio. Los momentos actuales son considerados criticos para
la industria farmacéutica innovadora, al haber descendido, de forma alarmante, el numero
de nuevas entidades quimicas que hagan aportaciones interesantes en los diferentes
campos de la terapéutica. Por ello, la Tecnologia Farmacéutica se encuentra en una
situacion inmejorable para aplicar su potencial en el desarrollo de nuevas formulaciones
que permitan mejorar el perfil terapéutico de los medicamentos (Dominguez-Gil et al,
2009). Las principales compafiias especializadas en estas formas de liberacion

modificada se muestran en la tabla 1 y la previsidn de ventas se ejemplifica en la tabla 2:
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Tabla 1. Companiias especializadas en formulacion de liberacion modificada.
Extraida de Dominguez-Gil A, & Martin Suarez A. (2009).

Compaitia Tecnologia Descripcion del producto
NanoSpectra Biosciences (Houston, TX) Nanoparticulas Nanopaticulas en terapias oculhres.
Sontra Medical Corporation (Franklin) Tecnologia ultrasonidos ~ Sono Prep' ultrasonidos via transdérmica.
MacroMed Inc. (Sandy, UT) EE.UU. Microesferas PLGA Mejoras en la biodisponibilidad
Neurotech SA (Evry) Francia (Células encapsuladas Microencapsulacion de células humanas
CellMed (Alzenau, Alemania) (Células encapsuladas Terapéutica ocular y tumoral
MicroCHIPS Inc. (Bedford, MA) EE.UU. Microchips Dispositivos microfabricados. Via parenteral
Nektar Therapeutics (S. Carlos, CA) EE.UU.  Pegilacién PEG-proteinas, oligonucledtido
Insert Therapeutics (Pasadena, CA) EE.UU. Ciclodextrinas Complejos con ciclodextrina
ALZA (Mountain view, CA) EE.UU. Nanotecnologia Doxil' nanoparticulas-PEG
Advectus Life Sci (W Vancouver) EE.UU. Nanotecnologia Citotoxicos para tumores cerebrales
Eurand (Nogent-Cedex). Francia Glytech Inhibicion o bloqueo reversible de la

P-glicoproteina

Tabla 2. Prevision de ventas de formulaciones de liberacion controlada en EE.UU.
Extraida de Dominguez-Gil et al (2009).

2001 2002 2003 2008 IMA (%)

Formulaciones de liberacion controlada

(vias oral, inyectable y tdpica) 17.710,2 19.482.8 21.475,6 34.102,6 9,7
Implantes y dispositivos intrauterinos 1.000 1.185 1.387.2 24854 124
Farmacos de liberacion transdérmica 20103 23119 2.648,1 44854 11,1
Vectorizacion de farmacos 6.2713 7.309,2 8.317.7 15.471.9 13,2
Farmacos de liberacion transmucosa 7.358.8 8.409.9 0.714.8 17.713,6 12,8
Otros 107.8 119,5 131 211,1 10
Total 34458 4 38.818.3 43.674 4 74.470 11,3

* Incremento Medio Anual.

Si bien observamos que existen varias compafias importantes trabajando en este tipo

de formulaciéon ya que las expectativas de obtener importantes resultados son altas. Los

intereses de estas empresas se basan en los propositos de los sistemas de liberacidon

modificada que se muestran a continuacion:

%+ Aprovechar totalmente la cantidad de farmaco administrada mediante

reduccion al maximo de la dosis incluida en el medicamento.

la
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4+ Disminuir o eliminar el riesgo de efectos no deseados (secundarios y

toxicos) de los medicamentos.

+ Mejorar la pauta posoldgica buscando los siguientes objetivos: una via de
administracion mas comoda y la reduccion del numero de tomas/dia, en el
intento de conseguir una dosis unica cada veinticuatro horas, y tanto mejor

cuanto los intervalos de tiempo sean cada vez mas amplios.

En estos sistemas de liberacion, el principio activo (p.a.) se encapsula o se incorpora
en un sistema para obtener su liberacion a una velocidad conocida que puede implicar

prolongar su accion, conseguir la liberacidén del p.a. directamente en el lugar de accion de

manera constante y a una concentracion adecuada y finalmente, conseguir la proteccion

del p.a. frente a la degradacion enzimatica.

El objetivo de la encapsulacién es el control del principio activo liberado, obteniéndose
asi una mayor efectividad y eficiencia en la administraciéon de la misma. Los soportes
usados en estos procesos de encapsulacion pueden ser polimeros, hidrogeles,

emulsiones, liposomas y materiales inorganicos.

Los liposomas son vesiculas microscopicas esféricas, de 20 a 30 nanometros de
diametro. Estan rodeadas por una membrana compuesta de un fosfolipido y un colesterol
bicapa, que envuelve a una sustancia acuosa de tal manera que sirven para transportar
esta sustancia. Como su membrana es similar a las membranas celulares, los liposomas
pueden incorporarse a células vivientes y depositar en ellas su contenido; al tener una
capa externa de tipo graso, son absorbidos con facilidad por la piel, con lo que la
distribucion del p.a que contienen es mucho mas eficaz y se necesita en menores

cantidades que si se vertiera directamente sobre la piel.

Un hidrogel es una red tridimensional conformada de cadenas flexibles de polimeros
que absorben cantidades considerables de agua. Estos polimeros tienden a ser

hidrofilos, blandos, elasticos e insolubles en agua ademas de que se hinchan en
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presencia de ella, aumentando apreciablemente su volumen mientras mantienen la forma
hasta alcanzar el equilibrio fisico-quimico. Adicionalmente, pueden tener gran resistencia

mecanica de acuerdo al método con el que se obtengan.

1.5.1 Nanoemulsiones

La nanoemulsiones son dispersiones coloidales translucidas de dos liquidos
inmiscibles estabilizadas por un tensioactivo, con un tamano de gota comprendido entre
los 20 y los 200 nm en donde uno de los dos liquidos es disperso en forma de pequefias
gotas en el otro (Bechner P. 2001). Este pequefio tamafo de gota hace que la
nanoemulsién posea una elevada estabilidad cinética, frente a la sedimentacion,
floculacion y coalescencia. Sin embargo, a pesar de su elevada estabilidad cinética, son
termodinamicamente inestables, siendo necesaria la aportacion de energia para su

formacion (Solans et al, 2005).

Las emulsiones pueden ser convenientemente clasificadas de acuerdo a la
distribucion del espacio relativo del aceite y la fase acuosa. Un sistema que consiste en
gotas de aceite dispersas en una fase acuosa es llamado emulsion aceite-en-agua (o/w),
mientras el sistema que consiste en gotas de agua dispersas en una fase oleosa es
llamado emulsion agua-en-aceite (w/o) y también existen las bi-continuas (Bhatt et al,
2011).

Ventajas de las nanoemulsiones:

1. Las nanoemulsiones tienen una mayor area de superficie y energia libre por lo cual
se convierten en un sistema de transporte eficaz.

2. No muestran los problemas de formacion de crema inherente, floculacion,
coalescencia y sedimentacion.

3. Pueden ser formuladas en una variedad de formulaciones, tales como espumas,
cremas, liquidos y aerosoles.

4. No son téxicas ni irritantes por lo tanto pueden ser facilmente aplicadas a la piel y a

las membranas mucosas.
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5. Se pueden administrar por via oral si la formulacion contiene agentes tensioactivos
que son biocompatibles.

6. No danan a las células sanas de humanos y animales, por lo tanto, son adecuadas
para fines terapéuticos humanos y veterinarios.

7. Se pueden aplicar como sustituton de liposomas y vesiculas, y es posible construir
fases laminares cristalinas liquidas alrededor de las gotitas de nanoemulsion.

8. Debido a su pequefno tamarfo, las nanoemulsiones puede penetrar a través de la

superficie "rugosa" de la piel y esto mejora la penetracidén de los principios activos.

Los excipientes utilizados para la preparacion de las nanoemulsiones deben ser
seguros, no toxicos y no irritantes, segun los que aparecen en la lista de componentes
generalmente reconocidos como seguros (Generally Regarded As Safe, GRAS vy
Gatteffosé patented technology. “Microemulsions: Formulation Guide). Un punto critico es
la eleccion del tensioactivo ya que suelen ser irritantes y se encuentran en altas

concentraciones en la formulacion para poder estabilizar el sistema coloidal.

Para la elaboracion de las nanoemulsiones, en primer lugar se selecciona la fase
oleosa que es la responsable de la solubilizacion de farmacos hidréfobos. En este caso
es conveniente seleccionar el aceite en el cual el farmaco presente una mayor solubilidad.
Asi pues para la seleccibn de esta fase, se realiza un screening de aceites.

Posteriormente se selecciona el tensioactivo apropiado.

Con el fin de racionalizar el comportamiento de los tensioactivos se determina su
balance hidro-lipofilico (HLB). Este tiene en cuenta la contribucién relativa del fragmento
hidréfilo e hidrofobo en la molécula del tensioactivo. Los tensioactivos con HLB altos (8-
18) se consideran solubles en agua, y favorecen la formacion de emulsion de fase externa
acuosa. Los tensioactivos de bajo HLB (3-6) se consideran lipofilos y favorecen la
formacion de emulsiones de fase externa oleosa. Los co-tensiactivos, son tensioactivos
generalmente alcoholes o esteres alcohdlico de cadena corta, que se afladen con el fin de
reducir aun mas la tension interfacial, facilitando la emulsificacion del sistema (Devarajan
y Ravichandran, 2011). La adicion de un co-tensioactivo, generalmente aumenta la
estabilidad del sistema y la solubilidad del compuesto en el mismo.
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En general, se eligen tensioactivos no ionicos (esteres de glicerol, esteres de
acidos grasos, alcoholes grasos), por su buena tolerabilidad biolégica asi como por su
habilidad para formas nanoemulsiones independientemente del pH y a la concentracion
de electrolitos en la formula (Djordjevic y cols.2004). También se pueden encontrar
tensioactivos anidnicos (acidos carboxilicos, sulfonatos, etc.) y catiénicos (aminas y sales

de amonio cuaternario, etc.) (Devarajan et al, 2011).

Normalmente las nanoemulsiones contienen grandes cantidades de tensioactivos.
Esto hace que posean una muy baja tensién interfacial, facilitando la obtencion de
tamanos de gota nanométricos que asegura una excelente superficie de contacto entre la
piel y el vehiculo (Kreilgaard, M. 2002). En la tabla 3 se muestran ejemplos de los
componentes de las hanoemulsiones.

Tabla 3. Componentes de las nanoemulsiones. Gatteffosé patented technology.
“Microemulsions: Formulation Guide”. Saint-Priest Cédex FRANCE

Componentes de las nanoemulsiones

Aceite Ejemplos

Aceite de ricino, aceite de maiz, aceite de coco, aceite
Emulsionantes de onagra, aceite de linaza, aceite mineral, aceite de oliva,

aceite de cacahuete

Lecitinas naturales de origen vegetal o animal,
Aditivos fosfolipidos, derivados de aceite de ricino, polisorbatos,

estearilamina.

o Propilenglicol, 1, 3-glicol de butileno, glicol de butileno,
Antioxidantes ]
azucares tales como glucosa, sacarosa, fructosa y maltosa.

Surfactante Acido ascérbico, a-tocoferol.

Polisorbato 20, Polisorbato 80, polioxi 60, aceite de
Co-surfactante o . o »
ricino, monooleato de sorbitan, PEG300, glicérido caprilico.

Etanol, glicerina, PEG300, PEG400, polieno glicol,

Modificadores de la

tonicidad poloxamero.
Agente de ajuste del Glicerol, Sorbitol and xilitol.
pH
Conservantes Hidréxido de sodio o cloruro de hidrogeno.
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1.5.2 Nanoparticulas

Las nanoparticulas son sistemas coloidales con tamafios que oscilan entre 10 y
1000 nm obtenidos a partir de polimeros que pueden incorporar el farmaco en su interior,
o bien, quedar adsorbido. La estructura de las particulas puede ser de tipo matricial o de
tipo vesicular dependiendo de que el farmaco esté incorporado en la red polimérica o
rodeado o formando un nucleo; las primeras reciben el nombre de “nanoesferas” y las
segundas de “nanocapsulas”.(Figura 11). Asi pues, se pueden obtener nanoesferas de
tipo matricial y nanocapsulas de tipo vesicular, formadas por un nucleo lipidico rodeado

por una fina capa de material polimérico constitutivo (Zimmer Ay Kreuter J. 1995).

Membrana polimérica

l

Matriz polimérica

Cavidade

(aquosa ou oleosa)

Farmaco

Nanoesferas Nanocapsulas

Figura 11. Sistemas nanoparticulares. (Extraida de Lima P. 2013)

Una gran variedad de farmacos pueden ser administrados utilizando vectores
nanoparticulados. Asi, las nanoparticulas se pueden emplear para la liberacion de
sustancias tanto hidrofilicas como hidrofobicas. Ademas pueden ser formuladas para que
su liberacién sea dirigida a determinados tejidos u 6rganos, como por ejemplo al cerebro,
pulmones, higado, bazo, sistema linfatico, entre otros. Por lo tanto, las ventajas de este
tipo de nanoparticulas formuladas con poliésteres son las de ofrecer una proteccion al
principio activo en las condiciones bioldgicas y permitir una liberacion sostenida en el
tiempo evitando asi administraciones repetidas, o que conlleva una mayor comodidad

para el paciente.
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Al considerar el uso de nanoparticulas poliméricas para una determinada via de
administracion de farmacos, el tamafio de las particulas y la eficiencia de encapsulaciéon

son dos de las caracteristicas mas importantes de la formulacion.

La produccidon de nanoparticulas tiene muchas variables independientes. Un
parametro clave es el tensioactivo. Una amplia gama de moléculas sintéticas y naturales
con diferentes propiedades, se ha propuesto para la preparacion de nanoparticulas.
Como ejemplo de emulsionantes naturales se pueden citar dipalmitoil- fosfatidilcolina,
bromuro de didodecil dimetil amonio, y como tensioactivos el Pluronic F68 y Pluronic
F108.

Con respecto al polimero de las nanoparticulas, cabe mencionar que el polimero
utilizado para formular las nanoparticulas también afecta de manera importante a la
estructura, propiedades y aplicaciones de las particulas. Es asi que no existe un polimero
unico para todos los farmacos. En la tabla 4 se muestran algunos de los polimeros que se

han utilizado para vehiculizar farmacos.

Tabla 4. Polimeros utilizados en la vehiculizacion de farmacos.
Extraida de LLabot et al, 2008

Ejemplos de polimeros utilizados
en la vehiculizacion de farmacos

Polimero Farmaco Tamano (nm)

PlGA  |Doombigna | 200
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Entre los poliésteres utilizados en el desarrollo de nanoparticulas destacan los
poliésteres alifaticos, formados por una sucesion, bien de unidades monoméricas de acido
lactico o bien de dimeros lactico-co-glicolico. Estos biopolimeros han sido aprobados por
la FDA para elaboracion de sistemas de liberacion de farmacos y otros usos biomédicos
como la fabricacion de suturas biodegradables. El L-PLA y el PLGA son compuestos que
corresponden respectivamente al homopolimero lineal del acido poli-L-lactico y a
copolimeros lineales del D,L acido lactico y glicélico, los cuales se pueden encontrar en
proporciones monoméricas variables. La copolimerizacién del PLGA (Acido poli-lactico-co-
glicolico) puede ser llevada a cabo por dos rutas distintas de sintesis: 1) policondensacion
del acido lactico y del acido glicolico a temperatura superior a 120 °C, o por debajo de
esta temperatura en presencia de catalizadores, obteniéndose asi PLGA de bajo peso
molecular (PM < 10.000 Da); 2) polimerizacion via apertura de los dimeros ciclicos de
los dos respectivos acidos, resultando en copolimeros de alta masa y mejores
propiedades mecanicas. Por otro lado, el peso molecular de PLA/PLGA es un parametro
que influye en la homogeneidad de la muestra. En general, polimeros de elevado peso
molecular dan lugar a sistemas nanoparticulados con un bajo indice de polidispersion.

Las nanoparticulas biodegradables de PLGA han sido utilizadas como vectores
para la liberacion controlada de proteinas, péptidos, vacunas, genes, factores de
crecimiento, etc. EIl PLGA presenta ventajas y desventajas como biomaterial para la
encapsulacidon de macromoléculas terapéuticas. La degradacion del PLA/PLGA, que
ocurre por hidrolisis no enzimatica, puede dar lugar a una acumulacibn de sus
monomeros acidos, lo que resulta en la reduccidon del pH local y consecuente
desnaturalizacion de proteinas encapsulada. Sin embargo, como se ha mencionado
anteriormente, la ausencia de toxicidad de sus productos de degradacion y su modulable
velocidad de degradaciéon hacen del PLGA el poliéster mas utilizado en formulaciones
nanoparticuladas de aplicacidn terapéutica (Figura 12). Otra importante ventaja del PLGA
sobre el L-PLA, es que al presentar una velocidad de degradacibn mas rapida, la
probabilidad de que ocurran reacciones adversas debido a fragmentos cristalinos
liberados por estos ultimos, es menor (Rocha, F. et al, 2009).
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Figura 12. Estructura quimica del acido poli (D, L-lactico-co.glicélico)(PLGA) donde x es el

numero de unidades de acido lactico y y el numero de unidades de acidoo glicélico.

Otra caracteristica de las nanoparticulas de sumo interés es el potencial zeta, el
cual es una medida de la carga de la particula, como tal, y cuanto mayor es el valor
absoluto del potencial zeta mayor es la cantidad de carga de la superficie (LLabot, JM. et
al, 2008.)

Si bien se han realizado muchas investigaciones sobre nanoparticulas y se han
logrado vehiculizar farmacos que ya se encuentran comercializados. En 2005 se introdujo
en el mercado Abraxane ® y en el 2007 Nanoxel ® ambos medicamentos contienen
nanoparticulas de paclitaxel (anticancerigeno derivado de producto natural). (Newman DJ
2012).

También se han llevado varias investigaciones sobre nanoformulaciones de

productos naturales:

+ En un estudio de Phaleria macrocarpa [Scheff]. Boerl que corresponde a
una especie de Indonesia cuenta con aprecio etnomédico para el
tratamiento de diabetes y cancer, ademas de contar con propiedades
diuréticas; los compuestos mayoritarios del extracto metandlico de las hojas
de esta especie corresponde a flavonoides, uno de los principales es
luteolina, el cual fue encapsulada en micelas de caseina logrando
obtener nanocapsulas de tamafos de particula promedio de 109 nm
(Sahlan, M y Pramadewi, |. 2012).
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+ Por otra parte, para luteolina se ha desarrollado un método por HPLC para
cuantificar la cantidad absoluta de recuperacion y eficiencia de
encapsulaciéon, asi como la cinética de liberacibn de diferentes
formulaciones de suspensiones coloidales, logrando tamafos de particula
menores de 185.5 nm y superficies regulares esféricas con mayor
homogeneidad y dispersiones bajas, asi mismo, para las nanoparticulas y
nanoesferas formadas se reconocié que cuentan con un mecanismo de
liberacion de difusion pura segun el modelo de Korsmeyer-Peppas's (Phul
et al, 2011).

+ En el area de la quimioprevencion se contemplan agentes naturales como
flavonoides, taninos, curcuminas entre otros polifenoles que supriman,
inviertan o impidan el desarrollo del cancer. Estos compuestos en pruebas
de laboratorio han resultado eficaces; sin embargo, al trasladarlo a la
clinica surgen fallos en lo referente a su ineficacia sistémica y robusta
biodisponibilidad; por ello los esfuerzos cientificos se han enfocado en las
ultimas dos décadas al desarrollo tecnolégico a partir de formulaciones
nanoestructuras como encapsulaciones de diferentes agentes

anticancerigenos de origen natural (Muqgbil et al, 2011).

+ Se han preparado nanoparticulas del triterpeno pentaciclico acido
bosweélico por el método controlado de nanoprecipitacion logrando tamafios
de particula de 200 nm de forma esférica mismas que fueron ensayadas
sobre lineas celulares de cancer, encontrando selectividad sobre cancer de
prostata; ademas se logré evidenciar in vitro que el acido bosweélico
formulado en las nanoparticulas preparadas causa la fragmentacion del
ADN que resulta un contraste de apoptosis para la céluca camcerigena en
cuestion (Uthaman et al, 2012).

+ Finalmente, la epigalocatequina-3-galato ha sido encapsulada en PLA-PEG

y evaluada su eficacia contra el cancer de préstata humano tanto in vitro

como in vivo observandose una mejora en la dosificacion ya que se
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disminuye en un rango de 10 veces obteniendo una eficacia significativa
(Sanna 2011).

1.6 Permeacion transdérmica

En un sentido amplio la liberacion transdérmica incluye todos los farmacos
administrados de forma tdpica cuyo objetivo es ingresar a la circulacion sistémica. La
colocaciéon de pomadas, lociones o cremas sobre la piel intacta, obtiene grandes
variaciones en la magnitud y duracién del efecto farmacolégico, asi como niveles
sanguineos muy variables, debido a las diferencias en la permeabilidad intrinseca de la
piel y sus condiciones, y la naturaleza del vehiculo. (Kligman AM 1984). Los Sistemas
Terapéuticos Transdérmicos (STT) propiamente dichos son sistemas de liberacion
sostenida; y por tanto, su objetivo es el de suministrar el medicamento a la velocidad
necesaria para conseguir y mantener una concentracion plasmatica constante. El método
transdérmico no sélo permite una administracion del farmaco controlada y constante sino

que ademas permite una entrada continua del farmaco con tiempos biolégicos de vida

media cortos y evita una entrada pulsada en la circulacibn sanguinea, lo que causa
con frecuencia efectos secundarios no deseados (Verma et al, 2000). De esta manera,
Una de las principales ventajas, es que permite obtener niveles constantes del farmaco en
la sangre, evitando asi las reacciones adversas asociadas a las fluctuaciones en las

concentraciones sanguineas.

Existen factores biolégicos y fisicoquimicos que afectan la absorcion y la velocidad
de absorcion. En los factores biolégicos uno de los aspectos a tener en cuenta es el
estado de la piel; las lesiones cutaneas, la hidratacion de la piel, la regién anatomica y la
edad de la persona.

Con respecto a los factores fisicoquimicos generalmente en los sistemas de

liberacion controlada, la velocidad de liberacion puede estar afectada por las propiedades
del polimero del que estda compuesto el vehiculo/transportador.
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Otro factor es el pH debe ser tenida, ya que la proporcion en la que se encuentra
ionizada la molécula depende tanto de su pKa como del pH del medio, sélo la forma no
ionizada del p.a es capaz de atravesar la membrana lipidica en cantidades significativas,

la forma ionizada también puede hacerlo aunque en menor grado.

La lipofilicidad/hidrofilicidad de un compuesto también influye en la afinidad relativa
que presenta un soluto por el vehiculo que lo contiene y la membrana a través de la cual
difundira, y puede evaluarse mediante el coeficiente de particion (Log P) (Schoenwald et
al 1978).

1.6.1 Métodos de estudio de permeacidon transdérmica

Para determinar si la via transdérmica puede ser una alternativa a la via oral, para
una serie de farmacos que cumplen los requisitos basicos para ser formulados en forma
de sistema de administracion transdérmica, se usan dos tipos de métodos de estudio: in

vivo y método in vitro.

En los métodos in vivo, la capacidad de penetracion de formulaciones o farmacos
aplicados localmente es estimada evaluando las concentraciones alcanzadas en la
circulacion sistémica u orina. La biopsia cutanea representa otro método que permite
evaluar la cantidad de farmaco que penetra a través de las diferentes estructuras de la
piel en funcién del tiempo. Tanto estos como otros métodos in vivo presentan ventajas y
desventajas a la hora de la cuantificacion que pueden ser solventadas con la combinacion

de una 0 mas técnicas para un estudio mas completo.

Los métodos in vitro aplicados al estudio de la penetracidon de principios activos
representan las técnicas mas difundidas. En estos métodos se utilizan tanto piel animal o

humana como membranas artificiales (piel artificial) (Villarino, N. y Landoni, M. F. 2006).

El fendmeno de penetracion o permeacion de un farmaco a través de la piel es un
proceso complejo en el cual influyen gran cantidad de factores. Este fenbmeno esta
limitado por la difusién del principio activo a través del estrato corneo, dado que este
actua como un medio de difusion pasiva segun las leyes de difusién de Fick.
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En los estudios de permeacion transdérmica se relacionan normalmente la
variacion de la concentracidon del principio activo en funcién del tiempo. Al construir una
curva (Figura 13) con estas variaciones es posible aplicar las leyes de Fick y obtener los
parametros de que reflejan la penetracién como, flujo del principio activo (J) y constante

de permeacion o penetrabilidad (Kp).

1
estade estacionario

Cantidades acumuladas im glem’)

estado no estacienario

.~ L (tiempo de latencia)
-

] 10 20 0 40

Figura 13. Representacion de la funcién de permeacioén simulada correspondiente a la

cantidad permeada acumulada en funcion del tiempo.

La pendiente de la recta que relaciona la cantidad del principio activo permeado en
funcion del tiempo equivale al flujo J (mg.h™.cm?). Las caracteristicas del principio activo
que mayoritariamente influyen sobre la velocidad de permeacion son su reparto (K) y su
difusion (D) a través de la membrana. El producto de los dos coeficientes que cuantifican
estas propiedades (K y D) por unidad de espacio recorrida (L)  de la membrana se
define como coeficiente o constante de permeabilidad (K,). El calculo directo de K,
en funcion de D, K y L resulta dificilmente viable asi que con algunas sustituciones y
conociendo el valor del flujo se puede estimar el valor de la constante de permeabilidad K
sabiendo la concentracion del principio activo en el compartimiento donador (Co) con la

ecuacion:
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Se puede observar que la curva es convexa en los primeros tiempos del proceso y
después se transforma en una linea recta. Esto es debido a que en los primeros tiempos
no se encuentra en estado de equilibrio estacionario. En funcién del tiempo, la velocidad
de permeacion es constante, la curva es practicamente lineal y se llega a un estado de

equilibrio (puntos que forman una recta).

Si se extrapola la recta representativa de la permeacion en estado de equilibrio
estacionario hasta el eje de las abscisas, el valor de la cantidad de activo acumulada es
cero y el tiempo en el cual se cumple este es igual al tiempo de latencia (Tl) (punto de
interseccion de la recta con el eje de las abscisas). En consecuencia, el tiempo de
latencia indica el tiempo que tarda, desde el inicio de la experiencia, en llegar al estado de

equilibrio estacionario.

La resolucion de las ecuaciones que describen el modelo de permeacion de
farmacos mediante transformadas de Laplace conducen a ecuaciones que describen la
acumulacion de soluto en el compartimiento receptor; en estas ecuaciones aparecen
nuevas variables, por tanto para que estas resulten operativas se re-expresan utilizando

los siguientes parametros:

P =(Kk)z)
D
b
De aqui que:
K, =(R)pP)
1
1-<(n)

Estos calculos se realizan con un programa informatico que opera para la regresion
no lineal de minimos cuadrados por la aplicaciéon de transformadas de Laplace. La
finalidad es poder hacer una prediccién de las concentraciones verdaderas de un principio

activo en un individuo en un estado estacionario.
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1.6.2 Estudios de liberacion

El uso de membranas artificiales tiene un interés en los ensayos de cesion de
principios activos desde sus formulaciones semisoélidas o fluidas durante la fase inicial del
desarrollo de nuevas formulaciones farmacéuticas. Se debe trabajar con un tipo de
membranas que minimice al maximo la resistencia de paso del principio activo con el
objetivo de determinar con confianza la influencia de las emulsiones a la cesién del

principio activo.

Para determinar la cinética que mejor explica el proceso de cesion en la piel en
cada formulacidén, se ajustan los datos experimentales a modelos matematicos que
intentan describir el curso evolutivo del proceso de difusién. Las mas adecuadas son las
funciones de orden cero, orden uno, Higuchi con base fisicoquimica y Weibull sin base
fisico-quimica y Korsmeyer-Peppas (Costa, P. 2001) Las expresiones matematicas de

estas funciones son las siguientes:

Funcién de orden cero: O =K, (r-1,)
Donde:
Q: = cantidad del principio activo disuelto en el tiempo t.
Kd

to = periodo de latencia

constante de velocidad de la cesién

Funcién de orden uno: 0 =0, (1 - e‘Kd("’°))

Donde:

Q.. = es la cantidad maxima susceptible de cederse

1
Funcién de Higuchi: O = 4+ K(¢):
Donde

A = ordenada al origen
K = constante de velocidad de la cesion
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NEAP
Funcién de Weibull: 9 -0, [l—e ("’) ]

Donde:
tq = tiempo que necesita para ceder el 63.2 % de la cantidad maxima del principio activo
susceptible a cederse.

= parametro adimensional.

Funcién de Korsmeyer-peppas: O = A"
Donde:
A = es una constante cinética.
n = exponente de difusion o liberacién y debe ser menor que 0.45.
t = tiempo en horas.

Los ajustes de las funciones llamadas se han de realizar por regresién no lineal
mediante el programa WinNolin (Software, 2000) adaptado a un ordenador. Como el
criterio discriminatorio del modelo se ha de utilizar el criterio de informacién de Akaike
(AIC) basado en la ecuacion:

AIC =nLnSSQO +2p
Donde:
n = nombre de las parejas de valores experimentales.
SSQ = suma de los minimos cuadrados de los residuales.
p = nombre de los parametros de la funcién ajustada.

Este criterio se basa en el hecho de que los valores residuales han de estar
distribuidos aleatoriamente y la suma de sus cuadrados (SSQ) ha de ser minima. Se debe
tener en cuenta que cuanto mayor es el nombre de los parametros de la funcidén ajustada

(p), mayor sera la posibilidad de que siga menor el valor de SSQ.

La funcién que presente el menor valor de AIC es la que estadisticamente explica
mejor el proceso de difusion estudiado.
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Para poder realizar este analisis no lineal, se han de hacer aproximaciones del
comportamiento de los datos en cada uno de los modelos. Para ello es necesario hacer

un analisis por regresion lineal y asi obtener los parametros que describen cada modelo.

Las ecuaciones lineales para cada modelo cinético se resumen en la tabla

siguiente (tabla 4):

MODELO ECUACION

ORDEN CERO O=K,t

ORDEN UNO Ln(Q, -0)=-K i+ LnQ,
WEIBULL Ln(Ln( Q. )] = BLnT - BLnt,
0, =A4+K,t"
HIGUCHI 4L
td
KORSMEYER-
LnQ = LnA + nLnt
PEPPAS

Tabla 4. Ecuaciones lineales para cada uno de los modelos cinéticos de liberacion de

farmacos
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2.1 OBJETIVOS

El estudio de las plantas medicinales tiene como objetivo contribuir al conocimiento
quimico y farmacoldgico de las especies vegetales y de sus componentes, propiciar su
uso como alternativa terapéutica, ademas, de conducir al descubrimiento de nuevos
farmacos, candidatos para evitar o disminuir los sintomas de una diversidad de
enfermedades que amenazan la salud humana. Por ende, es muy importante realizar
estudios pertinentes de aquellas especies vegetales que ya son utilizadas de forma
tradicional para aliviar ciertos padecimientos y que han sido demostrados sus efectos

farmacolégicos en ensayos in vitro e in vivo.

A partir del estudio de las hojas de Eysenhardtia platycarpa, se observo que
la especie vegetal metaboliza las flavanonas isopreniladas: 5,7-dihidroxi-6-metil-8-
prenilflavanona (l) 5,7-dihidroxi-6-metil-8-prenil-4’-metoxi-flavanona (ll), 5,7-dihidroxi-6-
preniflavanona (lll), 5-hidroxi-7-metoxi-6-prenilflavanona (IV), ademas de reportarse a los
esteroles: p-sitosterol y 3-O-p-D-glucopiranésido de -sitosterol como constituyentes de la
especie. (Narvaez-Mastache, J.M.; Gardufio-Ramirez et al 2006) EI extracto metandlico
fue sometido a evaluaciones en modelos quimico-biolégicos en busca de actividades
hipoglucemiante, antidiabética, antiinflamatoria y antioxidante, resultando interesantes los
datos obtenidos de la investigacion. (Carrillo Morales, M. 2004; Narvaez-Mastache et al,
2007; Narvaez-Mastache et al, 2008).

Se han reconocido también a las flavanonas isopreniladas naturales como
compuestos quimicos sujetos a diferentes estudios tanto farmacoldgicos,
biofarmacéuticos y de nanoestructuraciéon en este proyecto de investigacion; buscando
también mejorar la actividad antiinflamatoria. Se considera relevante la contribucion
cientifica basando la propuesta de investigacion en la originalidad del proyecto, su
alcance y hallazgos que aporte en el campo de la Investigacion de los Productos
Naturales, Biofarmacia y Tecnologia Farmacéutica; para llevar a cabo el presente

proyecto de investigacion, se establecen los objetivos que se describen a continuacion.
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2.1.1 OBJETIVO GENERAL

Conocer la capacidad de permeacién transdérmica a través de estudios ex vivo, de
las flavanonas isopreniladas de origen natural vehiculizados en sistemas
nanoestructurados (nanoemulsiones y nanoparticulas) para comparar la eficacia
antiinflamatoria de las flavanonas libres y nanoformuladas y realizar estudios
biofarmacéuticos. Con ello se pretende obtener informacién relevante de su
liberacion para poder disefiar y desarrollar nuevas formulaciones con el fin de
conseguir un mejor balance riesgo/beneficio en futuras aplicaciones farmacéuticas. En
el diagrama 1 se muestran de manera grafica los objetivos del presente trabajo de

investigacion.

2.1.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Obtener del extracto metandlico integro de las hojas de Eysenhardtia platycarpa las
flavanonas isopreniladas 5,7-dihidroxi-6-metil-8-prenilflavanona (), 5,7-dihidroxi-6-
metil-8-prenil-4’-metoxi-flavanona (ll), 5,7-dihidroxi-6-preniflavanona (lll), 5-hidroxi-
7-metoxi-6-prenilflavanona (IV).

2. Disefar y caracterizar sistemas nanoestructurados (nanoemulsiones y sistemas

poliméricos) para las flavanonas isopreniladas naturales.
3. Estudiar la liberacion in vitro de estos sistemas matriciales en membrana artificial.

4. Realizar ensayos de permeacion de los sistemas coloidales desarrollados en un

sistema ex vivo de piel humana.

5. Analizar los resultados obtenidos con los diferentes sistemas nanoestructurados de
las flavanonas isopreniladas desarrollados en funcibn de su actividad
antiinflamatoria comparandolos con las flavanonas vehiculizadas en disolventes

organicos.
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Diagrama 1. Objetivos del proyecto de tesis

2.2 PLAN DE TRABA]JO

En base a los objetivos descritos, la metodologia que se siguié para el presente
trabajo de tesis es el siguiente:

a) Aislamiento de las flavanonas y caracterizacion mediante espectroscopia de RMN
'H y RMN "°C.
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b)

Desarrollo y validacion de un método analitico lineal, preciso y exacto para el

analisis de las flavanonas isopreniladas.

Estudios de citotoxicidad en Artemia salina para cada uno de los compuestos.

Seleccion de la composicion de los excipientes para la sintesis de las
nanoemulsiones y seleccion del tipo de nanoparticulas en funcidon de las

propiedades fisicoquimicas de las flavanonas.

Sintesis y estandarizacion de los sistemas nanoparticulados.

Determinacion de la morfologia, morfometria (tamafo promedio e indice de
polidispersion) y carga superficial de los sistemas nanoestructurados desarrollados
mediante Microscopia de Transmision Electrénica y Espectroscopia de Correlacion
Fotonica (Dynamic Light Scattering) respectivamente.

Determinacion de la eficiencia de asociaciobn de las flavanonas en las

nanoparticulas.

Evaluacién de la cinética de liberacién de cada una de las flavanonas incorporadas

en nanoemulsiones y nanoparticulas.

Realizar estudios de permeacion ex vivo de las flavanonas vehiculizadas en los

sistemas nanoestructurados.

Evaluacion de la capacidad antiinflamatoria en modelo in vivo de las flavanonas

libres y vehiculizadas en nanoemulsién y nanoparticulas.
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3. RESULTADOS

Los resultados derivados de la realizacion de este trabajo de investigacion han
dado lugar a dos articulos publicados en revistas cientificas, los cuales se presentan a

continuacion acompafiados de un breve resumen.

Articulo 1. Dominguez-Villegas Valeri, Dominguez-Villegas Vanessa, Garcia Maria Luisa,
Calpena Ana, Clares-Naveros Beatriz and Gardufio-Ramirez Maria Luisa (2013).Anti-
inflammatory, Antioxidant and Cytotoxicity Activities of Methanolic Extract and Prenylated
Flavanones Isolated from Leaves of Eysehardtia platycarpa. Natural Products
Communications, 8 (2):177-180.

Articulo 2. Valeri Dominguez-Villegas, Beatriz Clares-Naveros , Maria Luisa
Garcia-Lépez , Ana Cristina Calpena-Campmany, Paola Bustos-Zagal , Maria Luisa
Gardufio-Ramirez (2014) Development and characterization of two nano-structured
systems for topical application of flavanones isolated from Eysenhardtia platycarpa.
Colloids and Surfaces B: Biointerfaces. 116 (2014) 183— 192.
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Articulo 1. Dominguez-Villegas Valeri, Dominguez-Villegas Vanessa, Garcia Maria
Luisa, Calpena Ana, Clares-Naveros Beatriz and Gardufio-Ramirez Maria Luisa
(2013).Anti-inflammatory, Antioxidant and Cytotoxicity Activities of Methanolic Extract

and Prenylated Flavanones Isolated from Leaves of Eysehardtia platycarpa. Natural
Products Communications, 8 (2):177-180.
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3.1 Anti-inflammatory, Antioxidant and Cytotoxicity Activities of
Methanolic Extract and Prenylated Flavanones Isolated from Leaves

of Eysehardtia platycarpa.

RESUMEN

Los flavonoides comprenden un grupo de compuestos del tipo fendlico que
abarcan una gran variedad de sustancias dentro de los Productos Naturales. Este tipo de
compuestos, que se encuentran en plantas superiores, frutas, granos y vegetales, son
consumidos en cantidad significativa en la dieta diaria. Particularmente las flavanonas han

demostrado diversas propiedades farmacologicas

A partir del estudio de las hojas de Eysenhardtia platycarpa, se pusé de manifiesto
que esta especie metaboliza las flavanonas isoprenilicas: 5,7-dihidroxi-6-metil-8-
prenilflavanona (1) 5,7-dihidroxi-6-metil-8-prenil-4’-metoxi-flavanona (2), 5,7-dihidroxi-6-
preniflavanona (3), 5-hidroxi-7-metoxi-6-prenilflavanona (4) y 5,7-dihidroxi-8-prenil-4’-

metoxi-flavanona (5) entre otros compuestos .

| OCH; HO o ©
HO ONg ©/

HiC I =
OH O

1) Q) 3

H,CO o ©
OCH,
l
HO o) ©/ _ OH O

|
( 4) OH O (5)
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En el presente trabajo se investigé la actividad antioxidante en el modelo de DPPH,
la actividad antiinflamatoria en el modelo in vivo de induccién de la inflamacion con TPA
en oreja de ratdn y la toxicidad frente a Arfemia salina de las flavanonas citadas de la
especie vegetal Eysenhardtia platycarpa. A parte del extracto metandlico, que present6 un
77.47 £ 0.95 % de inhibicion de la inflamacién, se aislaron las flavanonas (1-5); siendo la
flavanona (5) la que presento la mayor actividad antiinflamatoria con un 75.3 + 1.5 % en el

modelo in vivo ensayado.

Con respecto a la evaluacion antioxidante, se utilizo la quercetina y el alfa-tocoferol
como farmacos de referencia siendo también la flavanona (5) la que presentd mayor
actividad con 43.1 = 3.9 % de inhibicién a una concentracion de 1000 yM observandose
que la capacidad inhibitoria del radical libre es directamente proporcional a la

concentracion de las flavanonas isopreniladas.

Para conocer la toxicidad de los compuestos estudiados se realiz6é el estudio de
toxicidad frente Artemia salina que puso de manifiesto que el extracto metandlico de la
especie vegetal presenta una importante actividad toxica a 100ppm con un ICsy de 98.2
%. Sin embargo, al hacer el estudio de las flavanonas aisladas unicamente la flavanona
(4) presenta un importante efecto sobre la Artemia salina con un ICsy de 97.8 % a una
concentracion de 100 M. El resto de las flavanonas no presenta efectos citotoxicos. Al
igual que en los estudios de actividad antioxidante, se observa que el indice de mortalidad

frente a Artemia salina es directamente proporcional a la concentracion de las flavanonas.
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From the methanolic extract of Eysemhardtia plafycarpa {le“esj were isolated the prenylated flavanones: 3,7-dihydroxy-6-methyl-8-prenylflavanone (1),

3.7-dihydroxy-6-methyl- 8-pren}l—1 -methoxy-flavanone (2),

J-dibydroxy-6-prenylflavanone  (3). 3-dihydroxy-7-methoxy. 6-preu1]ﬂa‘.'anone ), 57-

d.lh}d.rom -8-prenyl-4 -methoxy-flavanone (5). Methanolic e'xtract of E pfﬂn carpa (leaves) and flavanones (5), (2) and (3) showed anti -inflammatory activity
according to tested quantities. In additon, flavanone (5) revealed the best percentage reduction of free radical DPFH. Finally, after eytotoxic activity study, the
methanolic extract from E. platycarpa leaves and flavanone (4) exhibited promising cytotoxic activity on brine shrimp.

Kevwords: Flavanones. Eysenhardiia platyearpa, Anti-inflammatory activity. Antioxidant activity. cytotoxic activity, Artemia saling.

Flavonoids are the most abundant polyphenols present in the human
diet and represent a class of molecules charactenized by a C6-C3-
C6 backbone structure [1]. A growing number of biological/
pharmacological activities including anticancer, anfimicrobial,
anfiviral, anti-mflammatory. imnmunomodulatory. and
anfithrombotic activities are assoctated with these compounds [2].
Other different biological activities as antimicrobial fungitoxicity,
cytotoxic and anti-VIH have been also reported for prenylated
flavanones [3-6]. All these proprieties ftumn the prenylated
flavanones into compounds of interest.

The study of the Eysenhardtia platycarpa leaves methanolic extract
revealed the presence of prenylated flavanones: 5,7-dihydroxy-6-
methyl-8-prenylflavanone (1) 3.7-dihydroxy-6-methyl-8-prenyl-4-
methoxy-flavanone (2). 5.7-dihydroxy--prenylflavanone (3). 5-
dihydroxy-7-methoxy-6-prenylflavanone  (4), 5, 7-dihvdroxy-8-
prenvl-4’-methoxy-flavanone (5). These compounds were isolated
previously and evaluated by biochemical models in search of
hypoglyceniant and anfidiabetic activities [7].

The aim of the present work is to invesfigate the i vive anfi-
inflammatory activity and the in vitro antioxidant and cytotoxic
activities of the methanolic extract of E. platycarpa (leaves) and its
flavanones (1-5). The TPA-Induced Acute Inflammation model in
mice ear was used. The antioxidant capacity was assayed by DPPH
and the cytotoxic activity by the Arremia saling (brine shrimp)
method.

TPA is an excellent acute inflammation ammal model, closely
related with the infiltration of neutrophil and macrophages. thereby

can be very useful short-term test to detect the agents with anti-
mnflammatory potential. The methanolic extract of the E. platycarpa
leaves revealed a total edema imhibition in mouse ear of 77.47 +
0.95 %; this percentage is due to the imndividual anfi-inflammatory
activity of ifs isolated compounds. considering that each isolated
prenylated flavanone vanes in anti-inflammatory activity. Among
the flavanones tested with 1 mglear in the TPA-Induced Acute
Inflammation (Table 1), flavanone (3) showed the highest anti-
mnflammatory actvity (75.3 = 1.5 %); followed by flavanones (2)
and (3) with inhibition percent of 684 = 1.5 % and 66.7 = 1.1 %,
respectively, however., flavanone (4) showed a meoderate anti-
mflammatory activity with mhibition percent of 464 = 1.5 %
Finally, flavanone (1) showed the lowest anti-inflammmatory activity
(122=1.1%).

Flavanone (5) as the unique among five tested, as shown in Table 1,
which has methoxyl group in C-7 demonstrated that the presence of
this group may enhance the anti-inflammatery activity; equally, we
observed that the presence of the prenyl group m C-6 and the
methoxyl group in C-4" could also improve the anti-inflammatory
activity. Similar anti-inflammatory activity shown in flavanones (3)
and (5) could indicate that presence of methoxyl group in C-7
instead of hydroxyl group also promoted the anti-inflammatory
activity. The inhibitions of pro-inflammatory enzymes and
cytokine-induced chemokine expression have been suggested as
molecular mechanism of the biological anfi-inflammatory activity
of flavonoids [8]. thus chemical structure is closely related with this
biological activity.
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Table 1: Ant-inflammatory actvity of the methanolic extract and prenylated Table 3: Cytotoxic actrvity (driemia salina).
flavanones (1-5).
- — - Samples Cytotoxic activity (Artemia salina) ICs
Samples Percentaze of awti-inflammatory activity (1 mgjear) Methanolic Ext, Leaves =17.78 ppm
Methanolic Ext. Leaves 775=1.0 1 = 100 uM
1 :
2 2 = 100 uM
E] 3 = 1000 pM
4 4 = 10 puM
5 73. _ z = 100 uM
Indomethacin 01.35= C' 4 Vehicle Wo ey i

Antioxidant compounds may be defined as radical scavengers
which protect the human body against free radicals that may cause
pathological conditions as anemia, arthritis, inflammation
neurodegeneration. Parkinson’s and cardiovascular diseases among
others [9]. The anfioxidant activity of phenclic compounds is
mainly due to their redox properties, which can play an important
role in adsorbing and neutralizing free radicals, quenching singlet
and triplet oxygen. or decomposing peroxides [10].

The effect of antioxidant compounds on DPPH radical scavenging
method 1s thought to be due to their hydrogen donating ability.
DPPH 1s a stable free radical and it accepts an electron or hydrogen
radical to become a stable diamagnetic molecule. The reduction
capability of DPPH radicals was determined by the decrease in its
absorbance at 515 nm induced by antioxidants and it is visually
remarkable as a discoloration from purple to yellow. Hence, DPPH
is usually used as a substrate to evaluate antioxidant activity of
natural products.

The antioxidant activity of methanolic extacts plant from E
platycarpa, E. punciata, and E. subcorfaceous (Fabaceae) were
previously reported, concluding that the methanolic extract of bark
from E. platvearpa was the most active against DPPH radical with
ECsp=212=01ppm [11]

In this research, the antioxidant activity of prenylated flavanones
obtained from methanolic extract of leaves from E. plancarpa
compared with quercetine and a-Tocopherol as antioxidant standard
agents was determined using DPPH method and results are shown
in Table 2. The flavanone (5) was the most active with 43.1 = 3.9
percent of reduction of DPPH free radical (1000 pM) of the assayed
prenylated flavanones. Additionally. the obtamned results revealed
that the scavenging of DPPH radical was found to be directly
proportional to the concentration of the prenylated flavanones.

Analyzing the chemical structure of the prenylated flavanones we
observed that the presence of methyl group in C-6, hydroxyl group
i C-7 and prenyl group m position 8 conferred a moderate
antioxidant capacity. However. the presence of prenyl group in
position & and methoxyl group in position 7 without the hydroxyl
group in position 4', significantly improved the anfioxidant activity.
Table 1: 1.1-Diphernyd-2-piery] hydrazyl radical (DPPH) radical scavenging activity of
the prenylated flavanones (1-5) and antioxidant standards.

Compds Concentration

10 uM 100 uM 10000

1 -31=17 -110=1.0 17.4=21

2 4008 46=10 201 70

3 0800 21=07 7

4 0200 2109

5 -6.6=0.1 -le=10 431 =30*
Quercetin 27209 TH6=44% 010 =00
TmM 10 mM 100 mM
o-Tocopheral 11.6=43 60.0=2.0" §3.5=3.1"

Valaes are mean = S EM (p=3) * p=0.05 Compared to control.

For pharmacological screening, we have applied the brine shrimp
lethality bioassay method which is recently developed as a rapid
general bioassay techmque for the natural products, this method

indicates cytotoxicity as well as a wide range of pharmacological
activities e g anticancer, antiviral and pesficidal. and others
[12.13].

In the present study the brine shrimp lethality of methanohc extract
of the leaves from E plafycarpa, showed an important toxic
actrvity: at 100 ppm. 98.2% of naupili mortalify was observed and
at the lowest assaved concentration 17.8 ppm, above 50 % of
mortalify was observed. The results are given in Table 3. We
conclude that the extract may have components presenting
brological activity, cytotoxic activify mainty.

Ameong flavanones. flavanone (4) exerted an important effect on the
Artemia saling test: at 100 pM, 97 8% of navpili mortality was
observed and at the lowest assayed concentration. 17.8 pM, 84% of
mortality was observed. a significant percent. We could conclude
that the ICs; is less than 10 pM. concentration that still causes
mortality slightly higher than 50%.

On the other hand, the prenylated flavanone (3) showed 43% of
mortality at the highest assayed concentration, 1000 uM. so it was
considered as non significant foxic activity.

Besides, the rest of flavanones, (1), (2) and (5) did not show any
remarkable cytotoxic activity against brine shrimp: ICsp =100 pM:
for this reason assay at 1000 uM was not performed. The rate of
mortality of nauphi was found to be increased according fo the
concentration of each of the samples assayed.

Based on the obtained results, it may be concluded that the
prenylated flavanones i1solated from E. plafycarpa did not showed
strong antioxidant activity compared to the standard, being
flavanone (5) which showed the best value of free radical DPPH
reduction.

The methanolic extract of the E platycarpa leaves showed
anti-inflammatory  activity and  5-hydroxy-7-methoxy-6-prenyl-
flavanone (5) was the most active followed by flavanones (2) and
(3) with moderate anti-inflammatory activity.

Cytotoxic activity study revealed different mortality rates of nauplii
in all experimental samples, sinmltanecusly, the control group of
nauplii remamed unchanged (non lethality/mortality). Thus we
conclude that the methanolic extract from the E. plafycarpa leaves
and flavanone (4), have a promusing cytofoxic activity on brine
shrimp.

Experimental

Plant Material: Leaves of E plafvcarpa Pennell & Safford
(Fabaceae) were collected from the municipality of Tefipac. State of
Guemrero, Meéxico. Voucher specimens were authenticated by
Ramiro Cruz Duran 1325 and were stored at the Sciences Faculty
Herbarium facilities (Autonomous University of the State of
Morelos, Mexico).
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Prenylated flavanones from Eysemhardtia platycarpa

Preparation af methanolic extract: The methanolic exfract was
obtained by the next maceration method, leaves were dried at room
temperature in the shade. once the leaves were dred they were
pulverized and extracted with methanol by maceration at room
temperature three fimes (100 g of dried vegetable material per 1000
ml of methanol). Once the extractions were performed, the solvent
was removed under reduced pressure to obtain the corresponding
residues [7].

Isolation of componnds: From the methanolic extract of E.
platvearpa leaves the prenylated flavanones 5.7-dihydroxy-6-
methyl-8-prenyl-flavanone (1): 5. 7-dihydroxy-6-methyl-4'-
methoxy-8-prenyl-flavanone (2); 5,7-dihydroxy-6-prenyl-flavanone
(3). 5.7-dihydroxy-4"-methoxy-8-prenyl-flavanone (4) and 5-
hydroxy-7-methoxy-6-prenyl-flavanone (5) were isolated by
column chromatography at reduced pressure, then flavanones were
purified and characterized by direct companson using TLC original
samples available at the laboratory. They were also analyzed by 'H
NMR. and C NMR and mass spectrometry checking their identities
by comparison with the spectroscopic data previously published [7].

Anfi-inflammatory activity

TPA-Induced Mouse Ear Edema: Mouse ear edema was evaluated
following the protocol previously described [14]. using groups of
three male CD-1 mice. Edema was induced by topical application of
2.5 pg per ear of TPA solved in ethanol. Solutions of the methanolic
extract from leaves. flavanones (1-5) (1 mg'ear) and indomethacin
as standard drug reference were prepared at a concentration of 1
mglear, solving each of those substances m different solvents
according to their solubility, respectively. Those were applied to
both sides of the right ear (10 pL each side) such as TPA. The ear
swelling was measured just before TPA application and 4 h later.
The edema was expressed as the increase of thickness. Results are
shown in Table 1.

Mice: Adult male CD-1 mice with a body weight ranging from 20
to 25 g were used. All animals had free access fo food and water
and were kept on a 12/12 h light-dark cycle. Animals were
maintained in standard laboratory conditions approved by the
Animal Care and Use Committee (NOM-062-ZOO-1999 and
PROY-NOM-087-ECOL-SSA1-2000). All experiments were
carried out using 6 animals per group.

Anfioxidant activity

DPPH radical scavenging assay: Radical scavenging activity of
methanolic extract from E. platyearpa leaves and compounds was
measured by a slightly modified method of Brand-Williams [15].
Radical scavenging activity of methanolic extract and flavanones
against stable DPPH (2.2-diphenyl-2-picrylhydrazyl hydrate,
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Germany) was determined
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spectrophotometrically. When DPPH reacts with an antioxidant
compound. which can donate hvdrogen. it 1s reduced. The changes
in color (from deep—violet to light—yellow) were measured at 515
nm on a UV/visible light spectrophotometer (Spectronic Genesys 8,
Rochester, USA).

Methanolic extract and compound solufions were prepared by
solving an appropriate amount of each sample in ethanol The
solution of DPPH in ethanol was prepared just before UV
measurements. 1.5 ml of this DPPH solution was mixed with 0.5 ml
of compound solutions in 1 cm path length disposable
microcuvettes (final mass ratte of compound and DFPH 3:1
approximately).

Samples (at 1000, 100 and 10 pM for compounds) were kept in the
dark for 90 min at room temperature, then the decrease in
absorption was measured. For confrol sample. absorption was
measured of a blank sample containing the same amount of ethanol
and DPPH. The experiment was carried out in friplicate. Radical
scavenging activity was calculated by the following formmula:

% Inhibition = [4B - AA4B] X 100

Where: 4B-absorption of blank sample (f = 0 min); 4A—absorption
of tested extract or compound sclution (f = 90 min).

Brine shrimp Artemia salina Lethality bioassay

Brine shrimp lethality fest: The shrimp lethality assay was
proposed by Mayer [16]. It is based on the ability to kill laboratory-
cultured Arfemia naupli brne shrimp. The assay is considered a
useful tool for preliminary assessment of foxicity, and it has been
used for detection of fungal toxins, plant extract toxicity, heavy
metals, cyanobacteria toxins, pesticides, and cytotoxicity testing of
dental materials.

Dried cysts were performed as mdicated above, and incubated (1 g
cyst per liter) in a hatcher at 2830 °C with strong aeration, under a
confinuous light regime. Approximately 12 h after hatching, the
phototropic nauplii were collected with a pipette and concentrated
in a small vial. Ten brine shrimp were transferred to each well using
adequate pipette. The foxicity was defemuned after 24 h of
exposure. The numbers of survivors were counfed and percentages
of dead ones were calculated. Larvae were considered dead if they
did not exhibit any internal or external movement during several
seconds of observation. L.Csp values with 05% confidence intervals
values were determined using the log dose-probit analysis method
[17]. The experiment was realized by triplicated. The methanolic
extract was tested at concentration level of 1000. 100 and 10 ppm
and compounds solutions of 1000, 100 and 10 pM. All sample stock
solutions were prepared in saline solution with dimethylsulfoxide
0.1 %.
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3.2 Development and characterization of two nano-structured
systems for topical application of flavanones isolated from

Eysenhardtia platycarpa.

RESUMEN

La inflamacién es un proceso tisular constituido por una serie de fendmenos
moleculares, celulares y vasculares de finalidad defensiva frente a agresiones fisicas,
quimicas o biolégicas. Por lo tanto, la inflamaciéon se determina como un conjunto de
dafios exdgenos o enddégenos al actuar sobre el tejido vascularizado produciendo una
reaccion compleja. Existen varios farmacos comerciales para combatir la inflamacion; sin
embargo, presentan muchos efectos secundarios. Una alternativa a estos farmacos es el

uso de productos naturales.

En el presente trabajo, cuatro flavanonas aisladas de las hojas de la especie
vegetal Eysenhardtia platycarpa (Figura 14 de anexos) con actividad antiinflamatoria
experimentada in vivo y conocida, fueron formuladas en sistemas de liberacion
modificada; nanoemulsiones anhidras y nanoparticulas poliméricas de PLGA para su
aplicacion tépica.

La morfologia de la gota de las nanoemulsiones y el tamafo de particula de las
nanoparticulas de PLGA de cada una de las flavanonas fueron determinadas por TEM
(Microscopia Electronica de Transmision) y DLS (Dispersiéon Dinamica de la Luz). Para
los estudios de liberacion in vitro y la permeacioén en piel humana ex vivo se utilizaron
celdas de difusiéon vertical de Franz. También se realizaron estudios in vivo para
determinar la actividad antiinflamatoria de las formulaciones utilizando el modelo de TPA

en oreja de raton.

Las nanoemulsiones mostraron una forma de gota esférica, y un tamano entre los
48 y 68 nm; mientras que las nanoparticulas poliméricas de PLGA que presentan aun mas
una forma esférica, con tamafo de particula (156-173 nm.)
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En los estudios de liberacion se observa que las flavanonas (1) y (3) son las que
liberan mayor cantidad de farmaco, tanto en las nanoemulsiones como en las
nanoparticulas; sin embargo, en las nanoemulsiones se libera mayor cantidad de
flavanona. En los estudios de permeacion estas dos flavanonas también son las que

presentan mayor cantidad permeada.

En las evaluaciones in vivo para conocer la actividad antiinflamatoria de las
flavanonas en las formulaciones, la flavanona (1) vehiculizada en nanoemulsién aumentoé
la actividad antiinflamatoria comparada con la actividad intrinseca de la misma y la
flavanona (3) mejoré la actividad antiinflamatoria cuando esta vehiculizada en

nanoemulsioén y nanoparticulas.

Gracias a los estudios realizados y a las formulaciones obtenidas se abre una
opcion para mejorar los tratamientos antiinflamatorios que se encuentran actualmente en
el mercado. De esta forma, se alcanza el efecto antiinflamatorio deseado utilizando menos
dosis de principio activo, con la disminucidén de efectos adversos. Ademas, se mantiene
una liberacion constante durante un tiempo determinado del principio activo, obteniendolo

a partir de una fuente de origen natural.
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Articie history: Many of the inflammatory diseases are becoening ¢ in ageing society throughout the world. The

Received 26 July 2013 clinically used anti-inflammatory drugs suffer from the disadvantage of side effects. Alternative to these
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anti-inflammatory formulations with the best properties for the treatment of inflammatory disorders.
© 2013 Elsevier BV. All rights reserved.
1. Introduction Eysenhardtia platycarpa, a member of the Leguminosae fam-

Many of the chronic inflammatory diseases, such as rheumatoid
arthritis or systemic lupus erythematosus are becoming common
in ageing society throughout the world. Among drugs used to
treat different rheumatic diseases anti-inflammatory agents play
an important role in improving quality of life of these patients.
However, the clinical use of anti-inflammatory drugs for prolonged
periads is usually associated with an increased risk of side effects.
An alternative to these drugs are natural products, since ancient
times, traditional medicines have increasingly been used for the
treatment of inflammation.

* Corresponding authar. Tel.: +34 958 243004; foc +34 958 248058,
E-maf address: beatrizdiares@ugr 2 (B, Clares-Naveros).

0027-7765/S - see front matter © 2013 Elsevier RV. All rights reserved.
betp-dxdoterg/10.1016/Lcolsurfh 2013.12.000

ily known as “taray”, “palo dulce” (sweet wood) and “palo azul”
(blue wood) is a small tree that is widely distributed in south-
ern Mexico. It has been used in traditional herbal medicine
because of its potential health beneficial properties related to
phenolic compounds, among them, flavonoids have been known
to be the nature's tender drugs to show a wide range of
pharmacological activities |1]. They are a group of chemical enti-
ties of benzo-y-pyrone derivatives that have been studied as
potential anti-inflammatory reagents [2]. Flavonoids can affect
the functions of cells linked to inflammatory processes, act-
ing on emzymes and pathways involved in anti-inflammatory
processes [3]. Previous chemical analyses of E platycarpa have
allowed the isolation of flavonoids as 5.7 -dihydroxy-6-methyl-8-
prenyiflavanone; 5,7-dihydroxy-6-methyl-8-prenyl-4'-methoxy-
flavanone; 5,7-dihydroxy-6-prenyiflavanone and 5-hydroxy-7-
methoxy-6-prenylflavanone [4] Thus, it may be valuable to study
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Fig. 1. Chemical
prenylflavanone  (1):
(2); 57-dihydroxy-6-prenylflavanone  (3);
prenylflavanone (4).

of flavanones.
5.7-dihydroxy-6-methyl-8-prenyl-4'-methoxy-flavanone

structure 5,7-Dihydroxy-6-methyl-8-

and  5-hydroxy-7-methoxy-6-

the anti-inflammatory activity of these flavonoids, not only in order
to establish anti-inflammatory mechanisms, but also for develop-
ing a new class of safe anti-inflammatory agents, which may be
useful in the treatment of these kinds of diseases [5].

However, the chemical structure of flavonoids (Fig. 1) makes
them water insoluble compounds. To overcome the poor water sol-
ubility of drugs, an important area of pharmaceutical research is in
finding safe and effective strategies to deliver conventional drugs
as nano-scale drug delivery systems which can be devised to tune
release kinetics, to regulate biodistribution and to minimize side
effects, thereby enhancing the therapeutic index of a given drug
[6]. Nanoemulsions and nanoparticles are being widely utilized
in pharmaceutical and biomedical sciences [7-10]. In fact, many
promising new or existing drugs never reach the market because of
difficulties in delivery. Such drugs need to be formulated with smart
drug delivery systems and/or delivery technology to make them
acceptable for the treatment of patients [ 11]. Simultaneously, drug
delivery systems can be synthesized with controlled composition,
shape, size and morphology.

Nanoemulsions are transparent or translucent dispersions of oil
and water stabilized by an interfacial film of surfactant usually
in combination with co-surfactant having droplet sizes less than
100 nm. From the pharmaceutical point of view, nanoemulsions
improve transdermal and dermal drug delivery in vitro and in vivo
over classical dosage forms, as well as, increase the aqueous solu-
bility of poorly water soluble drugs as in the case of the referred
flavanones [12].

Nanoparticle systems have also been proposed for topical
administration to enhance percutaneous transport into and across
the skin barrier with important features, among them their surface
to mass ratio thatis much larger than other particles, their quantum
properties and their ability to bind and adsorb drugs improv-
ing their bioavailability, providing better encapsulation, controlled
release, less toxicity and increasing drug stability [8]. In this line,
upon skin application, the stability of polymeric carriers differs
considerably from conventional vesicles (liposomes and niosomes).
[13]

In view of an extensive literature searching, no informa-
tion about E. platycarpa was found as anti-inflammatory agent
loaded nanostructured drug delivery systems for dermal appli-
cation and on account of alleged usefulness to this plant in
traditional medicine, the major aims of the present study were:
(i) to develop nanoemulsion (NE) and nanoparticles (NP) of
flavanones:  5,7-dihydroxy-6-methyl-8-prenylflavanone  (1);
5,7-dihydroxy-6-methyl-8-prenyl-4’-methoxy-flavanone (2);

5,7-dihydroxy-6-prenylflavanone (3) and 5-hydroxy-7-methoxy-
6-prenylflavanone (4) isolated from the methanolic extract of E.
platycarpa leaves, (ii) to characterize the formulations in terms of
physicochemical properties; (iii) to evaluate their in vitro release
behaviour and kinetic parameters, (iv) to investigate the ex vivo
permeation across human skin and retained amounts, and finally
(v) to assess the in vivo anti-inflammatory activity in mice.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals

Poly lactic-co-glycolic acid (PLGA) 50:50 (Resomer® RG503)
was obtained from Boehringer Ingelheim (Ingelheim, Germany),
poloxamer 188 (P188, Lutrol® F68) was kindly provided by
BASF Corp. (Barcelona, Spain), polyglyceryl-3 dioleate (Plurol®
Oleique CC497), caprylocaproyl polyoxyl-8-glycerides (Labrasol®),
triglycerides medium-chain EP/NF/JPE (Labrafac® lipophile) and
propylene glycol were provided by Gattefossé (Saint-Priest Cedex,
France). Double distilled water was used after filtration in a
Millipore® system (Millipore, Billerica, MA, USA). All other chem-
icals and reagents used in the study were of analytical grade and
obtained from Panreac (Barcelona, Spain).

2.2. Experimental animals

Male Swiss CD-1 mice (20-25 g) were purchased from Circulo
ADN S.A. de C.V. (Coyoacan D.F., Mexico) and were subjected to a
quarantine period of 7 days on arrival. The animals were housed in
plastic cages with soft bedding with access to controlled diet and
tap water ad libitum. The temperature was kept at 24+ 1°C and
the relative humidity was kept at 50-60%. Artificial lighting was
used to provide 12h light and 12 h dark every 24 h. The studies
were conducted under a protocol in accordance with the Mexican
Official Norm for Animal Care and Handling (NOM-062-Z00-1999).

2.3. Extraction and isolation

E. platycarpa leaves were collected from the municipality of Teti-
pac, State of Guerrero (México) and identified by Prof. Ramiro Cruz.
A voucher specimen was stored at the Sciences Faculty herbar-
ium facilities of the Autonomous University of the State of Morelos,
Mexico (voucher specimen Ramiro Cruz 1325).

Once the leaves were dried at room temperature they were
pulverized and extracted with methanol by maceration at room
temperature three times (100g of dried vegetable material per
1000 mL of methanol).The extract was concentrated to dryness
by rotatory vaporization at 60°C under reduced pressure. The
prenylated flavanones 1, 2, 3 and 4, were isolated by column chro-
matography atreduced pressure, and then flavanones were purified
and characterized by direct comparison using TLC original samples
available at the laboratory. They were also analyzed by '"H NMR
and '*C NMR and mass spectrometry checking their identities by
comparison with the spectroscopic available data in literature [4].

Finally, the logarithm of the molecular octanol/water partition
coefficient (log P) of the isolated flavanones was estimated, because
is a measure of hydrophobicity, an important property to predict
or explain the drug behaviour. The measure was performed by the
semiempirical quantum AM1 method using the HyperChem Pro-
fessional 8.0 software (Hypercube, Inc., Gainesville, FL, USA).

2.4. Preparation of nanoparticulate systems
The elaboration of flavanones loaded NEs (NE1, NE2, NE3,

NE4) was performed according to the method described pre-
viously [9] by mixing the established amounts of oil, solvent
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Fig. 2. Pseudo-ternary phase diagram showing nanoemulsion region of Labrafac®, Labrasol®-Plurcl®oleigue (5:1] and propylene glycol.

and surfactant-cosurfactant mixture, before adding the reguired
amount of propylene glycol under magnetic stirring at room tem-
perature. Subsequently, flavonones (1-4) were dissolved into the
pre-weighted vehicle at a concentration of 0.5% (wjw) by sonica-
tion of the components in an ultrasonic bath, and equilibrated for
12 h to detect possible precipitation risk of actives. Compositions
of the developed MEs are reported in Fig. 2.

Polymeric NPs containing different flavanones (NP1, NP2, NP3
and MP4) were prepared by the solvent displacement technigue
described by Fessi et al. [14] under optimized conditions deter-
mined in previous papers [15-16). Briefly, an organic solution of
90 mg of PLGA (50:50) in 25 mL of acetone containing the flavanone
[1.5mg/mL) was poured, while stirring moderately, into 50 mL of
an agueous pH= 3.5 solution containing 10 mg/mL of P188. Acetone
was then evaporated and the MNPs dispersion was concentrated to
10 mL under reduced pressure in a rotavapor mode] B-480 (Biichi,
Labortechnik AG, Flawil, Switzerland].

2.5, Physicochemical characterization

2.5.1. Particle size analysis

The size of MEs and NPs was determined by photon correlation
spectroscopy (PCS ) with aZetasizer NanoZS (Malvern Instruments,
Malvern, UK}, a non-invasive, well established technigue for mea-
suring the size of particles in the submicron region, providing in
parallel the width of the size distribution expressed az polydisper-
sity index (P1). Samples were directly placed into the module and
the data were collected at room temperature. Experiments were
carried out in triplicate for each sample, and results were reported
as the mean £ 50.

2.5.2. Zeta potential measurements

Zeta potential (ZP) of NPs was also measured using a Zeta-
sizer NanoZ5 (Malvern Instruments, Malvern, UK). This instrument
also allows determining the electrophoretic mobility to assess
the surface electrical charge of particles. Samples were diluted
in purified water adjusting conductivity (50 pw5/cm) with sodium
chloride solution [0.9%, w/v), adjusting the conductivity to this fixed
value avoids fluctuations of the ZF caused by differences in the

conductivity of the distilled water [ 17]. The ZP was calculated from
the electrophoretic mobility using the Helmholtz-Smoluchowski
equation [ 18]. Values are reported as the mean & 5D of at least three
different batches of each formulation.

25.3. Morphological studies

Morphological and structural examination of NEs and poly-
meric NPs was performed using transmission electron microscopy
(TEM) with a Zeiss 902 CEM 902 (Zeiss, Barcelona, Spain). Briefly,
one drop of each sample was deposited on copper grids cov-
ered with a layer of Formvar® standing for 4 min. The grids were
later stained with one drop of 2% uranyl acetate solution and
allowed to dry for 5 min before examination under the electron
MICroscope.

254, Drug loading efficiency and entrapment efficiency

Accurate amount of flavanone loaded NEs containing 0.5% (wiw)
of drug were dispersed into ethanol/water (70:30) solution and
sonicated for 10 min to completely extract flavanones from the NEs.
After extraction, the solution containing the loaded NE was stored
for two days at room temperature and then re-analyzed to ensure
the complete extraction of drug. The amount of flavanone extracted
was guantified by HPLC analysis described in Section 2.7 and drug
loading efficiency (DLE) calculated.

The entrapped efficiency (EE) of each flavanone loaded poly-
meric NPs was determined by measuring the concentration of free
drug in the dispersion medium. The amount of non-entrapped
flavanone (1-4) was separated by filtration/centrifugation tech-
nique using Amicon centrifugal filter devices with 100 KDa Ultracel
membrane (Millipore Corporation, Billerica, MA, USA) at 3000 rpm
for 12min in a Sigma 301K centrifuge (Sigma, Barcelona, Spain).
Prior to filtration/centrifugation each sample was diluted (1:20)
with ethanolfwater (70:30) solution to avoid deposition of free
flavanones {possibly crystallized in the agueous phase) onto MPs
surface avoiding erroneous overestimation of the EE. NPs were
then retained on the memhbrane filter while the hydro-ethanaolic
solution containing the free drug crossed the membrane. The
amount of drug in this solution was established using HPLC
analysis.
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The flavanone entrapment efficiency was calculated as indicated
below:
Total amount of flavanone — Free amount of flavanone (“

-
EEIR) Total amount of flavanone =100

Similarly, the drug loading capacity ( LC) of the loaded polymeric
MNPs was calculated using the following equation:

Total amount of flavanone in nanoparticles
Total amount of nanoparticles

LC(%) = x 100 (2)

2.6. Stahility studies

The MEs and polymeric MPs were filled in glass vials and
incubated according to ICH guideline [19] at 54+ 1°C (refrigera-
tion condition) and 40 £ 2 *Cf65% RH (accelerated condition) for 3
months. Stability was assessed by comparing the initial appearance
and clarity { by visual inspection ), as well as EE, ZP, and particle size
with those obtained after storage period.

2.7. Determination of the drug content in formulations

The flavanones content in NEs and polymeric NPs was
determined by a reverse-phase high-performance liquid chro-
matography (RP-HFLC). Aliquots of the extracted sample were
filtered through 0.45 pum filters and drug content was estimated.
The system consisted of a Waters 1500 pump (Waters, Milford,
MA) with a UV-vis 2487 detector [Waters, Milford, MA), wave-
length of 290 nm. A reverse-phase column Mucleosil® 100, 5 pum,
250 mm = 20 mm (Macherey-Magel GmbH & Co. KG, Germany) was
used with a flow rate of 1.0 mL{min. The mobile phase consisted of
acetonitrile/water (80:20)

Standard stocks of flavonones (100, 50, 25, 12.5, 6.25, and
3.125 pg/L) were prepared from a main solution in ethanol/water
(70:30) containing 0.1 mg/mL in order to measure the concen-
tration of the samples and to validate the analytical technigue
according to international guidelines [20] including linearity, sen-
sitivity, accuracy, precision and selectivity.

2.8, Invitro release studies and kinetic evaluation

In vitro release studies were performed using vertical diffusion
Franz cells (Hanson research corporation, CA, USA) with effective
diffusional area of 0.6 cmZ2. Three types of membranes were tested:
methylcellulose (MC){ Teknokroma, Barcelona, Spain), nylon (NYL)
(Waters Corporation, Milford, MA, USA) and polysulfone (PS) (Pall
Corporation, Gelman Sciences, Ann Arbor, M1, USA). The best mem-
brane was selected for this assay.

The receptor compartment was filled with ethanol/water
(70:30) as receptor phase. This receptor medium allowed keeping
perfect sink conditions in the whole experiment. It was constantly
stirred with a small magnetic bar and thermostated at 32 +1°C
throughout the experiments. 100mg of each formulation was
placed on the donor phase; samples of the receiver compartment
were extracted after prefixed intervals times for 70 h and replaced
with an equal volume of fresh solution. Concentrations of released
drug values are reported as the mean+ 5D of six replicates. Fla-
vanones amounts of each sample were calculated by HPLC method
as described in Section 2.7.

Data obtained from in vitro release studies were fitted to var-
ious kinetic equations to find out the mechanism of flavanones
release from MEs and polymeric MPs. Four different kinetic models
were used: zero order, first order, Weibull and Korsmeyer-Peppas
functions.

A nonlinear least-squares regression was performed using the
WinNonLin® Professional edition software, version 3.3 (Pharsight

Corporation, Sunnyvale, CA, USA), and the model parameters cal-
culated. Equally, the Akaike's Information Criterion (AIC) was
determined for each model as itis an indicator of the model suitabil-
ity for a given dataset. The smaller the value of Akaike's Information
Criterion, the better the model adjusts the data.

2.9. Human skin permeation studies

Human skin from abdominal plastic surgery of healthy patients
was used as a permeation membrane, Skin was cleaned and stored
at —25 “C until further use. For the experiment skin was cut using an
Aesculap GA 630 dermatome, (Aesculap, Tuttlingen, Germany) into
400 pm thick pieces at room temperature [21]. The experimental
protocol was approved by the Bioethics Committee of the Barcelona
SCIAS Hospital (Spain), and written informed consent forms were
provided by volunteers.

Each skin sample was measured in triplicate using a trans
epidermal water loss (TEWL) measurement Dermalab® module
(Cortex Technology, Hadsund, Denmark) to check the skin integrity
[22], skin with TEWL value higher than 10g/m?/h was ruled out
from the experiment.

The permeation studies were performed in amber glass Franz-
type diffusion cells with a diffusion area of 2.54cm?. The excised
skin was set in place with the stratum corneum facing the donor
compartment(1.5mL)and the dermis facing the receptor compart-
ment (6 mL). 0.4 mL of the test formulation was applied to the skin
surface in the donor compartment and the receptor compartment
was filled with ethanol/water (70:30) solution. Solution in receptor
side was kept at 32+ 1°C. After application of the test formulation
on the donor side, 300 pL aliquots were collected from the recep-
tor side at designated intervals for 40 h and replaced with an equal
volume of fresh solution immediately. Sink conditions were met in
all cases. Amounts of flavanones were determined in triplicate by
HPLC as described in Section 2.7.

The cumulative amount of each flavanone permeated ()
through excised human skin was plotted as a function of time.
Additionally, flavanones fluxes (], jug/cm?[h) through the skin, from
the MEs and polymeric NPs were calculated from the slope of lin-
ear portion of the cumulative amounts permeated through the
human skin per unit surface area versus time plot, and the intercept
with the X-axis (time) is equal to lag time (T}, h). The permeability
coefficients (Kp, cm/h) were obtained by dividing the flux () by the
initial drug concentration (Cy) in the donor compartment, and it
assumed that under sink conditions the drug concentration in the
receiver compartment is negligible compared to that in the donor
compartment. Partition parameter Py and the diffusion parameter
Py were also calculated.

Amount of drug remaining in the skin (the extraction recov-
ery) was determined by computing the amount of each flavanone
extracted from the skin to the amount of flavanone added. For
the extraction, the skin was removed from the Franz cell, cleaned
with gauze soaked in a 0.05% solution of sodium dodecyl sul-
phate and washed in distilled water accurately. The permeation
area of the skin was then excised and weighed, and the flavanone
contained was extracted with ethanoljwater (70:30) mixture
during 20 min under sonication in an ultrasound bath. The result-
ing solutions were centrifuged (1500rpm) and their flavanones
(1-4) levels (expressed as pgfzem? of skin) were measured by
HPLC, yielding the amount of each flavanone retained in the
skin.

2.10. Anti-inflammatary testing
For the evaluation of the anti-inflammatory activity, each fla-

vanone loaded ME and polymeric NPs were assayed by TPA-induced
mouse ear oedema following the protocol previously described
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[23]. Mouse ear oedema was induced using groups of male CD-1
mice (n=3 mice per group) through topical application of 2.5 pg
of TPA (12-0-tetradecanoylphorbol-13-acetate) dissolved in 5 plL
ethanol. 1 mg of each free flavanone (1-4) was dissolved in ace-
tone and applied on both sides of the right ear simultaneously
with TPA. Standard anti-inflammatory drugs, diclofenac acid and
indomethacin as references, were dissolved in acetone or incor-
porated in the vehicle concerned and applied to both sides of the
right ear (same dose that flavanones) simultaneously with TPA.
Also, ethanol and acetone were applied to both sides of the left
ear.

Appropriate volumes of flavanone loaded NEs or NPs were cho-
sen to apply 1 mg of drug to the right ear and the same quantity
of vehicle (unloaded MNEs or unloaded MNPs) to the left ear. Four
hours after the anti-inflammatory agents were administered; the
animals were sacrificed by cervical dislocation. Circular sections
(7 mm diameter) were cut from right and left ears. The sections
were weighted and then anti-inflammatory activity expressed by
means of the following equation:

difference inweight of ear, control — difference in weight of ear, treated
x

The use of polymers as drug delivery systems is considered
nowadays a strategy to enhance the bicavailability of topically
administered drugs [16]. The entrapment of non-steroidal anti-
inflammatory drugs in particulate delivery systems represents
an innovative alternative to minimize side effects, while preser-
ving their efficacy. This can be obtained by the capacity of these
systems to provide controlled release or to improve the drug
penetration through the skin. Among these polymers, poly(D,L-
lactide-coglycolide) (PLGA), approved by the U.S. Food and Drug
Administration (FDA), has been extensively used for controlled
drug delivery systems because of their biocompatibility and
biodegradability. P188 was chosen as surfactant to stabilize partic-
ulate systems in agueous suspension due to its non-ionic character
and it is also accepted by the regulatory authorities for its admin-
istration [24]. Additionally, it is a valuable alternative to poly{vinyl
alcohol) due to the pronounced negative zeta potential values
obtained which contribute to the stabilization of the colloidal sys-
tem [25]. Based on these considerations, PLGA 50:50 unloaded

Inhibition{%) =

2.11. Statistic analysis

The mean values of the ratio between chromatographic areas
and their expected concentration [AUC/C) were compared by
AMOVA to test the linearity of the analytical method (P> 0.05).

The median values of the permeation parameters coming from
six different donors were performed by non parametric analysis
(Kruskal-wallis) by using the GraphPad Prism®, v. 3.00 software
(GraphFad Software Inc., San Diego, CA, USA) differences where
P<0.05 were considered statistically significant.

3. Results and discussion
3.1. Selection of nanoparticulate system formulations

Manoemulsions could improve the permeation across the skin
due to the small droplet size and the presence of permeation pro-
moters. Furthermore, ME itself accelerates the drug penetration
into the tissue [9-10]. To design a new formulation, it is essential
to identify the influencing factors that might affect the proper-
ties of the NEs, so we elaborated a pseudo-ternary phase diagram
formed by the combination of substances such as a lipophilic phase,
non-ionic surfactants, and co-surfactants attending to their charac-
teristics of polarity, hydrophilicity andfor amphiphilicity according
to the NE formulations by the manufacturer guidelines.

On the basis of the suitability for topical administration after
literature research and preliminary studies, an anhydrous com-
position was selected because of the solubility of flavanones.
The frequently combination Labrasol® and Plurol® oleique was
used as surfactant and co-surfactant respectively because of the
known skin compatibility. Pseudo-ternary phase diagram of the
investigated quaternary system was constructed with the ohjec-
tive to study the relationship between the phase behaviour and
composition of mixtures. In this way, the vertexes of the equi-
lateral triangle represented the following components: Labrafac®,
Labrasal®:Plurol® oleique (5:1) and propylene glycol (Fiz. 2). For-
mation of NE systems (the yellow area) was observed at room
temperature. The obtained results show the best values of appear-
ance (isotropic transparent phase], droplet size and PIL. From the
best area of emulsion, the formulation expressed in Fig. 2 was
selected. Each flavanone (1-4) was loaded in a fixed concentration
of 0.5% [wfw).

difference in weight of ear, control

100 (3)

MPs and flavanone loaded NPs were developed at concentration of
1.5 mg/mL

3.2. Physicochemical characterization

Manoemulsions and polymeric MPs were characterized in terms
of appearance, droplet and particle size, Pl and ZP. Values are
reported in Table 1.

The obtained MEs were isotropic, transparent, and slightly vis-
cous (Fig. 3). All flavanones loaded NEs presented droplet sizes less
than 70 nm indicating a good system for topical release, with Pl
ranging from 0.222+0.019 to 0.518 £0.02 [11]. The ME4 exhib-
ited the highest size of 68.87 + 3.46 nm and ME1 showed the least
droplet size of 48914 0.30 nm. The droplet size of the unloaded
ME was 50.76 + 3.34nm, the mean droplet size was not changed
after flavanones 1 and 2 loading, contrary, after flavanone 3 loading,
droplet size was slightly but not significantly decreased, and fla-
vanone 4 loading increased significantly the droplet size (P< 0.001).
It has been hypothesized that apart from the NE structure and
composition, the incorporated drug molecules participate in the
structure of the system and may influence it due to molecular
interactions, especially if the drug possesses amphiphilic andfor
mesogenic properties [11]. On the other hand, the whitish suspen-
sion of flavanone loaded polymeric NPs showed mean particle sizes
of 156-202 nm. This increase of particles size against nanoemul-
sions could be attributed to the presence of a polymer matrix. The
particle size distribution was very narrow for NP2, NP3 and NP4,
being the PI lesser than 0.1, corresponding to monodisperse sys-
tems. Slightly higher value was observed for NF1.

Zeta potential of PLGA MPs depends on the end groups of the
PLGA, the type of drug encapsulated and the type of stabiliz-
ing agent used during preparation. All NP formulations showed
negative charges ranging from —25 to —30mV. These values are
probably due to the ionization of the carboxyl end-groups of the
polymer chains in presence of water and represent particle stability,
because the repulsive forces prevent aggregation with ageing due
to the ionization of carboxylic end groups of the surface polymer
[26]. Drug loading capacity is a very relevant parameter for judging
the suitability of a particular drug-carrier system [27]. Table 1 also
summarizes the main characteristic of flavanones loaded MEs and
MPs as a function of the drug entrapped. Drug loading efficiency
results show that all NEs entrapped between 98.66 and 99.33% of
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Table 1

Partition coefficient {log ) of flavanones and physicochemical properties of nanoparticulate systems, drug loading effidency of nanoemulsion (DLE), entrapment efficiency
(EE} and loading capacity (LC) of PLGA nanoparticles. 5,7 -dihydroxy-&-methyl-8-prenylflavanone (1); 5.7-dilydrooy-6-methyl-8-prenyl-4'-methosxy-flavanone (2); 57-
dihydroxy-6-prenylflavanone (3); and 5-hydrooy-7 -methoxy-6-prenylflavanone (4). Values are reported as mean +50(n=-3).

Sample logP Manoemulsions

Manoparticles

Droplet size{nm) Polydispersity index DLE (%] Particle size (nm)  Polydispersity index  £-Potential (mV] EE(%) LC(%)
Empty 5076 £ 334 0.381 + 0.033 - 202.00 + 1.80 0.08 < 0.01 -2570% 1.3 - -
1 085 4891 £230 0.414 + 0,091 9926 £ 02 17326 + 343 0.03 +0.03 -26.65 £ 0.6 90+ 430 3214 £021
2 104 49067 £233 0.242 + 0.026 9883 £ 05 15616 £+228 0.05 & 0.02 -31.60 = 0.2 TE+£302 2786+ 020
3 070 59084 £ 055 0518 + 0,020 9866 £ 07 15620+ 141 009 = 0.01 -2095 £ 06 80+ 475 2BTS £0.26
4 073 BEET & 346° 0222 £ 0.019 9933 £ 03 16382 +£309 0.08 + 0.08 -3090 £ 0.6 85+ 580 3040 £ 019

4 Statistically significant differences (P« 0,05} comparing loaded and empty.

flavanones. The NEs showed up to 20% higher flavanones loading
compared to MPs, probably due to an increase in the solubility of
the drug. Among NPs, the EE was high enough and ranged from 78%
for NP2 to90% for NP1, these values of PLGA NPs were in agreement
or even higher than other authors [28] and could be explained by
the hydrophobic nature of flavanones, in line with log P values of
flavanones (Table 1). In this sense, other authors [ 15] have reported
the relationship between the drug hydrophobicity and PLGA. Sim-
ilarly, as shown Table 1 LC values for NPs were appropriated from
27.86% for NP2 to 32.14% for NP1.

As demonstrated in Fig. 4, a clear image of the undiluted NE
was obtained. TEM images allowed confirm the efficiency of the
ME preparation method used. The diffusion of the dye used (uranyl
acetate, 2%) reveals the existence of a transparent area on elec-
tron bombardment (areas which the colouring has not been able to
reach) and electrodense areas which denote the presence of heavy
metal. For this reason, the aqueous phase of the NEs behaves as
though electrodense, which appear dark to us, whilst the non-polar
droplets, around the previous one, correspond to the transparent
areas. The increased contrast observed at the interface of the oil
droplets could be due to the affinity of the staining agent to inter-
facial components. All confirmed that a WO nanoemulsion was
obtained and the efficiency of the elaboration method. The observa-
tion of the sample in higher magnifications (Fig. 4) showed particles
with smooth surfaces and almost spherical shape. These results
confirmed DLS measurements.

Fig. 5 gives information about NP structure showing that most
particles had round, uniform shapes. Particle size measured by TEM
was generally well correlated with that found using photon corre-
lation spectroscopy, although a slightly smaller particle size was
observed in TEM, probably due to desorption of the surrounding
P188 on the NPs surface. This fact could be attributed to the dilution
of samples [14].

For the stability studies, all ME formulations were examined
after 3 months storage period at two temperatures (54 1+C and
40+ 2°C). There was no change in the visual appearance, as
expected, because of the stability properties of NEs [29]. Sam-
ples maintained the initial properties with respect to droplet
size when stored at 5°C. Equally, PLCA NPs remained visually
unchanged during storage under referred conditions. Mo sediment
could be observed in any formulation. Samples maintained the
initial properties with respect to particle size, ZF and EE after 3
months. However the NEs and MPs sizes as well as their P1 val-
ues were increased at accelerated storage conditions (40°C), but
MNPs retained high negative surface charges contributing to main-
tain the stabilization of these colloidal systems. EE was significantly
decreased between 10 and 12% (data not shown).

3.3, In vitro drug release

Polysulfone membranes were selected as the most suitable type
which offered the least resistance to the diffusion of the actives,

Fig. 3. Visually appearance of nanoemulsion [A) and nanoparticles [B).
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Fig. 4. TEM images of the flavanone loaded nanoemulsions. 5.7-Dihydroxy-6-methyl-8-prenylflavanone (A); 5.7 -dihyd roxy-6-methyl-83-prenyl-4--methoxy-flavanone (B);
57 -dihydraxy-&-prenylflavanone [ C); and 5-hydroxy-7-methaxy-6-prenylflavanone (D). Bar length 100 nm.

in order to minimize the influence of membrane type in the test.
Fig. 6 shows the different release profiles of NEs and NPs, respec-
tively. The release profiles indicate a two step process. The initial
step shows a burst release which can be attributed to the surface
associated drug, followed by a slower sustained release phase for all
flavanone loaded NEs except for ME4 in which this effect is almost
absent. Statistical differences (P<0.05) among assayed emulsions
were observed, 70-75% of 3 and 1 was released from MEs in 10h
approximately, 2 reached 50%, but the release of 4 barely achieved
30%. This greater liberation from NE1 and ME3 could be due to

- .
p @=@a "“-“ LN
S,

L]

the absence of the methoxy group in their molecule structures
(1 and 3). The methoxy group can involve electron-donating res-
onance effect giving an overall electron-donating effect. This fact
could modify the molecular hydrophobic interactions between fla-
vanones 2 and 4 and rings of the polysulfone membrane which
has a lipophilic nature, and thus could show greater affinity for
molecules with methoxy groups. By contrast, flavanones 1 and 3
include several hydroxyl groups. These chemical groups in absence
of methoxy groups are expected to form hydrogen bonds with the
receptor medium [30].

Fig. 5. TEM images of the flavanone loaded PLGA nanoparticles. 5.7 -Dihydroxy-6-methyl-B-prenylflavanone (A); 5.7-dihydrocy-6-methyl-8-prenyl-4' - methooy-flavanone

(B): 5,7-dihydrooy-6-prenylfla

(C); and 5-hy

y-7-meth

~6-prenylfla

(D). Bar length 1000 nm,
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Fig. 6. In viro drug release of flavanones from nanoemulsions and PLGA nanoparticles. 5.7 -Dihyd roxy-6-methyl-8-prenylflavanone [ 1); 5.7-dihyd rosy-6-methyl-8-premyl-
A-methoxy-flavancne (27; 5.7-dihydroxy-&-prenylflavanone (3); and 5-hydroxy-T-methoxy-6-prenylflavancne (4], The cumulative amount released was plotted against

time. Data represent mean+ 50 (r=6).

0On the other hand, polymeric NPs release showed even faster
burst effect, maximum amount release was achieved in 2h
approximately, but smaller drug release rate was achieved, 65%
from NP1 and 50% from NP3, as in the case of NEs, NP2 and NP4
exhibited 20% without statistically differences between both.

All these data obtained from the in vitro release study were fitted
to four kinetic models. It has been reported the advantages of using
empirical equations, they can be fitted very simply to experimental
data [31]. However, the release data analysis applying the math-
ematical models is purely empirical and no definitive conclusion
can be drawn concerning the dominating mass transport mecha-
nisms. Model fitting, according to the least AIC values, showed that
NE1 followed a Weibull release model; NE2 and NE3 followed a
first-order release model and NE4 a Korsmeyer-Peppas's release
model.

0On the other hand, flavanones vehiculized in polymeric NPs
exhibited the same kinetic models that their respective NE vehicles
except NP4 which showed a zero order kinetic model.

On the use of the Weibull function for the discernment of
drug release mechanisms, estimates for 60,75 indicate Fickian
diffusion in either fractal or euclidian spaces while a combined
mechanism (Fickian diffusion and swelling controlled release) is
associated with g values in the range 0.75 < g< 1. For values of g
higher than 1, the drug transport follows a complex release mecha-
nism [32]. Forour NE1 and polymeric NP gvalues were 0.833 £ 0.27
and 0.94 + 0.09 indicating a combined mechanism and Fickian dif-
fusion which is frequently encountered in release studies, as 8
value approaches 1 is compatible with first-order release, whereas
the concentration gradient in the dissolution medium drives the
rate of release [33], then both formulations would be in line with
what showed by NE2, NP2, NE3 and NP3. First order means that the
flavanone is delivered at a rate proportional to the concentration
gradient driving the transfer of drug movement, based on the first
Ficks law, where the released amounts are directly proportional to
the amounts remaining into the dosage form. Finally, zero order
and Korsmeyer-Peppas models are closely approximated when
n= 0,89, then the release rate of the drug is independent of its
concentration. ME4 showed anomalous (non-Fickian) release with
n=0.75 (close to 0.89). Polymeric NP4 provided a reservoir effect
which caused sustained release (zero order). It can be seen that
the release from these two formulations are also similar. These
results are closely aligned to the typical release profile for PLGA

particulate delivery systems, which are characterized by the initial
burst phase followed by a near zero order phase [34]. Both nano-
vehicles provided similar release behaviours for each flavanone,
however, the mathematical description of the entire drug release
process is rather difficult because of the number of physical char-
acteristics that must be taken into consideration [35]. There are
too much factors involved, physicochemical properties, structural
characteristics of the material system, release environment, and
the possible interactions between these factors, but the final pur-
pose of mathematical modelling is to simplify the complex release
process and to gain insight into the release mechanisms.

34. Ex wvivo skin permeation

Permeation parameters of NE1-ME4 are provided in the sup-
plementary data. A steady increase of flavanones in the receptor
chambers was observed over time. After lag times from 6.25 to
B8.91h a nearly linear relationship between cumulative amounts
of drugs permeated versus time could be observed, indicating
that the skin integrity was maintained throughout the experi-
ment and the permeation rates were constants. The median Kp
values among NE formulations ranged between 1.6« 10-%cm/h
and 6.26 » 10~ cm/h for NE3 and NE2 respectively showing bet-
ter results than diclofenac acid in similar vehicle with a Kp
of 4.50 = 10~ cm/h [28]. The maximum flux was achieved by
ME3 with 0.81 pg/hcm? and partition parameter 7.86 = 1073 cm
directly related to the membrane/donor phase partition coefficient,
contrary, NE4 achieved a flux value of 0.15 pg/hcm?. Permeated
amounts after 40 h ranged between 82.56 and 16.09 g for NE3 and
ME2 respectively and the highest retained amount was observed in
ME4 320.09 jLg/z cm?. Nanoemulsions are reported to be able to
reduce the interface tension between vehicle and skin because of
their contact to the skin lipids, which resulted in faster permeation
[36].

Colloidal particles, such as polymeric MPs have been devel-
oped as drug delivery carriers with advantages. The encapsulation
of the drug in a modified-sustained release form can lead to a
slower uptake of the drug in the systemic circulation, avoiding
high plasma concentrations and increasing in time its pharmacody-
namic effect for a prolonged period of time [37 |. Among flavanones
loaded polymeric NPs, NP1 exhibited the highest permeabil-
ity coefficient and flux of 1.95 = 1074 cm/h and 1.95 pg/hcm?®
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Table 2

Effect of Eysenhardtio platycarpa flavanones on TPA-induced mouse ear oedema. 5.7-Dihydroxy-6-methyl-8-prenylflavanone (1) 5.7 -dihydroxy-6-methyl-8-prenyl-4'-
methoxy-flavanone (2 ): 5,7 -dihydroxy-&-prenylflavanone { 3); and 5-hydroxy-7-methoxy-6-prenylflavanone (4). Results are shown as mean £ 50 (n= 3 of the inflammatory

activity inhibition (%)

Solutions 1 2 3 4 Diclofenac acid Indomethacin
% Inhibition 1224 + 1.09 68.35 & 1.45 6667 &+ 1.55 4543 £ 154 9052 £ 067 9135 + 047
MNanoemulsions ME1 NEZ NE3 NE4 Diclofenac acid nanoemulsion Indomethacin nanoemulsion
% Inhibition BB29 £ 145 B4.55 & 1.45 3291 + 095 6166 £ 1.00 5081 + D62 6420+ 1.55

Manoparticles NM NP2 NP3 Diclofenac acid nanoparticle Indomethacin nanoparticle
% Inhibition 2161 £29 20,00 + 1.48 B0OT + 148 5484 £203 5413+ 159 3716 £ 150

respectively, partition and diffusion parameters were 0.22 cm and
0.86 = 10 *h~'. Lag time is a permeation parameter depending
mainly on the diffusivity of the drug through the skin with the
lag time being reduced with increasing diffusivity, NP1 showed
the smallest Tj value of 19.37 h and NP4 displayed the lowest flux,
0.12 pg/hcm?. There were not statistically significant differences
among flavanones amounts permeated through the skin at 40h
but remaining amounts were greater for NP3 and NP4 (500.63 and
396.99 mg/gcm?, respectively) in accordance with their low values
of permeability coefficients.

Permeability coefficient was increased in 1 when it was loaded
in MPs instead of ME vehicle; also Py, flux and permeated amount
were increased. In addition, better permeability coefficients were
observed in 2 when was included in polymeric NPs. For both vehi-
cles, low values in Kp and flux, in general could be related to high
guantities of retained drug, but often it is difficult to explain some
differences as very little is known about the underlying principles
of membrane flux variability [38].

Overall the retained amounts of flavanones in NPs were
ohserved to be improved by the NP vehicle; this could be explained
because PLGA is lipophilic, and so NPs may gradually accumulate
in the skin layers.

3.5, Anti-inflammatory activity

The topical anti-inflammatory activities of flavanones {free drug
and encapsulated) were determined by assessing the effect of the
drugs on mouse ear cedema induced by TPA.

Inflammatory reactions can be triggered off by exogenous
or endogenous aggressions which are characterized by vascular
and cellular events. Several mechanisms explaining the anti-
inflammatory activity of flavonoids have been described, including
antioxidative and radical scavenging activities, regulation of
cellular activities of inflammation-related cells, modulation of the
activities of arachidonic acid metabolism enzymes and nitric oxide
synthase, modulation of the production of other proinflammatory
molecules and modulation of proinflammatory gene expression.
Inhibition of cyclooxygenase and nitric oxide synthase expression
reduces the inflammatory response caused by the application of
TPA, which is known to induce the expression of both enzymes
through the activation of protein kinase C in different tissues and
pro-inflammatory cells [39]. As shown in Table 2, flavanones of E.
platycarpa in solution (1 mgfear) reduced the ear oedema induced
by TPA, among them, 1 showed the least activity and 4 the highest.
The chemical structure is closely related with this biological activ-
ity, in this way it seems that the presence of the methoxy group in
the phenyl ring may be related with stronger anti-inflammatory
activity of 2 and 4. The vehiculization of flavanones in NE involved
significantly higher inhibition of ear oedema for NE1, NE3 and ME4,
being similar for NE2. The MNP loading showed higher inhibition
of ear oedema only for NP3. When compared with reference anti-
inflammatory drugs, NP3 and MP4 exhibited the same inhibition

activity than indomethacin and diclofenac acid, respectively. Thus
is evident that MPs formulations applied on the mouse ear possess
enough ability to provide sufficient bioavailability of flavanone to
reach easily the site of action.

4. Conclusions

The potent anti-inflammatory activity of flavonoids suggests the
use of these compounds as potential prophylactic and therapeutic
agents. In this study, we report for the first time incorporation
of four prenylated flavanones isolated from E. platycarpa leaves
into MEs and PLGA NPs as anti-inflammatory agents for topical
administration. The vehiculization of the compounds with anti-
inflammatory activity in nanoparticulate systems represents a
great advantage to improve therapeutic effect and decrease side
effect as a consequence of better permeation and more accumu-
lation at the site of action while delivering relative less amount
of drugs. After constructing a pseudo-ternary phase diagram MEs
with droplet size less than 70 nm were elaborated. PLCA NFs were
prepared using a solvent displacement technique and displayed
small, homogeneous size, high entrapment efficiency, and sat-
isfactory drug loading. Negative zeta potential values ensured
good stability. Vehiculization sustained flavanones release and
promoted the permeation through the skin for ensuring the
achievement of the site of action. Finally, formulations showed to
possess adequate anti-inflammatory properties. When considering
that 5-hydroxy-7-methoxy-6-prenyl flavanone (3) loaded NE and
NP showed the best results in the release and skin permeation
studies, as well as their remarkable anti-inflammatory activity,
it could be proposed as the formulations which have the best
properties as potential topical anti-inflammatory agents.
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4. DISCUSION

En el presente trabajo se ha realizado la asociacion de cuatro flavanonas naturales
isoprenilicas a sistemas coloidales de liberacion modificada con el fin de mejorar la
biodisponibilidad tépica de cada una de las flavanonas en el tratamiento de la inflamacién
en enfermedades reumaticas y desordenes musculoesqueléticos. Por ello, se disefiaron
nanoparticulas y nanoemulsiones con el propésito de ofrecer una alternativa a los

antiinflamatorios tépicos que se encuentran ya comercializados.

Para el disefio de una nueva formulacion, es esencial identificar los factores que
pueden afectar a las NEs, por lo que en estudios preliminares se elaboré un diagrama
pesudo-ternario a partir de una fase lipofilica, tensioactivos no i6nicos y co-tensioactivos a
distintas proporciones atendiendo las caracteristicas de polaridad, hidrofilicas y anfifilicas
En primer lugar, se seleccion6 una fase oleosa en la cual fueran solubles las flavanonas,
tras ello, se seleccioné el tensioactivo y co-tennsioactivo apropiados para la formulacion
(Labrasol® y el Plurol oleique®). Adicionalmente, para facilitar la emulsificacién del
Labrasol® se utiliz6 propilenglicol y ésteres acidos (Kreilgaard, 2001, Fernandez-Campos
et al, 2013, Gardufio-Ramirez et al, 2012).

Para la determinacion del area de la nanoemulsion mas 6ptima, se llevo a cabo
primeramente una inspeccion visual que permitié seleccionar aquellas formulaciones de
aspecto monofasico y transparente, las cuales fueron evaluadas posteriormente en
terminos de tamafo de gota y polidispersion a través de DLS. Las NEs obtenidas fueron
isotropicas, transparentes y ligeramente viscosas con un tamafo de gota inferior a 70 nm
y un indice de polidispersion entre 0.222 y 0.518 + 0.002, lo cual indica un sistema de

liberacion adecuado para aplicacion topica (Gimeno-Sandig et al, 2013).

Las imagenes de TEM indican que se obtuvo una emulsion W/O, es decir, una
nanoemulsion de fase interna hidroéfila. Esto se deduce utilizando acetato de uranilo como
agente de contraste, que permite observar un area trasparente al bombardeo electronico,
en la cual, el colorante no es capaz de difundir (fase oleosa) y un area electrodensa que
indica la presencia del metal pesado (fase hidréfila). El tamafio promedio de gota de la NE
blanca fue de 50.76 + 3.34 nm. La NE (IV) presentd el mayor tamafio de gota (68.87 %
3.46 nm) mientras que la NE (l) fue la de menor tamario (48.91 £ 0.30 nm). Ello indica que
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aparte de la composicion y estructura de las NEs, la incorporacion y asociacion de las
flavanonas genera interacciones en la estructura del sistema que modifica el tamafo de

gota (Gimeno-Sandig et al, 2013).

En la elaboracion de las nanoparticulas se utiliz6 como polimero el PLGA que es
un polimero biocompatible, atéxico, y con una cinética de degradaciéon predecible. Como
tensioacivo, a pesar de que el PVA es el mas utilizado cuando se utiliza el PLGA, tiene la
desventaja que queda absorbido en la superficie del polimero y se elimina con dificultad,
por lo que, se empled el Poloxamer 188 debido a que es un tensioactivo no i6nico y no
toxico (Vega, E, et al, 2006). Para su elaboracion se siguié el método de Fessi donde el
polimero y el farmaco se disuelven en acetona que es afiadida (bajo agitacion magnetica)
a la fase acuosa que contiene el tensioactivo. Las NPs se forman instantaneamente por la
difusién rapida del disolvente a través del mecanismo de turbulencia interfacial que se

genera durante el desplazamiento del solvente.

A partir de las flavanonas naturales empleadas en este trabajo se prepararon asi
mismo, nanoparticulas poliméricas de PLGA 50/50 a concentracion de 1.5 mg/mL que
presentaron un tamafio de particula superior (156-173 nm ) al de las correspondientes las
nanoemulsiones, conteniendo un 5 mg/ml de activo (48-68 nm), como consecuencia del
caracter hidrofilico/lipofilico de cada una de las formulaciones. Las nanoemulsiones
preparada en el presente trabajo son formulaciones lipofilas mientras que las
nanoparticulas presentan un caracter hidrofilico, de acuerdo con los componentes
empleados para su preparacion (Fernandez-Campos et al, 2013, Gardufio-Ramirez et al,
2012, Vega et al, 2006). Este incremento de tamafio de particula comparado con la NE se

puede atribuir a la presencia de la matriz polimérica.

Se observo que la flavanona (1), la mas lipofilica de las cuatro ensayadas, es la que
presenta el menor tamafo de gota de las nanoemulsiones formuladas, mientras que en
las nanoparticulas presenta el tamafio de particula mas grande, lo cual se atribuye a las
interacciones de dicha flavanona con la formulacion que debido a sus caracteristica de
lipofilicidad presenta mas afinidad con la NE que es la formulacion mas lipofilica. Esto
concuerda con otros estudios de productos naturales y que como se ha descrito en el

area de investigacion de principios activos de origen natural, se busca obtener tamaros
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de particula pequenos en las formulaciones que permitan una mejor biodisponibilidad del
principio activo (Bhadoriya et al, 2011).

Respecto a la carga superficial que presentan las NPs, evaluada en base al
potencial zeta, depende de los grupos terminales del PLGA, el tipo de farmaco
encapsulado y el tipo de tensioactivo utilizado. Valores de potencial zeta elevados tienden
a mejorar la estabilidad de las suspensiones, ya que la repulsion entre las particulas con
la misma carga superficial previene la agregacién de las mismas. Todas las NPs
formuladas, presentan una carga negativa en un rango de -25 a -30 mV que se atribuye
a la ionizacion de los grupos carboxilicos de los copolimeros en la superficie de las
nanoparticulas (Govender et al, 1999).

La capacidad de carga del farmaco es un parametro muy relevante para considerar
un sistema determinado idoneo para el transporte del farmaco (Bukimani et al, 2006). Los
resultados de la eficiencia de asociacidon muestran que todas las NEs encapsulan entre el
98.66 % y 99.33 % de flavanonas. Las NEs mostraron un 20 % mas de flavanonas
encapsuladas comparadas con las correspondientes NPs, probablemente debido al
incremento de solubilidad de las mismas. Para las NPs de PLGA desarrolladas, la EE fue
lo suficientemente alta y oscilando entre el 78 % para NP2 al 90 % para NP1, éstos
valores fueron iguales o incluso superiores en comparacién con los descritos otros
autores (Escribano, et al, 2003) para este tipo de polimeros, lo que podria atribuirse a la
naturaleza hidrofébica de las flavanonas (puesta de manifiesto por los valores de log P
para dichos activos). En este sentido, otros autores (Vega, et al, 2012) han reportado la
relacion que existe entre la hidrofobicidad y el PLGA. Del mismo modo, los valores fueron
apropiados con un 27.86 % para NP2 a 32.14 % para NP1.

Para los estudios de liberacion, se analiz6, previamente, la solubilidad de cada
una de las flavanonas en el medio receptor con el fin de comprobar que se cumplan las
condiciones Sink durante todo el experimento. Esto permite asegurar que la concentracion
maxima que puede encontrarse en el medio receptor a lo largo del experimento sea
inferior a un 20% de la concentracion de saturacién de las flavanonas en el medio. En
este sentido, el medio receptor en el que se cumplian las condiciones Sink fue etanol-
agua (7:3) en el que se garantiza que la liberacion de las flavanonas no se vera limitada
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por la solubilidad del medio. En los ensayos realizados, la membrana de dialisis de
polisulfona se selecciond por considerarse el tipo mas conveniente que ofrecio la
resistencia minima a la difusion de las flavanonas y los activos comerciales, para reducir
al minimo esta variable y determinar el mecanismo de liberacion. Para ello, se analizaron
cuatro ecuaciones cinéticas de acuerdo con Siepmann y Peppas (2001) y se seleccion¢ el
modelo de liberacion con base al menor valor de AIC (Criterio de informacion de Aikake).
La determinacidén de los modelos cinéticos de liberacion es un aspecto importante durante
el desarrollo de una nueva formulacion ya que proporciona datos sobre el mecanismo de

liberacion y el efecto de los excipientes en la misma (Fu y Kao, 2010).

Se demostrd que la flavanona (I) siguié un modelo de liberacion de Weibull, las
flavanonas (ll) y (lIl) un modelo de primer orden mientras que la flavanona (IV) se ajusto al
modelo de liberacion de Korsmeyer-Peppas's. Las flavanonas vehiculizadas en
nanoparticulas poliméricas mostraron los mismos modelos cinéticos que sus
correspondientes formulaciones en nanoemulsiones excepto para la flavanona (IV) que
formulada en nanoparticulas poliméricas sigue un modelo cinético de orden cero. Sobre el
empleo de la funcién de Weibull para el discernimiento de los mecanismos de liberacion
de los farmacos, las estimaciones para 3 < 0.75 indican difusion Fickiana, mientras que un
mecanismo combinado (difusion Fickiana y una liberacién inmediata seguida de una
libracion sostenida) se asocia con valores de 0.75 <[} <1. Para los valores de B mayores
que 1, el transporte de los farmacos sigue un mecanismo de liberacion complejo

(Papadopoulou et al, 2006).

Para el caso de la flavanona (lI) en ambas formulaciones los valores de R fueron
0.83 £ 0.27 y 0.94 + 0.09 indicacion de un mecanismo combinado que se encuentra con
frecuencia en estudios de liberacion. Como el valor de 3 se acerca 1 indica que la
liberacion es practicamente de primer orden, (Rinaki et al, 2003), siguiendo un patron
similar al mostrado para las flavanones (ll) y (lll).

La cinética de liberacion de primer orden, indica que la flavanona se dispone en
una cantidad proporcional al gradiente de concentracion que facilita la cesion del farmaco,
basado en la primera ley Fick, donde las cantidades de activo liberadas son directamente

proporcionales a las cantidades remanentes en la formulacién. Finalmente, el orden cero
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y modelos de Korsmeyer-Peppas implican un valor de n = 0.85, siendo, en este caso, la
cantidad de farmaco liberada independiente de su concentracion. La flavanona (IV) en
nanoemulsién mostré una liberacién no Fickiana en la liberacion con un valor de n = 0.75.
Por otra parte, el vehiculo de nanoparticula polimérica facilita la liberacion sostenida
(orden cero), al retener en su interior parte del activo. Estos resultados se encuentran
estrechamente alineados al perfil de liberacion tipico de los sistemas nanoparticulares de
PLGA, caracterizado por una etapa inicial de liberacidén rapida (efecto de estallido) que
corresponde a la liberacion del farmaco de la superficie de la particula, seguida de una
fase de orden cero, en la cual se cede el farmaco encapsulado en el sistema (Li et al,
2001). Ambos nano-vehiculos proporcionaron comportamientos de liberacién similares
para cada flavanona.

Los perfiles de liberacidon correspondientes a las flavanonas vehiculizadas en NPs y
NEs indican que la liberacion se llevo a cabo mediante una difusion controlada en la que
se observd un primer paso de liberacidon inmediata seguida de una liberacion sostenida,
excepto para la flavanona (IV) en la cual este efecto no es apreciable. En el caso de las
NPs, se ha reportado que la liberacion del farmaco de estos sistemas ocurre por difusién,

erosion del polimero o una combinacion de ambas (Peppas, 1985; Zolnik et al, 2006).

La liberaciéon de las flavanonas en NEs a las 10h fue del 70-75 % para las
flavanonas (1) y (lll), del 50% para la flavanona (ll), mientra que la flavanona (IV) se liber6
apenas el 30 % en el mismo periodo de tiempo. Es posible atribuir la mayor liberacion de
las flavanonas (lI) y (lll) a la ausencia del grupo metoxilo en la posicion C-4’ para el caso

de la formulacién en nanoemulsion (figura 1 trabajo 2).

La liberacién de las flavanonas de nanoparticulas poliméricas presenté un perfil
mas rapido, alcanzandose la liberacion maxima a las 2 h aproximadamente [65 % de
liberacion para la flavanona (I), 50 % para la flavanona (lll), y un 20% para las flavanonas
(I y (IV)]. En estudios anteriores, se ha descrito el tipo de liberacion en NPs de PLGA
que coincide con lo encontrado en este trabajo (Vega et al, 20006).
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Lo estudios de permeacion ex vivo, realizados con piel humana, permiten evaluar
la capacidad de penetracion de la formulacion y son indicativos de la disponibilidad topica
o sistémica de los farmacos, proporcionando informacion sobre la permanencia del
principio activo en la piel. Antes de realizar los experimentos, se determiné la integridad
de la barrera mediante la medicion de pérdida de agua transepitelial (TEWL) (Nangia , et
al, 1999) ya que esta medicion es un reflejo de la funcionalidad de la piel como barrera de

proteccién. Los valores obtenidos (inferiores a 12 g/m?h) confirman su integridad.

En estos estudios de permeacion, entre 6.25 y 8.91 h después del tiempo de
aplicacion se observa una relacién casi lineal entre las cantidades acumuladas de
farmaco permeado con el tiempo, indicando que la integridad de la piel se mantiene
durante el experimento y las dosis de permeacién fueron constantes. El valor de la
mediana, Kp, entre las formulaciones de nanoemulsién fue de 1.6 x 10° cm/h y 0.07 x 10°
® ¢cm/h para las flavanonas (lll) y (ll), respectivamente (tabla 1). Se observan mejores
resultados que en el diclofenaco acido en un vehiculo similar, que presentd un valor de Kp
de 4.50 x 10° cm/h (Escribano et al., 2003). El flujo maximo (8.103 ug/h-cm?) fue
alcanzado para la flavanona (lll) mientras que, la flavanona (IV) en nanoemulsion alcanzo
un flujo de 0.147 pg/h-cm® Las cantidades permeadas después de 40h de
experimentacion fueron de 82.56 y 16.09 pg para las flavanonas (lll) y (ll) vehiculizadas

en nanoemulsion, respectivamente.

Entre las flavanones vehiculizadas en las nanoparticulas poliméricas, la flavanona
(I) mostré el coeficiente de permeabilidad mas alto (1.9 x 10 cm/h) y un flujo de y 1.9
ug/h-cm? (Tabla 1).
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Tabla 1. Parametros de permeacion de la flavanonas 1) 5, 7-dihidroxi-6-metil-8-prenilflavanona, 2) 5, 7-
dihidroxi-6-metil-8-prenil-4’-metoxi-flavanona, 3) 5, 7-dihidroxi-6-prenilflavanona y 4) 5-hidroxi-7-metoxi-6-
prenilflavanona en nanoemulsiones y nanoparticulas. Los resultados se muestran como la mediana y el
rango minimo y maximo. Diferencas significatvas (p < 0.05) a con la flavanona 1, b con 2, con 3 and d con

4.

Nanoemulsiones
1 2 3 4

Parametros de permeacion 0.0001083 0.0000709 0.0016¢ 0.000029

Kp (cm/h) (0.0000565-0,00014)  (-0000526-0.000124)  (0.00158-0.00161)  (0.000027-0.000073)

P1 (cm) 0.004095 0.000930641° 0.0786 0.0014
(0.0028-0.0079) (0.0002122-0.002122)  (0.0757-0.0787) (0.0014-0.0039)

P2 (1/h) 0.02195 0.133547¢ 0.0208 0.0186

, (0.018-0.03) (0.024-0.2478) (0.0203-0.0209) (0.0184-0.019)

Flujo (ug/h/cm®) 0.543 0.35 8.103° 0.147
(0.2825-0.72) (0.26-0.61) (7.9371-8.2005) (0.1359-0.3653)

Tiempo de latencia (h) 7.5175 6.25° 7.95 8.91
(5.38-9.2) (6.6725-6.916) (7.88-7.99) (8.4-9.04)

Cantidad permeadaa40h  40.95 16.09 82.56 16.28

(ug) (40.66-47.94) (15.61-17.84) (74.3-85.9) (14.82-17.99)

?nf”/t"j?:q{ftemda alasd0h o qs 253.49 2154 320.09

9/9 (48.47-55.18) (85.32-451) (12.68-24.28) (140.3-535.78)

Nanoparticulas

E:'(acr:i;';” de permeacion , ;195554 0.000199 ?605)(5)02;56- ?dogggggsg_
(0.000395-0.003335)  (0.0001438-0.000204) ' 5050:) 0.00117099)

P1 (cm) 0.216697 0.047276 0.0067512 0.176818
(0.045-0.65755) (0.045319-0.063561) (0.00534-0.01475)  (0.13587-0.217762)

P2 (1/h) 0.0086 0.00329° 0.00379 0.00579
(0.00333-0.0090) (0.003209-0.003311) (0.0202-0.05402) (0.005377-0.00622)

2

Flux (ug/h/cm?) 1.9555 0.30602 0.4353 0.12451
(0.3957-3.3357) (0.21575-0.39859) (0.38404-0.44775)  (0.09951-0.14951)

Tiempo de latencia (h) 19.37 53.81° 4.39 28.874
(18.46-32.85) (51.92-54.77) (3.84-8.23) (26.76-30.99)

Cantidad permeadaa40h 4569 39.25 44.93 38.82

(Mg) (35.07-58.77) (35.74-40.88) (38.8-45.37) (31.63-58.77)

Cantidad retenida a las 40 h 134.18 157.37 500.63 396.99

(mg/g/cmz)

(117.45-164.87)

(129.54-185.4)

(489-745.99)

(317.66-494.83)

El tiempo de latencia (T)), es decir, el tiempo que tarda el principio activo en

liberarse de forma constante, es un parametro que depende principalmente la difusién del

principio activo por la piel. Las nanoparticulas (ll) cargadas mostraron un T, altamente

diferenciado del resto de las nanoparticulas, de 52.81 h. Las nanoparticulas cargadas (IV)

mostraron el fluyjp mas bajo (0.124 pg/h-cm?). No se observaron diferencias

estadisticamente significativas entre las cantidades de flavanonas peermeadas en la piel

a las 40 h, pero cantidades retenidas eran mayores para las NPs (lll) y (IV). El coeficiente

de permeabilidad se incrementd en

la flavanona (lI) cuando fue incorporada en
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nanoparticulas comparada con la nanoemulsion. También P1, el flujo y la cantidad
permeada aumentd. Igualmente los mejores los coeficientes de permeabilidad se
obtuvieron para las flavanonas (ll) y (IV) cuando se encuentran cargadas en
nanoparticulas poliméricas. Para ambos vehiculos, los valores de Kp y flujo fueron bajos,
lo que podria estar relacionado con las altas cantidades de farmaco retenido. A menudo
es dificil de explicar estas diferencias si no estan asociadas a la variabilidad de flujo de la
membrana (Limper et al, 2001).

En general las cantidades retenidas de las flavanonas vehiculizadas en
nanoparticulas poliméricas se incrementa debido a la naturaleza del vehiculo de la
nanoparticula, esto podria explicarse porque el PLGA es lipofilico; por lo tanto, las

nanoparticulas gradualmente pueden acumularse en las capas de la piel.

La eficacia antiinflamatoria in vivo tanto de los compuestos libres como
formulados en NEs y NPs se llevd a cabo en un sistema tépico inducido por la
administracion de 13-Acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA) en oreja de ratén (Della
Loggia et al, 1994). Tras la paliacion del agente inflamatorio TPA, se produce un eritema 'y
vasodilatacion entre 1y 2 h y a las 3-4h aumenta el grosor del pabellon auricular como
consecuencia de la extravasacion de liquido. Se evalud la capacidad de inhibicion de la
inflamacion para las flavanonas en solucion y en los sistemas nanoestructurados
desarrollados. La flavanona (IV) resulté con mayor porcentaje de inhibicion de la
inflamacion al ser ensayada en solucién en una concentracién de 1 mg/oreja en el modelo
de induccion de la inflamacion con TPA como se muestra en la tabla 2 con un valor de
75.31 £ 1.08 %.

Se observd que en las flavanonas en donde se encuentra un grupo metoxilo unido
a un anillo aromatico, como son las flavanonas (ll) y (IV), la eficacia antiinflamatoria no
presenta una diferencia significativa entre el compuesto evaluado en solucién y las
flavanonas formuladas en la nanoemulsion. Para todos los casos de los farmacos de
referencia comerciales, la respuesta antiinflamatoria fue menor vehiculizados en las

nanoemulsién que en solucién.
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Tabla 2. Actividad antiinflamatoria en modelo de TPA en orea de ratéon de las flavanonas libres en
nanoemulsiones y nanoparticulas comparadas con la indometacinna y diclofenaco acido. 1) 5, 7-
dihidroxi-6-metil-8-prenilflavanona, 2) 5, 7-dihidroxi-6-metil-8-prenil-4’-metoxi-flavanona, 3) 5, 7-dihidroxi-6-
prenilflavanona y 4) 5-hidroxi-7-metoxi-6-prenilflavanona. Media = SD, n =3

\ &
Compuesto @ o L s o /@d “
HO O | A e,
HyC ‘ H3C CHO CH,00H
oo Diclofenaco | Indometacina
o @) 3 ) icido
Concentracion 1 mg/oreja 1 mg/ oreja 1 mg/ oreja 1 mg/ oreja 1 mg/ oreja | 1 mg/ oreja
% inhibiciéon
intrinseco 12.24 £1.09 68.35+£1.45 66.67 £ 1.55 75.31 £1.08 90.52+0.67 | 91.35+£0.47
Concentracion 1 mg/ oreja 1 mg/ oreja 1 mg/ oreja 1 mg/ oreja 1 mg/ oreja | 1 mg/ oreja
% Actividad
antiinflamatoria | 88.29 + 1.45 64.55+1.45 82.91+£0.95 62.66 = 1.09 59.91+0.62 | 64.29 +1.55
en nanoemulsion
Concentracion 0.15 mg/ oreja 0.15 mg/ oreja 0.15 mg/ oreja 0.15 mg/ oreja 0.15 mg/ 0.15 mg/ oreja
oreja
% Actividad
antiinflamatoria | 21.61+2.9 20.00 £ 1.48 80.97 £ 1.48 54.84 +£2.23 54.13 £1.59 | 87.16 =+ 1.59
en
nanoparticulas
de PLGA

Por otra parte, para las flavanonas (1) y (lll) la eficacia antiinflamatoria mejora

significativamente al ser vehiculizadas en la nanoemulsion; partiendo del 12.24 £1.09 %

de inhibicion de la inflamacion al 88.29 + 1.45 % para el caso de la flavanona (l) y del

66.67 + 1.55 % al 82.91 £ 0.95 % para la flavanona (lll) respectivamente.

Para el caso de la flavanona (l) la eficacia antiinflamatoria aumenta pero no

significativamente, como se observé para la flavanona (lll), en donde, la vehiculizaciéon en

nanoparticulas permiti6 mejorar significativamente la eficacia antiinflamatoria del principio

activo al obtener un porcentaje de disminucion de la inflamacién de 80.97 + 1.48 %.
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Los farmacos antiinflamatorios comerciales no esteroideos cuentan con un
porcentaje de actividad antiinflamatoria considerable, si se tiene en cuenta la cantidad de
farmaco vehiculizado en las nanoparticulas (considerando que la concentracion de

compuesto activo aplicada en el pabellon auricular fue de 0.15 mg por oreja).

El andlisis de la eficacia antiinflamatoria de las flavanonas vehiculizadas en
sistemas nanoestructurados, tanto en la emulsién anhidra como en las nanoparticulas
poliméricas, puso de relieve que la flavanona (lll) mejora su eficacia en ambas
formulaciones con un porcentaje de 82.91 + 0.95 % , vehiculada en nanoemulsion y un
80.97 £ 1.48 % en nanoparticulas, respectivamente. Esto permite considerar que la
eficacia de liberacién del farmaco favorece la biodisponibilidad del compuesto.

Ahora bien, considerando la concentracién de compuesto depositado en el pabellén
auricular del raton vehiculizado en las nanoparticulas, se evidencia que la
biodisponibilidad del farmaco asi como sus propiedades de permeacion facilitaron que el
compuesto alcance sin dificultad la biofase, que finalmente es el propdésito de las
formulaciones nanoestructuradas, orientadas hacia un sistema transportador que permita
desarrollar medicamentos que atraviesen poros y membranas celulares y lleguen
eficazmente al sitio de accidon. Esto se ha reflejado en el incremento de la efectividad de
manera mas notable en la flavanona (lll) mediante el control de la dosis requerida para
obtener mejor respuesta antiinflamatoria, asi como también en la disminucion de la dosis

del principio activo.

En el area de investigacion de principios activos de origen natural se han
encontrado trabajos en la literatura donde se desarrollan diferentes formulaciones
nanoestructuradas. Por ejemplo, Phaleria macrocarpa, corresponde a una especie de
Indonesia y cuenta con reconocimiento ethomédico para el tratamiento de la diabetes y el
cancer, ademas de contar con propiedades diuréticas. Los compuestos mayoritarios
obtenidos del extracto metandlico de las hojas fueron flavonoides, uno de los principales
fue luteolina, a partir de la cual se obtuvieron nanocapsulas de tamafos de particula
promedio de 109 nm (Muhamad e Indrianti 2012). Por otra parte, para luteolina se ha
desarrollado un método por HPLC para cuantificar la cantidad absoluta de recuperacion y

eficiencia de encapsulacién, asi como la cinética de liberacién de diferentes formulaciones

91



Discusién

de suspensiones coloidales, logrando tamafos de particula menores de 1855 nm y
superficies regulares esféricas con mayor homogeneidad y dispersiones bajas, siguiendo
un mecanismo de liberacion de difusidbn pura segun el modelo de Korsmeyer-Peppas's.
(Puhl et al, 2011).

En el caso de quimioprevencion se han contemplado agentes naturales de tipo
flavonoide, taninos y curcuminas entre otros polifenoles que supriman, inviertan o impidan
el desarrollo del cancer. Estos compuestos en pruebas de laboratorio han resultado
eficaces; sin embargo, al trasladarlo a la clinica surgen fallos en lo referente a su
ineficacia sistémica y robusta biodisponibilidad. Por ello los esfuerzos cientificos se han
enfocado en las ultimas dos décadas al desarrollo tecnologico a partir de formulaciones
nanoestructuras como encapsulaciones de diferentes agentes anticancerigenos de origen

natural que permitan una liberacion controlada del principio activo (Irfana et al, 2011).

Asi como también se han preparado nanoparticulas del triterpeno pentaciclico
acido boswelico por el método controlado de nanoprecipitacion, logrando tamarnos de
particula de 200 nm de forma esférica, que fueron ensayadas sobre lineas celulares de
cancer, encontrando selectividad sobre cancer de prostata. Ademas, se logro evidenciar
in vitro que el acido boswélico formulado en las nanoparticulas preparadas causa la
fragmentacion del ADN que resulta un contraste de apoptosis para la célula cancerigena
en cuestion. (Saji Uthaman et al, 2012)
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5. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se elaboraron nanoemulsiones (NEs) y nanoparticulas (NPs)
poliméricas a partir de cuatro productos naturales (flavanonas isopreniladas) con actividad
antiinflamatoria para su uso como antiinflamatorios tdpicos. Como resultados de la

investigacion realizada se puede llegar a las siguientes conclusiones:

1.- Se obtuvieron 15 g del extracto metandlico integro de las hojas de Eysenhardtia
platycarpa via maceracion a partir de 100 gramos de material seco y triturado del cual se
obtuvieron las flavanonas isopreniladas 5,7-dihidroxi-6-metil-8-prenilflavanona (l), 5,7-
dihidroxi-6-metil-8-prenil-4’-metoxi-flavanona (ll) 5,7-dihidroxi-6-preniflavanona (lll), 5-
hidroxi-7-metoxi-6-prenilflavanona (IV) mediante procesos cromatograficos.

2.- A partir de las flavanonas naturales se prepararon nanoparticulas poliméricas
de PLGA 50/50 a la concentracion de 1.5 mg/mL del pricipio activo y nanoemulsiones al
0.5 % obteniéndose un menor tamafio de particula en las nanoemulsiones (48-68 nm)

frente a un tamano de 156-173 nm de las nanoparticulas poliméricas.

3.- Se desarroll6 un método analitico de HPLC el cual fue validado mediante los
siguientes criterios de validacion analitica: linealidad con un coeficiente de correlacion
0.9999, exactitud en un rango entre el 1 y el 3.8%, precisibn expresada como la
desviacion estandar relativa (RSD) de 2.45 %, limite de deteccidén de 1.60 ug/mL, limite de

cuantificacion de 2.86 pg/mL y selectividad.

4.- Las NEs obtenidas fueron isotrépicas, transparentes y ligeramente viscosas.
Presentaron un tamafno de goticula inferior a 70 nm y una homogeneidad de la muestra

adecuada para este tipo de sustancias.

5.- Los estudios de TEM y DLS indican que se obtuvieron NEs del tipo W/O, de
forma esférica y una estructura micelar de las gotas que oscilaban entre 60 y 70 nm. La
nanoemulsién de la flavonona (IV) mostré el mayor tamario, siendo de 68.87 £ 3.46 nm
mientras que la nanemulsién de la flavonona (l) obtuvo el menor tamafo de goticula,
siendo de 48.91 + 0.30 nm.
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6.- Las NPs poliméricas mostraron un tamafo de particula medio de 156 - 202 nm.
La distribucion del tamafo de particula fue muy reducido con las flavanonas (l), (1ll) y (V),
con valores de polidispersion menores de 0.1, valores que corresponden a sistemas
monodispersos; pero en el caso de la flavanona (I) se observé un valor ligeramente
mayor. Todas las formulaciones de nanoparticulas mostraron carga negativa entre -25
and -30 mV.

7.- Las imagenes obtenidas por TEM evidencian que las NPs tiene forma esférica
obteniéndose de esta manera nanoesferas con un patrbn denso uniformemente
distribuido.

8.- Para las flavanonas (l) y (lll) la eficacia antiinflamatoria evaluada in vivo en oreja
de ratdn, mejora significativamente al ser vehiculizadas en la nanoemulsion en particular
para la flavanona (I) que aumenta de 12.24 +1.09 % al 88.29 + 1.45 % en nanoemulsioén.
La flavanona (lll) mejora su eficacia antiinflamatoria en ambas nanoestructuras con un
porcentaje de 82.91 + 0.95 % y 80.97 + 1.48 % vehiculizadas en nanoemulsiones o

nanoparticulas, respectivamente.

9.- Respecto a la liberacidon se encontré6 que lo compuestos vehiculizados en
nanoparticulas liberan mas rapido que en naoemulsiones; siendo en ambos casos, las

flavanonas (I) y (lll) las que liberan mayor cantidad de farmaco.

10.- Las flavanonas vehiculizadas en nanoparticulas poliméricas mostraron los
mismos modelos cinéticos de liberacidbn que sus correspondientes nanoemulsiones

excepto para la flavanona (IV).

11.- De los ensayos de permeacion en un sistema ex vivo de piel humana se
observa que la constante de permeacién y la cantidad retenida en piel se ven

incrementados para las flavanonas (1), (Il) y (IV) cuando son vehiculizadas en NPs.

12.- Respecto a la estabilidad a corto plazo (ensayadasa 5+ 1°Cya40+2°C por
un periodo de tres meses), las NEs no mostraron cambio en la apariencia visual, ni se
presento separacion de fases. Las NPs incrementaron la morfologia, mantuvieron la carga

superficial y la eficiencia de asociacion disminuyo significativamente.

95



Conclusiones

13.- En base a los resultados de la presente investigacion consideramos que la
flavanona 5-hidroxi-7-metoxi-6-prenil flavanona (lll) vehiculizada en nanoemulsién vy
nanoparticulas poliméricas presenta los mejores resultados de permeacién y actividad

antiinflamatoria por lo que puede ser un potencial agente antiinflamatorio de uso topico.

14.- La vehiculizacidon de las flavanonas con actividad antiinflamatoria en sistemas
nanoparticulados representa una notable ventaja para mejorar su efecto farmacolégico y
disminuir los efectos secundarios como consecuencia de una menor dosis, mejor

permeacioén y mayor acumulacion en la biofase.
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The objective of the present study was to mvestigate the transdermal permeation of cacalol (1) and a mixture of cacalone (2) and 6-gpi-cacalone (3) i
comparnson with diclofenac acid (4) delivered from the same characterized nanoemmlsion using Franz diffusion cells (formmlae I IT and IIT). Results show that
de Kp, J. Qu+. Py and P> were higher for the acid diclofenac nanoemulsion than for the natural products nanoemulsions. As for the differences between the
formulations I and II, with the natural products, Q. the quantty extracted from skin and P2 were higher in the mixture of 2 and 3 nanoenmlsion compared with
the comresponding nanoemulsion of 1. In conclusion, the low permeability of the natural products nancenmlsions in comparison with that of diclofenac acid has
the potential for development for drugs with local and systemmc applications, respectively.

Kevwords: Cacalol, Cacalone, Diclofenac acid. Permeation, Nanoemmulsion

Investigations of the chemical constitvents of Psacalium
radulifolium resulted in the isolation and identification of furan
eremophilanes [1.2]. Pharmacological studies suggest that these
have bioactivity as anfi-nucrobial, gernunation inhibitor, anti-
fungal, allelopathic. antihyperglycemic, hypoglycemic, anfioxidant
and anti-inflammatory agents [2]. The structure-activity relationship
(SAR) of the sesquiterpenes measured using anti-inflammatory
activity in the TPA mouse edema ear test was previously studied
[3]. When eremophilanes are topically adnumstered, permeation
through the skin and transdermal absorption occurs. resulfing in the
corresponding intibition of the inflammatory process. The
permeability  properties of the comeum stratum remained
unchanged indicating good tolerance to the compounds. As a
consequence. a good correlation exists befween measurements
derived from both in vivo and ex vive skin diffusion experiments
with the same chemicals. Therefore. the transdermal route is
relevant for the adminsstration of anfi-inflammatory agents. It
avoids hepatic metabolism, the administration is easier, and is more
convenient for the patient. Nonsteroidal anti-inflammatory dmgs
(NSAIDs) are the most commonly used fo reduce pain and
inflammation [4] and they are widely ufilized in the treatment of
rheumatic diseases. Available formulations contain diclofenac
sodium This salt is soluble in aqueous solutions as an ionized salt
and its penetration info the skin is dependent upon partitioning of
the unionized form into the lipophilic phase of the formulation [5].
Thus. m this study diclofenac acid (2-[2-[(2.6-dichlorophenyl}-
amino]phenyl]acetic acid) (4) has been formulated in a less soluble
form.

Also, cacalol (1), and a natural mixture of cacalone (2) and 6-epi-
cacalone (3) are poorly water soluble drugs. The comeum stratum is

Iy -CH, -Of

o™ 3 -0H -CH,

Figure 1: Cacalol (1), cacalone (2), 6-gpi-cacalone (3} and diclofenae acid (4).

a formidable natural barrier. To overcome these difficulties various
colloidal approaches have been proposed as mnanoparticles.
liposomes, vesicular lipidic systems and others [6.7]. In this way.
nanoemulsions are attractive vehicles for drug delivery because of
their easy fornmlation. thermodynamic stability, solubilization
properties and their small droplet size [3.9]. In order to evaluate the
potential of nanoemulsions as transdermal delivery systems for
sesquiterpenes. the objective of the present study was to mvestigate
the skin permeation of cacalol (1) (Formulation I) and of the
mixture of cacalone (2) and 6-gpi-cacalone (3) (Formulation IT) to
obtain transdermal parameters and hence obtain information about
their possible and future clinical utilization by this administration
route.

A comparative study of the transdermal penetration of the
sesquiterpenes and a  known anti-inflammatory  substance.
diclofenac acid (4) (Formulation IT) was also smudied All dmugs
were topically applied on human epidermal membranes using the
same experimental conditions.

Table 1 shows the percent composition of the nancemulsion for
transdermal preparations. An anhydrous composition was selected
because of the solubility of sesquiterpenes and diclofenac acid.
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Table 1: Composition of nanoemulsions

Components (% wiw)
Labrasol® 535
Plurol oleigque® 133
Labrafac lipophile® 149
Propylenglycol 17.9
Active principle
(anti-inflammatory natural product or synthesized) 0.5

A nanoemulsion 1s comprised of a base, formed by the combination
of substances such as a lipophilic phase, non-ionic surfactants, and
co-surfactants.

A fixed concentration (0.5%) of the drugs was used m three
formulations (I, II and III) to compare the effect of both anti-
mflammatory compounds (natural product and synthesized). In all
cases, a solubility study was performed and a ternary phase diagram
constructed.

Nanoemulsions were characterized with regard to their appearance
and particle size by transmission electron microscopy (TEM) and
photon correlation spectroscopy (PCS).

Nanoemulsion systems were obtained on a laboratory scale with
emulsification using an ultrasound method [10].

The obtained formulations were isotropic, transparent, and slightly
viscous. To elaborate the ternary phase diagram, the components
were gathered in crowds attending to their characteristics of
polarity, hydrophilic and/or amphiphilic according to the
microemulsion formulations by Gattefossé [11]. Imitially, a base
graph was chosen, without the presence of an active ingredient,
order to 1dentify the suitable zone to form the nanoemulsion. In this
way, in the vertexes of the equilateral trmangle the following
components or compositions were: Labrafac, Labrasol/plurol
oleique (5:1) and polypropylengycol.

Transmission electron microscopy (TEM) allowed the observation
of the droplet structure in all formulations, and the efficiency of the
preparation method used. Nanoemulsion droplets were spherical,
with narrow size distribution i which the hydrophilic globules had
a mean size from 50 to 200 nm: (A) Z-Average (dom): 102/PDI:
0.1, (B) Z-Average (dnm): 141.1/PDI: 0.093 and mixture (C) Z-
Average (dnm): 105.5/PDI: 0.664 (D) Z-Average (dnm): 50.76/PDI:
0.381.

The droplet size did not change after addition of the natural
products. However, the median diameter of the diclofenac acid
nanoemulsion decreased significantly in comparison with the initial
droplet size. This can be explained by the affinity of diclofenac acid
(4) with the non-ionic surfactants of the nanoemulsion. Some

Table 2: Permeation parameters.

Garduiio-Ramirez et al.

electrostatic nteractions could occur between the aromatic ning and
functional groups of the chain of the surfactants duning
nanoemulsion preparation [12, 13]. Both the results of TEM and
PCS mdicated that the samples were stable without great increase in
particle size for at least three months.

Tables 2 and 3 show the comparative permeation parameters of the
different anti-inflammatory substances of the formulations. Skin of
6 healthy donors was used; the median amounts permeated at 24 h
with Formulations I, IT and IIT were 2.0 pg, 11.4 pg and 414.4 pg,
respectively. These values were statistically different using the non
parametric test of Kruskal-Wallis (Table 2).

Q.4 values obtamed in each case showed that diclofenac acid
permeated 40 times more than the mixture of 2 and 3, and 200 times
more than 1. Also P, ranged from 0.83 h -1 (4) to 0.04 ! for the
mixture of 2 and 3 (Table 2). The ligher permeation of 4 was
favored by the small particle size in the disperse phase, since
vehicle passed through the narrow intercellular passages (pores) in
the outer skin layers [14]. In fact, the diclofenac acid nanoemulsion
had flow values approximately 40 times higher and retained
amounts 2 to 5 times smaller than 1 and the mixture of 2 and 3
nanoemulsions, respectively.

A difference between the two natural drugs is the permeated amount
of mixture 2 and 3 nanoemulsion (formulation II) at 24 hours,
which was 5 times higher than that of formulation I. Therefore, a
greater quantity extracted of mixture 2 and 3 was found (4.15 ng/mg
skin/ em®). These differences in topical permeation could be
explained by the higher value of P,, directly related to the diffusion
coefficient, but not by the P, parameter (p<0.05). Thus, the mixture
of 2 and 3 favor deposifion in the skin, which could increase the
mitial retained amount and further permeation of drug

Results of the present study show that 1t 15 possible to mvestigate
the permeation through the skin of 1 and the muxture of 2 and 3
formulated m nancemulsions by using ex vive human sk
experimental models. Moreover, the permeation rate found for the
assayed compounds shows that further investigations for local and
systemic anti-inflammatory activities could be envisaged. Thus the
possibility exists for the use of both natural nanoemulsions for local
effects and the diclofenac acid nanoemulsion for systemic effects.
The choice of one or another formulation depends on the desired
pharmacological action.

Experimental

Materials: Cacalol (1) and the mixture of cacalone (2) and 6-epi-
cacalone (3) were obtamned from roots of P. radulifolium [1].
Diclofenac acid (4) was prepared from diclofenac sodium by simple

Formulation Compounds TL (h)

J (,ug.cm!.h'l)

Quantity extracted from skin
(ng/mg skin/cm’)

Qu (ng)

I 1 1.16 (2.54/13.02) 0.14 (0.10/0.26) 1.40 (0.52/429) 2.0 (1.67/5.61)
i 2and 3 1.42 (0.22/4.62) 0.18 (0.08/0.26) 415 (3.03/951) 1137 (4.39/1557)
ity 1 0.20 (0.10/4.11) 574 (4.2221.55) 0.73 (0.59/0.87) 114.41 (266.23/6.25)

Results are median and range from six replicates. Significant differences between groups: iﬂ"°p<:l].{.'15 (* 11 is different from I, ° III is different from IT and ° ITI is different from I).

Table 3: Permeation parameters.

Compounds Pi{cm) Pa(h™) Kp (cm.h™)
i 1 343x10° (147x 1077103107 400x 107 (1.28x 107/6. 1.07x10°(7.77x 107205k 107)
il land3 .08 %107 (1.83 x 1095.55 X109 12.00x 107 (3.60x 1 142x 107 (6.64 x 107202 x 109
iy 1 600 107 (190 x 10°/4.13 x 107) 0.83 (1.04x 107 150 107 (3.30 x 10°/1.67

Results are median and range from six replicates. Significant differences betweeen groups: *** p<0.05 (* I is different from I: P11 is different from II and © III is different from I).
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Transdermal permeation of the sesquiterpenes

acid hydrolysis with concentrated hydrochloric acid 'H NMR
spectra of 4 were obtained using a Varian Unity Inova spectrometer
at 400 MHz, using TMS as the internal standard and CDCI; as
solvent. Labrasol® (caprylocaproyl macrogol-8-glycerides),
Labrafac® (medium chain triglyceride, Cs-Cyo fatty acids), Plurol
oleique® (polyglyceryl-6-dioleate) and polypropylenglycol were
supplied by Gatteffossé and Panreac Quimica. Absolute ethanol,
acetonitrile and water were of either reagent or high-performance
liquid chromatography (HPLC) grade.

Droplet size and size distribution: The droplet size and
polydispersity index (PI) of samples were assessed by photon
correlation spectroscopy (PCS, dynamic light scattermg, DLS)
using a Z-SIZER MALVERN instrument (photon correlation
spectrometer Malvern 4700, Malvern Instruments, Malvern, UK)
at 25°C.

Characterization of the nanoemulsions: The morphological
observations of nanoemulsions were performed, by negative
staining, using an Electronic Transmission Microscope, TEM Zeiss
902 with magnifications of 7000 to 140000. The samples were
placed over a copper gnid coated with carbon film and air dried.
Then they were stained with 2% uranyl acetate. Finally, the samples
were air dried prior to being placed in the TEM instrument for
analysis.

Ex vive permeation study: Permeation study was performed using
amber glass occluded Franz-type diffusion cells with an effective
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diffusion area of 2.54 cm?® and a receptor compartment volume of
12.36 = 0.6 mL. The receptor chambers of all diffusion cells were
filled with absolute ethanol-water (3:7 v/v) to provide sink
conditions for the permeation and they were magnetically stirred
[4]. The diffusion cells were equilibrated at 32 = 1°C for 24 h
before conducting permeation studies over 46 h. 300 pL samples
were withdrawn from receptor chamber at 2, 4, 16, 18, 20, 22, 24,
26, 28, 40, 42, 44 and 46 h after application, and replaced with the
same volume of receptor medium-

HPLC analysis: Analysis of 1, natural mixture of 2 and 3, and
diclofenac acid (4) were performed using a validated high-
performance liqmd chromatography method. The mstrument
(Waters LP Module 1) consisted of an UV/visible detector and an
analytical column (250/4.6 mm i.d.) packed with 5 um ODS (Cyg)
Samples were analyzed at 25°C with UV detection at 326 nm for
natural drugs and 211 nm for diclofenac acid (4).

Statistical analysis: Comparison of the median values of the
permeation parameters coming from 6 different donors were
performed by non parametric analysis (Krukal-Wallis) with a
significance value of p<0.05.
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