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Resumen
En el presente trabajo, se realiz6 un estudio termodinamico sobre la
efectividad de liberacion del Cannabidiol (CBD) en diversos
nanoacarreadores. Para ello, se prepararon dos modelos de membranas

con y sin colesterol (10 mol%o).

En este estudio se utlizaron liposomas y nanoemulsiones como
nanoacarreadores, y se compararon con dos solventes: etanol y dimetilsulféxido
(DMSO). Todos los andlisis se realizaron mediante Calorimetria Diferencial de
Barrido (DSC) y Calorimetria de Titulacion Isotérmica (ITC), y posteriormente se
procesaron en MATLAB.

Los resultados demuestraron una mejora en la efectividad de la entrega cuando
la membrana blanco contiene colesterol. Ademas, se observé que el DMSO y el
etanol generan micelas al entrar en contacto con moléculas de agua, lo cual indica
gue estos solventes encapsulan el CBD cuando se colocan en agua. Por ultimo,
se realizé una comparaciéon entre diversos modelos con colesterol, esta vez
aumentando la longitud de la cola de los fosfolipidos. Se demostr6 que cuanto
mas corta es la cola, mayor es el efecto del CBD. Esto se comprob6 en ITC, donde
se observé la variacion de la energia entre los diferentes tamafios de cola de los

fosfolipidos.
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Abstract

In the present work, a thermodynamic study was conducted on the effectiveness
of Cannabidiol (CBD) release in various nanocarriers. For this purpose, two
membrane models with and without cholesterol (10 mol%) were prepared.

In this study, liposomes and nanoemulsions were used as nanocarriers and
compared with two solvents: ethanol and dimethyl sulfoxide (DMSO). All analyses
were performed using Differential Scanning Calorimetry (DSC) and Isothermal
Titration Calorimetry (ITC), and subsequently processed in MATLAB.

The results show an improvement in delivery effectiveness when the target
membrane contains cholesterol. Additionally, it was observed that DMSO and
ethanol form micelles upon contact with water molecules, indicating that these
solvents encapsulate CBD when placed in water. Finally, a comparison was made
between various models with cholesterol, this time increasing the length of the
phospholipid tails. It was demonstrated that the shorter the tail, the greater the
effect of CBD. This was confirmed in ITC, where the variation in energy between

the different phospholipid tail lengths was observed.
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1 INTRODUCCION

1.1 MEMBRANA CELULAR

La célula es la unidad estructural y funcional mas pequefia de los
organismos vivos, capaz de realizar todas las funciones vitales. Esta
formada por tres partes principales: el nucleo, que alberga todo el material
genético; el citosol, donde residen los organelos; y la membrana plasmética,
encargada de regular el transporte de sustancias dentro y fuera de la célula,

ademas de brindar proteccion y dar forma [1].

La membrana celular (al igual que todas las membranas de los organelos) esta
compuesta de una bicapa de fosfolipidos y proteinas. Los fosfolipidos son
moléculas anfifilicas que tienen una parte hidrofilica (la cabeza) y una parte
hidrofébica (las colas). La parte hidrofébica estd compuesta por cadenas
hidrocarbonadas que, al entrar en contacto con el agua, se agrupan de manera
tal que minimizan sus interacciones con ella, mientras que la parte hidrofilica
permanece en contacto con el agua. Dentro de la gran variedad de fosfolipidos
que existen, los lipidos de fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE) y
fosfatidilserina (PS) son los mas comunes y han sido objeto de numerosas

investigaciones [2].

Aunque pueda parecer sencillo de entender, en realidad la estructura de la
membrana es mucho mas compleja. En su interior, encontramos una gran
variedad de proteinas ancladas que actian como receptores de sustancias,
canales i6nicos y proteinas de transporte. Otro componente crucial de la

membrana es el colesterol, que le otorga estructura y rigidez, ver Fig 1 [3].

La membrana plasmatica es un tema de gran interés en la investigacion debido
a su papel fundamental en la regulacion del flujo de sustancias dentro y fuera de

la célula, mediante canales y proteinas ancladas a ella. Un desequilibrio en este
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proceso puede ocasionar desde dafio celular hasta la muerte. Por lo tanto,
cualquier molécula que pueda interactuar con la membrana y alterar sus
funciones, ya sea estimulando o bloqueando alguna de ellas, se convierte en un

objeto de estudio de gran importancia.
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Figura 1: Representacion de una membrana plasmatica con sus
principales componentes [8].

1.2 CANNABIDIOL

La cannabis sativa, también conocida como cafamo, es una planta
ampliamente reconocida por sus diversas propiedades medicinales,
recreativas e industriales [4]. Se compone de una amplia variedad de
moléculas (Fig. 2), entre las cuales se encuentran 113 cannabinoides, siendo
el tetrahidrocannabinol (THC) y el cannabidiol (CBD) los mas destacados.

El cannabidiol (CBD) es el segundo cannabinoide mas abundante en la planta
cannabis sativa, representando entre el 20\% y el 25\% del peso total de la planta,
solo superado por el tetrahidrocannabinol (THC) [4]. EI CBD guarda muchas
similitudes con el THC, sin embargo, a diferencia de este ultimo, no produce

efectos psicoactivos.

Alo largo de los afios, las investigaciones sobre esta molécula han revelado
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gue hasta 2015 se habian identificado al menos 65 receptores en el cuerpo,
distribuidos en cuatro posibles blancos: 49% asociados a enzimas, 20% a
proteinas de transporte, 15% a canales ionicos y 15% a receptores nucleares.
A pesar de esta abundancia de receptores y de los beneficios observados, aun
se estan realizando investigaciones para comprender como interactta el CBD

en el organismo [4].
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Figura 2: Principales cannabinoides presentes en la cannabis sativa [4].

Numerosos estudios [4-6], han demostrado que el CBD puede ser un agente
terapéutico efectivo para tratar una amplia gama de enfermedades, como la
epilepsia, el estrés, la neuro inflamacion, el cancer, la enfermedad de Parkinson, la
ansiedad, la artritis, el lupus, la psicosis y las convulsiones, entre otras. Actualmente,

se estan investigando métodos efectivos para administrar esta sustancia en el cuerpo

7).
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Sin embargo, uno de los mayores desafios que enfrenta su administracion es que
la molécula de CBD es altamente hidrofobica, con un coeficiente de particion
(conocido como LogP) de 7.03, lo que dificulta su administracion directa. Por esta
razén, se han desarrollado una variedad de nanoacarreadores capaces de

encapsularlo y facilitar su transporte a través del cuerpo.

1.3 NANOACARREADORES

Durante afios, la investigacion médica ha buscado mejorar la eficacia de la
administracion de farmacos. A menudo se ha intentado modificar la estructura
molecular de los fArmacos para hacerlos mas resistentes a ambientes hostiles.

Sin embargo, estos esfuerzos han avanzado lentamente [9].

La nanotecnologia ha revolucionado la investigacion cientifica en campos como
la ingenieria, la medicina y la biologia. Estos avances han permitido estudiar
sistemas a una escala nanométrica, lo que ha dado lugar a equipos mas
compactos, reduciendo la cantidad de muestra necesaria y los tiempos de

analisis, ademas de mejorar la calidad y confiabilidad de los resultados.

En las ciencias de la salud, la nanomedicina ha surgido como una posible
solucion. Esta disciplina tiene un area que se centra en el desarrollo de sistemas
de transporte de farmacos, conocidos como nanoacarreadores [10]. Utilizando
nanoparticulas y nanoestructuras, los tratamientos se vuelven mas eficaces,
selectivos y con menos efectos secundarios. La nanomedicina se dedica al
estudio, desarrollo y aplicacion de la nanotecnologia en el diagnéstico y
tratamiento de enfermedades.

Los nanoacarreadores de farmacos, también Illamados plataformas
moleculares o portadores de farmacos [11], ofrecen ventajas sobre la
administracion directa de drogas. Pueden ser modificados para proteger el

farmaco de ambientes degradantes, mejorar su biodisponibilidad y eficacia, y
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controlar su liberacion en la region de interés. Esto permite reducir la dosis
administrada y minimizar los efectos secundarios [12].

Sin embargo, muchas nanoparticulas presentan deficiencias, desde una
liberacidn insuficiente de farmacos hasta su rapida eliminacion del sistema
[13], y en algunos casos, un alto grado de toxicidad derivado de las
modificaciones [14].

Las investigaciones realizadas a lo largo de los afos buscan estudiar diversas
perspectivas con nanoparticulas, con el fin de mejorar la eficiencia en la liberacion
de drogas y prolongar su permanencia en el sistema sanguineo. Ademas, se
busca aumentar su especificidad para actuar en sitios especificos y reducir su
toxicidad, con el objetivo de minimizar los efectos secundarios en el resto del

cuerpo [15].

Actualmente, existen diversos tipos de nanoacarreadores de farmacos, como
se muestra en la Fig. 3. Estos incluyen nanoacarreadores inorganicos, como
nanotubos de carbono y nanoparticulas de oro, y organicos, como liposomas,
nanoburbujas, nanoemulsiones, micelas, entre otros [16]. Ademas, hay
sustancias como solventes que, en baja concentracion, pueden utilizarse como

acarreadores, como el dimetilsulfoxido y el etanol [17].
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Figura 3: Recopilacion de la variedad de nanoparticulas acarreadoras

actuales reportadas, [16-18].

1.3.1 LIPOSOMAS

En los ultimos afios, se ha despertado gran interés en las nanoparticulas
lipidicas conocidas como “liposomas” [19]. Los liposomas son vesiculas formadas
por una o mas bicapas de fosfolipidos que adoptan una forma esférica en medios
acuosos, lo que les proporciona estabilidad. Su tamafios varia desde 20 nm hasta
mas de 1 micra y se clasifican segun su tamano en SUV’s, LUV’'s MLV’s y GUV’s
[16].

Estas particulas son objeto de estudio debido a que, al ser vesiculas lipidicas, son
un modelo de membrana ideal para representar la membrana plasmatica. Esta es
mas compleja, ya que ademas de fosfolipidos, contiene otros tipos lipidos,
proteinas ancladas con diversas funciones, colesterol para darle rigidez, canales
iGnicos, etcétera. Sin embargo, los liposomas nos permiten estudiar como se
comporta la membrana en condiciones ideales y el efecto que podrian tener sobre

ella farmacos u otras sustancias de interés [2].

Ademas de utilizarse como modelos de membrana, los liposomas se han
empleado como transportadores de farmacos [20], demostrando ser viables para

esta funcion. Se estudian detalladamente en sus fases gel y fluida para
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aprovechar su potencial en la mejora de la entrega de farmacos o activos
encapsulados en su interior. La transicion de fase, donde se pasa de una fase gel
a una fase fluida, marca el punto en el que la mitad de los lipidos estan en una

fase y la otra mitad en la otra.

Como resultado, se han desarrollado numerosas modificaciones en estas
vesiculas lipidicas para hacerlas sensibles a diversas propiedades y lograr una
liberacion rapida y eficaz de lo encapsulado. Por ejemplo, se han creado
liposomas sensibles al pH, temperatura, presion, estrés oxidativo, cargas

eléctricas, campos magnéticos, ultrasonido, luz, entre otros [21] (ver Figura 4).
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Surface-
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Figura 4: Diagrama representativo de un liposoma con las modificaciones

que se pueden realizar para transportar un farmaco en él [22].

En 1986, W. Jany H. Dick llevaron a cabo un estudio sobre los efectos
de la adicién de calcio a liposomas de fosfatidilserina (PS). En estos
experimentos, se observd que este elemento inducia la fusién entre las
vesiculas en un tiempo mas corto de lo esperado [23]. Desde entonces,

la investigacion en esta area ha continuado avanzando.
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En 2001, D. Needham y Mark W. Dewhirst desarrollaron las primeras pruebas
de administracion de farmacos con liposomas sensibles a la temperatura para el
tratamiento de tumores solidos [24]. En esta investigacion, crearon un liposoma
termosensible que podia ser estimulado con un laser para inducir la liberacion del

farmaco.

En 2014, V. K. Sharma y colaboradores llevaron a cabo un estudio que
demostrd la importancia de la fluidez de la membrana en la liberacion de
farmacos [25]. Ese mismo afo, R. Perez Isidro y F.J. Sierra Valdez
utilizaron DSC para estudiar la difusion de farmacos anestésicos a través
de membranas lipidicas, mostrando los efectos de estos farmacos en la

fluidizacion de las membranas [26].

En 2020, B. Emek public6 un estudio que comparaba la administracién directa
de CBD con su administracion mediante un liposoma, demostrando un aumento
en la biodisponibilidad del CBD [20]. Y recientemente, en 2021, L. Yibo y
colaboradores realizaron un estudio biofisico sobre la liberacion de farmacos
utilizando liposomas como transportadores, analizando las modificaciones
realizadas a los liposomas para estimular la liberacion y sus ventajas y

desventajas [16].

1.3.2 NANOEMULSIONES

Las nanoemulsiones se definen como dispersiones bifasicas de aceite en
agua o agua en aceite, donde dos liquidos naturalmente inmiscibles pueden
estabilizarse mediante un tensoactivo, generando gotas del tamafio del orden
de nanometros. Estas nanoemulsiones suelen tener tamafos que varian de 20
a 500 nm. Gracias a estos tamafos, presentan una mejor estabilidad en
comparaciéon con las microemulsiones, debido a una disminucién de la

coalescencia y agregacion [28].
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En 2013, Sai-Ping Jiang y colaboradores desarrollaron una nanoemulsion
utilizando Doxorrubicina y PEG como estabilizador, lo que permitié una mayor
permanencia en el sistema y acumulacién en ciertos érganos y tejidos blancos.
Esto se logro gracias a un efecto de permeabilidad y retencion mejorada, que
ayudo a evitar la pronta eliminacién por parte del sistema reticuloendotelial (RES)
[29]. En 2014, Yue Zhang y colaboradores llevaron a cabo un estudio sobre las
propiedades de las nanoemulsiones, encontrando que mejoran la
biodisponibilidad del farmaco en el sistema, protegiéndolo de ambientes hostiles
y aumentando su solubilidad [30]. Al afio siguiente, Lu R, Liu S, Wang Q y Li X
crearon nanoemulsiones compuestas de monooleato de poli(etilenglicol) (PM) y
triglicéridos de cadena media para mejorar la estabilidad géastrica de ciertos

farmacos y su biodisponibilidad al ser tomados por via oral [31]

En 2016, Tianpeng Zhang y colaboradores estudiaron el efecto del cremofor EL
cuando se agregaba a una nanoemulsién, encontrando que mejoraba la
permeacion transcelular de emodina mediante la inhibicién del metabolismo del
UGT [32]. En 2022, Angela M. Jaramillo y Carlos Ruiz S. realizaron un estudio
sobre las interacciones y efectos de las nanoemulsiones en un modelo de
membranas lipidicas, descubriendo que las nanoemulsiones de CBD y propofol
modificaban la capacidad calorifica y fluidizaban las membranas, un efecto que

se potenciaba cuando la membrana modelo contenia colesterol [33].

1.3.3 DIMETIL SULFOXIDO (DMSO)

El dimetil sulfoxido, comunmente conocido como DMSO, ha sido
ampliamente utilizado en biologia debido a su capacidad para disolver tanto
moléculas polares como no polares [34]. Fue descubierto en 1866 por el
quimico ruso Alexander Saytseff mientras preparaba pulpa de celulosa,
obteniéndolo como un subproducto de este proceso [35]. En 1963, se
observaron sus grandes propiedades con potencial beneficio para la medicina,

lo que llevé a una amplia gama de investigaciones sobre sus aplicaciones
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meédicas [36]. Una de las aplicaciones mas comunes es su uso en cremas en

la industria farmacéutica [37].

La capacidad del DMSO para penetrar las membranas lipidicas se debe
principalmente a los puentes de hidrégeno que forma con las moléculas de agua
y al tamafio de la molécula [38]. Desde su descubrimiento, las investigaciones
han demostrado sus grandes beneficios. Por ejemplo, uno de los primeros
avances, realizado por Jacobo y Stanley W, demostré que el DMSO mejora la
permeabilidad de la membrana celular, facilitando el transporte de sustancias a
través de ella. También se han encontrado efectos antiinflamatorios vy
vasodilatadores, asi como efectos analgésicos y la capacidad de actuar como

agonista o antagonista de algunos farmacos [39].

Posteriormente, se ha investigado el mecanismo por el cual el DMSO interactia
con la membrana. En 2006, una investigacion de dinamica molecular propuso que
crea poros de agua en la membrana, provocando su fluidez [40]. En 2010, Tofeeq
Ur-Rehman y colaboradores analizaron el efecto de diferentes concentraciones
de DMSO en la micelizacion del Poloxamer P407 y su relaciéon con la liberacion
de farmacos, encontrando que mejoraba la liberacion de farmacos hidrofébicos y
disminuia la de los hidrofilicos, ademas de afectar la temperatura critica de

micelizacion [41].

En 2012, M. Gaspar y colaboradores realizaron un analisis sobre los beneficios
y desventajas de usar DMSO en tratamientos topicos, observando que, a
concentraciones menores al 50 %, no causaba dafio celular significativo en tejidos
de ratones y mejoraba la penetracion del farmaco a través de la piel [37]. En 2018,
un grupo de investigacion de la Universidad de Sonora realizé un estudio sobre
la sintesis y caracterizacion de moléculas anfifilicas, explorando la interaccion del
DMSO con las moléculas de agua [38] (Fig. 5). Para 2021, Claudia Taborda y
colaboradores realizaron una investigacion sobre el efecto del CBD en la

funcionalidad de neutréfilos en donde usaban el DMSO como vehiculo para
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administrar el CBD a células in vitro demostrando la efectividad del DMSO como
vehiculo y analizando el efecto del CBD sobre los neutrofilos [42].

Uno de los estudios mas recientes realizados por Yuxi Li y colaboradores en
2022 titulado "Efectos in vitro del cannabidiol y sus principales metabolitos en
células de Sertoli humanas y de raton" se usa DMSO como vehiculo y para

disolver una gran cantidad de cannabinoides que se comparan entre ellos [43].
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Figura 5: Simulacién de interacciones de moléculas de DMSO con
moléculas de agua (A, B). Se observa la representacion de las
interacciones entre moléculas de agua. (C) Interaccion del DMSO al

entrar en contacto con moléculas de agua [38].
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1.3.4 ETANOL

El etanol es un solvente ampliamente utilizado en diversos ambitos, incluyendo
el area médica, los laboratorios de investigacion y la industria automotriz. Sus
aplicaciones principales incluyen mantener la limpieza de lugares, lavado de

materiales, disolucion de sustancias y combustible, entre otros [44].

Con una estructura quimica simple representada como H3C-CH2-OH, es
también el componente psicoactivo presente en cervezas y licores. Sin embargo,
sus efectos son menos perjudiciales que los de otros compuestos. Se forma a
partir de la fermentacion de ciertas levaduras con agua y azlcar, donde se
recombina las moléculas de carbono, oxigeno, hidrégeno y agua para formar

alcoholes y dioxido de carbono [45].

En el campo médico, el etanol ha sido de gran importancia al permitir la
disolucién de sustancias para su administracion en el cuerpo. Se utiliza en
terapias como antiséptico, tratamiento del sindrome de abstinencia de alcohol,
antidoto para la intoxicacion por metanol o etilenglicol, entre otros. Ademas, se

ha propuesto su uso como agente disolvente de sustancias hidrofébicas [46].

En investigaciones recientes, se ha estudiado el transporte de proteinas
inhaladas en suspension de etanol, demostrando su efectividad en la disminucién
de la glucosa en sangre y el aumento de la insulina sérica [47]. Asimismo, se ha
observado que al agregar etanol a liposomas se forman nanoparticulas llamadas
etanosomas, las cuales mejoran la penetracion de los liposomas en los tejidos

gracias a la capacidad del etanol para volver permeables las membranas [48].
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2 HIPOTESIS

La eficiencia de entrega del CBD mediante nanoacarreadores
depende de las interacciones entre la molécula, el acarreador y la

composicion lipidica del blanco.
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3 OBJETIVOS

3.1 GENERAL

Estudiar la termodindmica de la liberacion de CBD para diferentes

nanoacarreadores y membranas modelo.

3.2 ESPECIFICOS

Determinar los tamafios de los nanoacarreadores.

Il Determinar como cambia el perfil calorimétrico de la membrana blanco

cuando entra en contacto con los nanoacarreadores con CBD.

1] Analizar el efecto de la composicion lipidica de la membrana blanco en la

entrega de CBD por nanoacarreadores.

\Y, Determinar la energia de enlace como funcién de la dosis para los

diferentes modelos de membrana, con el acarreador mas eficiente.
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4 METODOLOGIA

Para realizar los experimentos se utiliza una molécula hidrofobica
del cannabis la cual es el CBD < 98 % de Avanti Polar Lipids
(Alabaster, USA). En la Fig. 6 se presenta la estructura molecular del
CBD.

Molécula de CBD

Log P=7.03

Figura 6: Estructura molecular del CBD con su coeficiente de particién (LogP).

Se opta por trabajar con lipidos de fosfatidilcolina (PC) debido a su alta
presencia en la cara externa de la membrana celular. Se utilizan tres
variantes de lipidos de PC que difieren en la longitud de la cadena de
carbono en sus colas, como se muestra en la Fig. 7. La longitud de esta
cadena confiere propiedades distintas cuando se encuentran en las
membranas lipidicas.

Los lipidos de PC seleccionados son el 1,2-dimyristoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine (DMPC) < 99\%, el 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphocholine
(DPPC) < 99\% vy el 1,2- Distearoyl-sn-glycero-3- phosphorylcholine o (DSPC)
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< 99 %. EI DMPC, con un peso molecular de 677.933 Da y una cadena de 14
carbonos, se emplea para generar los agentes acarreadores liposomales. El
DPPC, con un peso molecular de 734.039 Da y una cadena de 16 carbonos y el
DSPC con una cadena de 18 carbonos, se utilizaron como modelos de membrana
blanco. Todos los lipidos son adquiridos por Avanti Polar Lipids, Inc.

Asimismo, se incluye el colesterol con un grado de pureza igual o superior al 99

%, suministrado por Sigma-Aldrich, USA.

Para elaborar cada uno de los nanoacarreadores, se comenz0 preparando una
solucién concentrada de CBD en etanol, DMSO y aceite de linaza. Para ello,
pesamos cuidadosamente la cantidad necesaria de CBD y lo disolvimos en cada
solvente, obteniendo asi las siguientes concentraciones: CBD en etanol a 30
mg/ml, CBD en DMSO a 70 mg/ml y CBD en aceite de linaza a 200 mg/ml. Con
estos stocks primarios listos, procedemos a preparar cada nanoacarreador de
manera individual. Para todas las preparaciones, se usa agua Milli-Q 1Q 7000, con
una resistividad de 18.6 MQ

\/\/\/\/\/\/YJH 01_ |:' DMPC
o
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o T o O ~ DPPC
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COLESTEROL

Figura 7: Estructura molecular de los lipidos de fosfatidilcolina y colesterol

usados para los experimentos.
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4.1 PREPARACION DE LIPOSOMAS
(NANOACARREADORES Y MODELOS DE
MEMBRANAS BLANCO)

El protocolo para la preparacion de los liposomas multilaminares se detalla

a continuacion (ver Fig. 8): Se peso la cantidad adecuada de DMPC y DPPC

(cony sin colesterol), quedando a una concentracion de 4 mM para cada lipido.
Se utilizé una balanza analitica de la marca Ohaus.

Para formar los acarreadores liposomales de DMPC vy los liposomas de que

seran nuestro modelo de membrana de DPPC con colesterol, se usé etanol como

solvente de los lipidos individuales. La solucion se homogenizé mediante un

vortex.

Para formar los modelos de membrana blanco de DPPC sin colesterol, se hidraté
con una solucién buffer de hepes a 10 mM y pH de 7.4. Esta mezcla, se agité a
una temperatura por encima de su Tm durante 40-45 minutos a 600 rpm,

utilizando un iméan para la agitacion.

En la solucion de DMPC en etanol, se agrego la cantidad necesaria de CBD a
partir de su stock en etanol, el cual tiene una concentracion especifica, y se agitd

mediante un vortex.

Después de la adicion del CBD, se evapor6 la muestra aplicando una corriente
de nitrégeno durante aproximadamente 40-45 minutos a 55 °C y una agitacion

con el iman a 600 rpm.

Una vez completada la evaporacion, se hidraté la muestra con buffer de hepes
a 10 mM a pH de 7.4 a una temperatura de 55 °C y se agitd6 mediante un vortex.
Luego, se dejo incubar durante 30-40 minutos a una temperatura de 55 °C y una
agitacion con el iman a 600 rpm.

Para crear LUV's (Large Unilamellar Vesicles) se usé un equipo para extruir la

muestra. La suspension de liposomas se hizo pasar 15 veces a través de una
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membrana de 200 nm (Nucleopore Track-etch Membrane de la marca Whatman)
en un rango de temperatura de 55-60 °C. Este proceso garantiza que los LUV's

sean de un tamarfio uniforme.

En el caso de los modelos de membrana como el de DPPC con colesterol, se
peso la cantidad correspondiente para que las membranas tuvieran 10 \% de
colesterol y 90 % de DPPC. Luego se disolvio el colesterol y los lipidos de DPPC
en etanol, se mezclaron y se aplico vortex para homogenizar la muestra. Después,
se llevd esta al desgasificador para evaporarla con una corriente de nitrégeno a
55 °C (600 rpm) durante 40 minutos. Posteriormente, se hidraté con la solucion
de HEPES a 10 mM a pH de 7.4 a 55 °C y una agitacion con el iman a 600 rpm

durante 30-40 minutos.

- . Evaporar
Diluir Desgasificar

g

Pesar

;QE@M

Hidratar Repreparar Extruir

Figura 8: Método de preparacion de los modelos liposomales [37]
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4.2 PREPARACION DE NANOEMULSION DE
ACEITE DE LINAZA CON CBD

La nanoemulsién que se prepard, pertenece al tipo de aceite en agua
(O/W). Esta eleccion se fundamenta en la naturaleza hidrofébica del CBD.
Para confeccionar la nanoemulsion de CBD, empleamos un
ultrasonicador (ultrasonic processor, modelo FB-705, de Fisher Scientific,
ver Fig. \ref{nanoemulsion}). Este dispositivo cuenta con una punta la cual
es sumergida en un frasco ambar que contiene una mezcla O/W
compuesta por un 99\% de agua y un 1 % de un stock de aceite de linaza
con CBD, el cual esta a una concentracién de 200 mg/ml. Luego, se lleva
a cabo un proceso de sonicacion durante 5 minutos con una amplitud de
80 um, lo que resulta en una concentracion final de 2 mg/ml de CBD en

el volumen total de la nanoemulsion.

Aceite/Farmaco Mezclar Sonicar Mezclar

Figura 9: Método de preparacion de nanoemulsiones de aceite de linaza

con CBD por ultrasonicacion.
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4.3 PREPARACION DE ACARREADOR DMSO
y ETANOL

La preparacion del acarreador de etanol es similar al del DMSO (Fig.

10), y se lleva a cabo a través de los siguientes pasos:

1 Primero, se pesoO cuidadosamente la cantidad de CBD deseada para la

concentracion del stock (Fig. 10 (a)).

2 Después, se agrego con precision el volumen correspondiente de DMSO
(o etanol) al CBD (Fig. 10 (b)).
3 Para el DMSO, se sonicé utilizando un esterilizador por ultrasonido

Branson mod. 1800 durante 10 minutos para asegurar que todo se diluyera
correctamente (Fig. 10 (c)).

4 Para el etanol, se mezcl6 la solucion usando un equipo Vortex Mixer para
homogenizar la muestra y diluir correctamente el CBD (Fig. 10 (c)).

5 Finalmente, se agregé con cuidado el acarreador a la suspension de

liposomas que son utilizados como modelo de membrana (Fig. 10(d)).

-

b) Diluir d) Vortex d) Mezclar

Figura 10: Diagrama de preparacion de los acarreadores de CBD en
DMSO vy etanol.
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5 TECNICAS

Después de haber preparado los acarreadores, procedemos a
realizar las mediciones. Para ello, colocamos en un frasco ambar la
suspension liposomal (1 ml de DPPC o DPPC/colesterol,
respectivamente). Posteriormente, se agrega el acarreador que se va
a estudiar (liposoma de DMPC, DMSO, nanoemulsion o etanol). La
cantidad de vehiculo acarreador corresponde a una concentraciéon de
5 mol% de CBD en la suspension final. Posterior a esto, se procede
a mezclar usando el vértex para distribuir homogéneamente todo el
acarreador en el volumen y se dej6 conviviendo durante 1 min, luego

se colocd en el DLS y DSC para realizar la medicion.

5.1 ESPARCIMIENTO DINAMICO DE LUZ (DLS)

Las mediciones de los tamafios de los nanoacarreadores se llevaron a cabo
utilizando la técnica de esparcimiento dindmico de luz (DLS). Para ello,
utilizamos un Zsizer nano ZSP de Malvern Instrument, con una resolucién que
abarca desde 0,1 nm hasta 10 micras (ver Fig. 11 a).

Este método mide las fluctuaciones en la intensidad de la luz dispersada cuando

un haz de luz laser atraviesa la muestra.

El principio basico del DLS se basa en la dispersion de luz, que ocurre cuando un
haz de luz laser incide sobre una muestra que contiene particulas, causando que
la luz se disperse en todas direcciones debido a las diferencias en el indice de
refraccion entre las particulas y el medio circundante. Las particulas en
suspension estan en constante movimiento debido a las colisiones con las

moléculas del medio, un fendmeno conocido como movimiento browniano.

La luz dispersada por las particulas crea un patron de interferencia que fluctia
con el tiempo debido a este movimiento. Un correlador digital mide estas

fluctuaciones en la intensidad de la luz dispersada y calcula una funcion de
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correlacién de tiempo, proporcionando informacién sobre la velocidad de

movimiento de las particulas, lo cual esta relacionado con su tamafio.

Posteriormente, se realiza un analisis temporal que genera un correlograma,
proporcionando informacion sobre el tamafio de las particulas presentes en la
muestra. Cuanto mas pequefia sea la particula, mas rapido decae este

correlograma. Asi, se estima el tamafio hidrodinamico de cada particula (ver Fig.
11c).
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Figura 11: Técnica de esparcimiento dinamico de luz. a) Equipo de
DLS usado. b) Representacion sobre la recoleccion de informacion a
través de DLS. c¢) Resultado obtenido por el DLS después de hacer las

mediciones, en este caso representa el porcentaje de tamafios que
hay en la muestra.
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5.2 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE
BARRIDO (DSC)

La calorimetria diferencial de barrido (DSC, por sus siglas en inglés) es
una técnica utilizada en quimica y ciencia de materiales para investigar las
propiedades térmicas de sustancias. Se basa en la medicion de la diferencia
de calor absorbido o liberado por una muestra y una referencia, mientras se

someten a un programa de temperatura controlada.

En DSC, tanto la muestra como la referencia se calientan simultaneamente en
un horno con una velocidad de calentamiento constante. La diferencia de
temperatura entre la muestra y la referencia se mide continuamente mientras
aumenta ésta. Cuando ocurren cambios fisicos o quimicos en la muestra, como
transiciones de fase, reacciones quimicas o relajaciones térmicas, se observan

picos o valles en el gréfico de la capacidad calorifica contra temperatura.

La capacidad calorifica en la calorimetria diferencial de barrido (DSC) mide el
calor necesario para aumentar la temperatura de una muestra comparada con
una referencia. En un gréfico de DSC, la capacidad calorifica se observa como
cambios en la linea de base del flujo de calor, indicando transiciones térmicas

como fusiones y transiciones vitreas.

Los datos obtenidos de un analisis DSC proporcionan informacion valiosa sobre
una amplia gama de propiedades térmicas de la muestra, como la temperatura
de fusion, la temperatura de transicion vitrea, la entalpia de fusion, la estabilidad
térmica y la cinética de las reacciones quimicas (Fig. 12). Esto permite
caracterizar materiales, identificar composiciones, investigar la pureza de las
sustancias y estudiar la estabilidad de productos farmacéuticos, polimeros,

alimentos, y otros materiales.

Una de las ventajas clave de la DSC es su sensibilidad para detectar cambios
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térmicos pequefios, lo que la hace util para analizar muestras en cantidades muy

pequefias y para estudiar procesos que ocurren en una amplia gama de
temperaturas.
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Figura 12: Sefal caracteristica de lipidos de DPPC en DSC. Se

muestra las diferentes fases en la que estan los lipidos dependiendo
de la temperatura a la que se encuentren.

5.3 CALORIMETRIA DE TITULACION
ISOTERMICA (ITC)

La calorimetria de titulacién isotérmica (ITC) es una técnica analitica
utilizada en quimica para determinar la entalpia de reaccién de un proceso
quimico, y en particular, para estudiar su cinética. Esta técnica combina los
principios de la calorimetria, que mide el calor liberado o absorbido durante
una reaccion, con los de la titulacion, que se utiliza para determinar la
concentracion de una especie quimica en una muestra.
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El proceso de ITC, implica la adicion gradual de una solucion titulante a una
solucion de analito, mientras se mide continuamente la cantidad de calor liberado
o absorbido. A diferencia de la DSC, donde la temperatura varia de un valor a
otro, en la ITC la temperatura se mantiene constante durante todo el proceso, lo
gue permite obtener mediciones precisas del calor generado o absorbido en cada

etapa de la titulacion.

El instrumento de ITC (Fig. 13), estd equipado con un termistor o termopar
sensible que registra cualquier cambio en la temperatura de la muestra. Ademas,
se necesita un sistema de titulacion automatico o semiautomatico para controlar

la adicion de la solucién titulante a la muestra de manera precisa (Fig. 13 a)).

Durante la titulacion isotérmica, se observa un cambio en la temperatura de la
muestra a medida que se afiade la solucion titulante (Fig. 13 b)). Este cambio en
la temperatura esta directamente relacionado con la cantidad de calor liberado o
absorbido durante la reaccion. Al registrar la variacion de temperatura en funcion
del volumen de solucién titulante afiadida, es posible determinar el punto de

equivalencia de la titulacion, asi como la entalpia de la reaccion (Fig. 13 c)).

La calorimetria de titulacion isotérmica se utiliza en una variedad de
aplicaciones, incluyendo la determinacién de la estequiometria de una reaccion
guimica, la caracterizacion de catalizadores y la evaluacion de la cinética de
reacciones quimicas. Ademas, esta técnica es especialmente Util para estudiar
reacciones que ocurren a velocidades muy rapidas o lentas, ya que permite medir

el calor generado o absorbido en tiempo real.
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Figura 13: Visualizacion tipica de un experimento de Calorimetria de
Titulacion Isotérmica (ITC). a) Proceso de titulacion del ligando en una
muestra. b) Sefial obtenida por el sensor, esta sefal esta relacionada
con el calor liberado durante la adicién del ligando. c) Variables

termodinamicas obtenidas a partir de la técnica [50].

Pagina | 33



6 RESULTADOS

Antes de medir el perfil calorimétrico del efecto de entrega de CBD a través de
nanoacarreadores, se realizd primero una caracterizacion de los tamafios de cada
uno de ellos. Esto se hizo con el objetivo de asegurar que los nanoacarreadores

tienen el tamafio esperado, ya que esta documentado que los tamafios influyen en

la entrega de la droga.
Las mediciones se llevaron a cabo con el Zsizer a 25°C (ver Fig. 14), ya que a

esa temperatura se mezclé cada uno de ellos con la membrana modelo.
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Figura 14: Distribucion de tamafios de los nanoacarreadores para CBD.
Las barras de error corresponden a la desviacion estandar de los datos.

Las mediciones totales corresponden a una N=5.

Al medir la distribucién de tamafios (Fig. 14) se observo, que tanto el etanol
como el DMSO (que ya tienen el CBD integrado), forman estructuras al entrar en
contacto con el agua. Esto quiere decir que el CBD en realidad es encapsulando
por los solventes. Este resultado es interesante, ya que generalmente se
considera gque estos solventes disuelven a las moléculas (en este caso al CBD).
Sin embargo, nuestros resultados indican que este no es el caso. Mas bien, el
CBD se encuentra dentro de nanoparticulas formadas por los solventes.

El etanol y el DMSO son moléculas anfifilicas, es decir, tienen una region que
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interactla con el agua y otra que interactla con regiones hidrofébicas, lo que les
permite generar una estructura al entrar en contacto con el agua y asi encapsular
la droga que llevan. La distribucién de tamafos para estos acarreadores es muy
dispersa dentro de un amplio rango. Por otro lado, los tamafios de las
nanoemulsiones de aceite de linaza y de DMPC mantienen un rango mas

homogéneo.

Una vez caracterizadas las distribuciones de tamafos de cada acarreador, se
procedid a mezclar por separado cada uno con la membrana de DPPC, que
recordemos, es la membrana blanco. En la Fig. 15 se presenta el perfil

calorimétrico de esta membrana modelo y el efecto que produce cada acarreador

sobre ella.

—7F— Control (No-CBD)
Control/CBD 100%
—+— DMPC/CBD
+— Etanol/CBD
DMSO/CBD
3 O | —F—AUCBD . i

40 . ,

C_ (kJ/mol.K)

36 38 40 42 44
Temperatura (2C)
Figura 15: Efecto del CBD a través de los nanoacarreadores sobre una

membrana de DPPC.

Con base en el perfil calorimétrico de la Fig. 15, se observo que el CBD genera
fluidizacion de la membrana de DPPC, es decir, su transicion de fase se desplaza
a temperaturas mas bajas. Se aprecia que el nanoacarreador de DMPC (curva

azul) no generd un efecto considerable sobre el modelo de membrana. Sin
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embargo, la nanoemulsion de aceite de linaza (curva roja) muestra una mejor
efectividad en la entrega del CBD. Es decir, el corrimiento y modificacion del perfil
es mayor. Los solventes DMSO (curva amarilla) y etanol (curva morada)
generaron efectos considerables. Este resultado, es inesperado ya que
normalmente se consideran estos solventes tan eficientes que pueden entregar

hasta el 100 % de su carga.

Posteriormente, se preparé un nuevo modelo de membrana con colesterol, con
el fin de determinar la importancia de esta molécula en la entrega de CBD a través
de los nanoacarreadores. La concentracion de colesterol se fijo en un 10 %

molar.

Se midi6 nuevamente el perfil calorimétrico de la membrana DPPC con

colesterol, ver Fig. 16.

—F— Control (No-CBD)
Control/CBD 100%

15 L : AL/CBD

DMPC/CBD

+—— Etanol/CBD
DMSO/CBD

35 40 45

Temperatura (°C)
Figura 16: Efecto del CBD a través de los nanoacarreadores sobre una

membrana de DPPC/chol.

Se observa que la presencia de colesterol en la membrana de DPPC genera
dos efectos importantes: Primero, disminuye la capacidad calorifica (Cp) de la
membrana, lo cual implica que requiere menos calor para fundirse y pasar de

una fase a otra. En segundo lugar, la presencia de colesterol parece estimular la
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entrega de CBD en cada acarreador. Sin embargo, el acarreador liposomal de
DMPC (curva azul) de nueva cuenta gener6 muy poco efecto sobre la
membrana, lo que indica una deficiencia en la liberacion del CBD. En contraste,

los otros acarreadores muestran un mayor efecto.

Para estimar qué concentracion de CBD entra a la membrana de DPPC con
colesterol, debemos realizar una curva de calibracion. Para tal fin, se prepararon
membranas de DPPC/colesterol con diferentes concentraciones de CBD. Es
decir, tanto el DPPC como el colesterol y el CBD se integraron desde el inicio (ver

metodologia).

Los perfiles calorimétricos utilizados para la calibracién se muestran en la Fig.
17. Se observa el perfil calorimétrico (para cada una de las concentraciones de
CBD integrado desde la formacién de la membrana blanco): 5, 10,25, 50 y 100
%. La manera en la que determinamos la efectividad de, por ejemplo, la entrega
de CBD que lleva el nanoacarreador etanol, es comparar el perfil calorimétrico
asociado al etanol (curva azul, Fig. 17) con los perfiles de las diferentes
concentraciones. Asi, es claro que el porcentaje del CBD que entrega el
nanoacarreador etanol es de 10 %. De la misma forma se encontraron las

efectividades de los demas nanoacarreadores.
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Figura 17: Perfiles calorimétricos producidos por las diferentes
concentraciones de CBD. Estos perfiles nos permiten encontrar la

efectividad del nanoacarreador etanol (curva azul).

Los resultados de esta calibracion se muestran en la Tabla 1 en la que se
presenta la efectividad en términos de porcentajes (nota: recordando que el

porcentaje maximo de CBD en la membrana corresponde al 5 mol%. Este 5

mol% equivale al 100 % en la Fig. 17):

Tabla 1: Efectividad de entrega de CBD a través de cada acarreador medido en

un modelo de membrana de DPPC/colesterol.

ACARREADOR EFECTIVIDAD
NANOEMULSION AL |25%-50%
ETANOL 10 %

DMSO 5%

LIPOSOMA DMPC 2% - 3%
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De la tabla 1, podemos observar que el acarreador méas efectivo para
entregar el CBD a la membrana de DPPC/colesterol es la nanoemulsion de
aceite de linaza, seguido por etanol, mientras que el menos efectivo es el

acarreador liposomal.

Después de realizar la calibracion y obtener la efectividad de entrega de
cada acarreador, se procedi6 a escoger el mas efectivo para nuestro
siguiente experimento. Es decir, en adelante usaremos la nanoemulsién de
aceite de linaza como acarreador del CBD. Esta eleccion se basé en varios
factores importantes:

Primero, se realizé un estudio para determinar el efecto de los acarreadores
vacios sobre la membrana. Se comprob6 que la nanoemulsion de aceite de linaza

vacia no genera ningan cambio sobre el perfil calorimétrico del DPPC/colesterol.

Segundo, se evalud la estabilidad de la nanoemulsion de aceite de linaza a
diferentes temperaturas para asegurar que su efectividad se mantuviera bajo
distintas condiciones. Este paso es importante porque las variaciones de
temperatura pueden afectar la estructura y tamafio de las nanoemulsiones, lo que

a su vez puede influir en su capacidad para entregar CBD de manera efectiva.

En la Fig. 18, se muestra la distribucion de tamafios de la nanoemulsién de
aceite de linaza con CBD a tres temperaturas diferentes: 25°C, 45°C y 60°C.
Estas mediciones permiten observar si la distribucion de tamafios varia con la
temperatura y, por lo tanto, evaluar la estabilidad de la nanoemulsién bajo

diferentes condiciones térmicas.
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Figura 18: Estabilidad de tamafios de nanoemulsion de aceite de linaza
con CBD a diferentes temperaturas: 25°C, 45°C y 60°C. Estas
mediciones fueron repetidas con una N total de 5 veces y las barras de

error corresponden a la desviacion estandar de los datos.

Para comprender mejor el proceso de entrega de CBD por parte de la
nanoemulsién, llevamos a cabo un estudio cinético detallado. Este estudio nos
proporciona informacién sobre el tiempo que la nanoemulsion tarda en entregar

el CBD y la cantidad maxima gque puede entregar.

Preparamos tres modelos diferentes de membranas, todos ellos con un
contenido de colesterol del 10 % molar. La distincion entre estos modelos radica
en el grosor de la membrana, que esta determinado por el tamafio de la cola de
los fosfolipidos. Estos modelos incluyen membranas de DMPC-colesterol (Fig. 19
(a)), DPPC-colesterol (Fig. 19 (b)) y DSPC-colesterol (Fig. 19 (c)). Cada uno de
estos tipos de membranas posee una cola hidrocarbonada de diferentes

longitudes: 14, 16 y 18 carbonos, respectivamente.

Realizamos mediciones detalladas a lo largo del tiempo para observar como la
nanoemulsion interactia con cada tipo de membrana y cuanto CBD se entrega

en cada caso. Esto nos permite comprender mejor como la estructura y
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composicién de la membrana influyen en la eficacia de la entrega de CBD por

parte de la nanoemulsion.

La Fig. 19 muestra los resultados de este estudio cinético, proporcionando una
visualizacion clara de los tiempos de entrega y las cantidades maximas de CBD

entregadas para cada tipo de membrana.
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Figura 19: Cinética de nanoemulsion de aceite de linaza con CBD
sobre diferentes modelos de membrana con colesterol. En la imagen
a) se muestra la cinética para el modelo de DMPC/colesterol, b) se
representa la cinética para el modelo de DPPC/colesterol y en la

imagen c) la cinética para el modelo de DSPC/colesterol.
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En el perfil calorimétrico de la Fig. 19, se observa un estado de saturacion
de los liposomas con colesterol a partir del scan 7. Esto indica que, desde este
punto, la forma de la sefal permanece constante, lo que sugiere que la
nanoemulsion ha dejado de entregar CBD a la membrana blanco con
colesterol.

Ademas, notamos que, al aumentar el tamafio de la cola hidrocarbonada, los
efectos del CBD sobre la membrana son menores en comparacion con la
membrana de la cola mas pequefia (DMPC-colesterol). Esto podria deberse a
gue, a medida que la cola de carbonos se alarga, el colesterol puede integrarse
més profundamente en la membrana. Es decir, cuando la cola de carbonos es
pequefia (14 carbonos), la molécula de colesterol puede separar tanto las colas
como las cabezas de los fosfolipidos, facilitando asi la entrada del CBD vy

afectando la distribucién lateral de los fosfolipidos.

Hasta donde sabemos, los experimentos que a continuacion siguen, nunca
antes se habian realizado para moléculas hidrofébicas. Se trata de medir como
varia la energia de interaccion del CBD con las membranas lipidicas conforme
aumenta la longitud de la cola de carbonos. Para ello, utilizamos la técnica de
Calorimetria de Titulacion Isotérmica (ITC). En la Fig. 20, se presentan los
resultados obtenidos de los calores liberados para dos modelos de membranas
de DMPC con y sin colesterol (10 mol\%). La imagen superior nos brinda
informacion importante sobre la velocidad de la interaccidn entre la nanoemulsiéon
de aceite de linaza con CBD y las membranas blanco de DMPC (curva roja) y
DMPC-colesterol (curva verde). Podemos notar que la cinética de interaccion para
ambos casos es similar; la interaccién esta asociada a un proceso exotérmico.
Sin embargo, se observa que los picos de calor liberado son un poco mas grandes

para la membrana con colesterol.
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Figura 20: Resultados de ITC del sistema nanoemulsion de aceite de

linaza/CBD titulado a modelos de membrana de DPPC (marrén) y

DPPC-colesterol (roja) imagen superior, variacion de la entalpia entre

ambos modelos de DPPC con y sin colesterol, imagen inferior

En la imagen inferior de la Fig. 20 se muestra la variacion de la energia de

interaccion en términos de la entalpia conforme aumenta el radio molar. La entalpia

por inyeccién se puede determinar midiendo el area bajo la curva de cada uno de

los picos de calor. Podemos ver que la entalpia aumenta (acercandose a cero)

conforme incrementa el radio molar (el cual esta asociado al nimero de inyecciones

que se van titulando a la muestra).

Ademas, se observa que para el modelo de la membrana de DMPC con

colesterol (cuadros verdes), los valores de entalpia son mas pequefios (valores de
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entalpia mas negativos). Se sabe que, cuanto mas negativo es el valor de la
entalpia, mas favorable es la interaccion. Sin embargo, la variacion de las areas de
integracion para calcular la entalpia entre ambos modelos de membrana es
pequefa, lo que indica que no hay una diferencia significativa en la energia de

enlace entre ambos modelos de membrana de DMPC.

Se realizaron mediciones en Calorimetria de Titulacion Isotérmica (ITC) para
evaluar las diferentes membranas blanco de DPPC, tanto con cémo sin la

presencia de colesterol.

Los resultados se presentan en la Fig. 21. En la imagen superior, se puede
observar la magnitud de los calores liberados durante la interaccion entre la
nanoemulsion de aceite de linaza con CBD y los distintas de membranas de
DPPC (con y sin colesterol). Es notable que los picos de calor para la membrana
de DPPC (representado en el grafico marron) son mas altos que los de la

membrana con colesterol (representado en la gréafica roja).

Ademas, se aprecia que la cinética de interaccion en la membrana con
colesterol parece ser mas rapida en comparacion con la sin colesterol, sugiriendo

una dindmica de unién mas acelerada en presencia de colesterol.

En la imagen inferior de la Fig. 21, se puede observar la variacion de la energia
en términos de entalpia conforme aumenta el numero de titulaciones aplicadas a
la muestra. Al integrar las areas bajo la curva de los picos de calor en la imagen
superior, es posible determinar el valor de la entalpia y su variacion a medida que

se incrementa el numero de titulaciones.

Este andlisis revela que la de membrana de DPPC con colesterol (representado
por cuadros verdes) resulta ser menos energético que el modelo sin colesterol
(representado por puntos azules) en términos de entalpia. Esto implica que,
desde una perspectiva energética, la interaccion es menos intensa en el modelo
gue incluye colesterol, lo cual puede ser un indicativo de una mayor estabilidad

estructural conferida por el colesterol en la membrana.
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Figura 21: Resultados de ITC del sistema nanoemulsion de aceite de
linaza/CBD titulado a modelos de membrana de DPPC (marrén) y
DPPC-colesterol (roja) imagen superior, variacion de la entalpia entre

ambos modelos de DPPC con y sin colesterol, imagen inferior.

Por dltimo, se preparé una membrana de DSPC con y sin colesterol, en la Fig.
22, se presentan los resultados obtenidos para esta membrana. Podemos ver que
los picos de calor son menores que los del DMPC, ademas la cinética de interaccion

es mucho mas rapida en comparacion con los otros modelos.

Pagina | 45



DSPC
e dspc - alcbd hepes 11.55ul 06-06-24.nitc === dspc chol - alcbd hepes 11.55ul 04-07-24.nitc @ dspc - alcbd hepes 11.55ul 06-06-24.nitc
— dspc - alcbd hepes 11.55ul 06-06-24.nitc dspc chol - alcbd hepes 11.55ul 04-07-24.nitc  ===== dspc chol - alcbd hepes 11.55ul 04-07-24.nitc
Time (s)
1000 2000 3000 4000 5000 60100 7000
030 T t t T t T t t T T T t

0.25

°
B
|

T T

Corrected Heat Rate (pJ/s)

°
!
L
3
3
2
e
L

T T

Enthalpy and Fit (kJ/mol)
L ]
L ]

i i i i
i T
0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.66 0.07 0.08 0.09 0.10
Mole Ratio

Figura 22: Resultados de ITC del sistema nanoemulsion de aceite de
linaza/CBD titulado a la membrana de DSPC (marrén) y DSPC-
colesterol (roja) imagen superior, variacion de la entalpia entre ambas

membranas de DSPC con y sin colesterol, imagen inferior.

Los valores de entalpia (imagen inferior Fig. 22) para este sistema son
menores a los otros dos sistemas, sin embargo, en el caso de la membrana
de DSPC sin colesterol el sistema tarda un poco mas en llegar a un estado
de saturacion. Ademas, la membrana con colesterol presenta unos picos
muy pequefios, lo que demuestra que la interacciéon del CBD con la
membrana es muy débil en comparacion con las otras membranas de cola
mas cortas.

Los resultados de ITC nos presentan toda la termodinamica de los enlaces
asociada a este tipo de sistemas, los cuales lo podemos clasificar como sistemas
"no especificos”, es decir, en este tipo de sistemas, la droga en el acarreador no

se une a un receptor en la membrana (como los otros procesos especificos donde
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existe un binding entre un receptor y un ligando).

Por otro lado, también se puede notar que el aumento en el tamafio de las colas
de los fosfolipidos genera una disminucién en la energia liberada al momento de
unirse la nanogota con los liposomas en ambos modelos, esto explica por qué se
ve menos afectada la membrana al aumetar el tamafio de las colas, pues la union
entre el CBD y la membrana es menos energético, esto hace que se mantenga

mas estable la membrana al entrar el CBD en ella.

Ademas, podemos observar que los procesos de interaccion son mas rapidos
conforme aumenta el grosor de la membrana. Estos procesos se ven mas
marcados en la membrana con colesterol, en los cuales, al aumentar el tamafio
de la cola, la energia asociada a la unién del CBD con la membrana se hace mas

pequena.

Finalmente, es importante sefialar que no se observa una caida de las entalpias
conforme transcurre la titulacion (como la mostrada en la Fig. 13). Este

comportamiento es distintivo de una interaccién no especifica.
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7 CONCLUSION

Hemos logrado caracterizar distintos tipos de acarreadores a travésde dos
técnicas complementarias, que nos dan una descripcion completa de la

termodinamica asociada.

Encontramos que tanto el DMSO como el etanol forman nanoestructuras
al entrar en contacto con el agua, lo cual fue un hallazgo novedoso y significativo
para comprender la interaccion de estos solventes con el CBD. Ademas,
observamos que la presencia de colesterol en la membrana blanco promueve la
entrega de CBD, lo que sugiere un papel crucial del colesterol en el proceso

estudiado.

Por otro lado, de la caracterizacion de los nanoacarreadores,
determinamos que el mas eficiente es la nanoemulsion de aceite de linaza,
mientras que el menos eficiente resultd ser el acarreador liposomal de
DMPC. Estos hallazgos son fundamentales para la comprension e
identificacion del acarreador 6ptimo para la entrega de CBD en nuestro
sistema.

Con la cinética realizada se encontré que el tamafio de la cadena de car-
bono en las colas de los fosfolipidos puede influir en el efecto que el CBD
hace sobre la membrana, asi como en la entrega. Es decir, entre mayor es la
cola de carbonos los efectos sobre las propiedades como entalpia, capacidad
calorifica, y temperatura de transicion de fase se ven menos afectadas por el
CBD.

Por ultimo, los resultados de ITC nos demostraron que los procesos de unién
entre este tipo de sistemas (nanoemulsion titulada a liposomas cony sin
colesterol) son menos energéticos que los procesos de union sustrato- proteina,
ya que es un sistema no especifico. Ademas, al medir la energia entre los
diferentes modelos, se encontro una disminucion en ésta, conforme aumenta el

largo de cadena de carbonos en las colas de los fosfolipidos.
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PERSPECTIVAS

1.-Usar la nanoemulsién de aceite de linaza con CBD para
administrarlo en modelos animales.

2.-Estudiar el efecto de la nanoemulsion con aceites esenciales.

3.-Usar la técnica de ITC para medir uniones entre la nanoemulsion

con CBD y una célula o parasito.
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