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RESUMEN

El cancer colorrectal (CCR) es la tercera forma de cancer mas prevalente, después
del cancer de pulmén y cancer de mama, con la segunda mayor incidencia de
muerte. El farmaco quimioterapéutico de primera linea para tratar este cancer es el
5-fluorouracilo (5-FU), un analogo sintético de pirimidina fluorada administrado por
via intravenosa, que, debido a su alta potencia, también se utiliza para otros tipos
de canceres ademés de cancer de colon, como el de mama e higado. Por otro lado,
la curcumina (CUR), un componente activo de la cdrcuma, se ha asociado con
varios beneficios para la salud. Sin embargo, sus aplicaciones clinicas estan muy
limitadas debido a que los dos componentes tienen baja solubilidad en agua, mala
absorcién oral y metabolismo rapido. Estos problemas han llevado al desarrollo de
nano formulaciones para superar las limitaciones de los compuestos. Los sistemas
de administracion nanomeétricos se han utilizado ampliamente para mejorar la
administracion de farmacos poco solubles en agua. Una formulacién ideal deberia
mostrar una mayor actividad anticancerigena en comparacion con la curcuminay el
5-FU libres. En este proyecto el objetivo es caracterizar los nanogeles sensibles al
pH, asi como evaluar la liberacion de 5-fluorouracilo (5-FU) y curcumina en
condiciones in vitro simulando las diferentes condiciones de pH del tracto
gastrointestinal. Para esto se realizaron dos formulaciones para sintetizar nanogeles
mediante el método de polimerizacion en emulsion sin detergente utilizando
polietilenglicol metil éter metacrilato (PEGMAM) como estabilizante, el mondémero
acido 11-metacriloilamido undecandico (CAM10) y dos reticulantes, dimetacrilato de

etilenglicol (EGDMA) para la primera formulacion y N, N'-bis(acriloil) cistamina
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(BAAC) para la segunda. Posteriormente, se purificaron y caracterizaron. Dentro de
los resultados se encontr6 que los nanogeles presentaban un tamafio promedio de
152+196.9 nm, una carga superficial de -9.94 + -12.5 a pH basicos; también se
realiz6 un estudio de citotoxicidad en fibroblastos dando como resultado una
citotoxicidad reducida para los nanogeles cargados con 5-fu y nula para los
nanogeles cargados con curcumina, se presentaran resultados de la cinética de

liberacion a diferentes valores de pH.
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CAPITULO I. INTRODUCCION



El cancer de colén (CC) representa la tercera neoplasia maligna mas
prevalente en todo el mundo, después de cancer de pulmdn y cancer de mama, con
la segunda mayor incidencia de muerte, después de cancer de pulmoén (Flores
2020), Dentro de sus modalidades de tratamiento, la cirugia se considera la mas
importante y la Unica opcidén curativa para un cancer localizado pero, para estados
avanzados, la administracion sistémica de quimioterapia es el enfoque terapéutico
mas comun (Vodenkova et al., 2020; Yuan et al., 2018), por lo que es de suma
importancia el desarrollo de nuevas opciones para su prevencién y tratamiento. La
molécula mas importante que se utiliza actualmente para el cancer de colon como
tratamiento quimioterapéutico es el 5-FU, un analogo sintético de pirimidina fluorada
administrado por via intravenosa (V) debido a su baja biodisponibilidad oral (Blondy
et al., 2020). Sin embargo, luego de su administracién IV, sus aplicaciones clinicas
son limitadas, presenta un tiempo de vida media corto (15-20 min) debido al rapido
metabolismo y efectos secundarios severos, como mielosupresion, dermatitis,
cardiotoxicidad y trastornos gastrointestinales, los cuales, se asocian con su alta
distribucion in vivo inespecifica, por lo que se ha informado que tan solo entre el 1-
3% de la dosis original de 5-FU contribuye a la citotoxicidad de las células tumorales
(Gao et al., 2017; Hosseinifar et al., 2018; Pretel et al., 2017; Tawfik et al., 2017,
Yuan et al., 2018). El principal problema es el fracaso del tratamiento por la
incapacidad del farmaco para actuar particularmente en el sitio objetivo, lo que
conduce a una falta de especificidad y a los efectos secundarios graves (Tummala
et al., 2015). Por otra parte, la curcumina (CUR), un pigmento amarillo de la
curcuma; ha demostrado a través de diversos estudios su actividad antioxidante,

antinflamatoria y anticancerigena, al ser capaz de regular mudltiples vias de
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sefalizacion (Wu et al. 2020). A través de varios estudios in vivo e in vitro han
demostrado su actividad anticancerigena en cancer de CC (Selvam et al. 2019).
Desafortunadamente, su aplicacion contra el cancer esta limitada debido a la baja
solubilidad en agua, mala absorcion en el tracto gastrointestinal, el metabolismo
rapido y su degradacion en medio acido. Para superar las limitaciones de
biodisponibilidad de la CUR se han trabajado en nanoformulaciones que mejoran
su absorciéon y la focalizacion de sus efectos celulares. Una buena formulacion
deberia mostrar mayor actividad anticancerigena en comparacion con la CUR libre

y, al mismo tiempo efectos secundarios minimos (Wong et al. 2019).

Este trabajo tiene como objetivo desarrollar un sistema de liberacion oral a
base de nanogeles pegilados de CAM10 cargados con 5-FU y CUR, que permitiran
evaluar la liberacion del farmaco anticancerigeno a partir de condiciones in vitro que
simulen la liberacién en el colon en dependencia del pH. Esto podria reducir la
toxicidad sistémica que es el principal factor limitante en el tratamiento del cancer
de colon y permitiria un incremento de la dosis comparado con las estrategias de

tratamiento existentes.
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Antecedentes

Uno de los nanoportadores mas utilizados y con buenos resultados como
sistemas de administracion de farmacos en la terapia del cancer han sido las
nanoparticulas (NPs) poliméricas debido a sus propiedades u(nicas: pueden
transportar y administrar de manera mas efectiva medicamentos que son inestables
en fluidos bioldgicos y que no se pueden difundir facilmente a través de la barrera
mucosa; pueden transitar directamente y adherirse a la mucosa, las NPs cargadas
con farmacos pueden desempefiar un papel a nivel tisular o celular (P. Li et al.,
2015). En un estudio se sintetizaron NPs de quitosano cargadas con 5-FU y
recubiertas con diferentes proporciones del polimero Eudragit S-100, el cual, se
disuelve a pH colénico. Como resultados en general para la relacién farmaco:
polimero 1:3, se obtuvieron nanoparticulas con formas esféricas, con un rango de
tamafio de 139 nm, una superficie lisa, valores de indice de polidisperson (PDI) <
0.2 y un Potencial Zeta negativo. De igual manera, mostraron una eficiencia de
encapsulacién del 69%, una carga de farmaco de 28% y una liberacion del 82% a
las 24 h después de alcanzar un pH basico (7.0), esto Ultimo atribuido a los grupos
carboxilo presentes en Eudragit S-100 que se ionizan en medios neutros a alcalinos;
mientras que las NPs sin recubrimiento liberaron el 70% del farmaco en pH acido,
antes de llegar al liquido coldnico debido a la degradacion del quitosano. Por lo
tanto, estas NPs se consideraron como un excelente nanoportador de farmacos
para liberacion controlada y especifica en colén (Tummala et al., 2015). Como se
demostré en el articulo anterior, se han desarrollado enfoques para dirigir la

liberacion del 5-FU directo en el colon, entre ellos, se encuentra la sensibilidad al
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pH, ya que estos valores varian a lo largo del tracto gastrointestinal (TGI) (P. Li et
al., 2015). Por otro lado, se han investigado los NGs como portadores de farmacos
sensibles a pH debido a varias ventajas caracteristicas, como su facilidad de
sintesis, tamafio controlado y funcionalizacion (Cuggino et al., 2016). En un estudio,
se sintetizaron nanogeles copoliméricos de acido metacrilico y acrilato de 2-
etilhexilo (MAEHA) mediante una técnica de copolimerizacién en microemulsién que
fueron cargados con el farmaco 5-FU y, por medio de los resultados obtenidos, se
concluy6 que este copolimero podria ser un buen sistema de administracion de
farmacos para el colon, ya que present6 una eficiencia de encapsulacion del 80%;
un diametro medio de 150 nm y un PDI de 0.100; mayor citotoxicidad en una linea
celular de cancer de colon (HCT-116) en comparacion con el 5-FU libre y, mostré
un comportamiento de liberacion de farmaco sensible a pH al presentar una cinética
de liberacidn in vitro sostenida a pH basico (7.0 y 7.8), similar a la que se encuentra
en la region coldnica y solo poca concentracion de farmaco fue liberado en pH &cido
(2.0), lo que indicé una buena estabilidad de los nanogeles para una liberacion
controlada (Ashwanikumar et al., 2012).

En otro articulo, sintetizaron nano/microgeles sensibles a la temperatura y al
pH utilizando N-isopropilacrilamida (NIPAAmM) como material sensible a la
temperatura y acido 2-metacriloiloxibenzoico (2MBA) como molécula anfifilica
sensible al pH. Estos dos monomeros se incorporaron dentro de NPs con una capa
exterior formada por poli(etilenglicol) metacrilato de éter metilo (PEGMAM), que
actia como estabilizador durante la polimerizacion, y estos fueron entrecruzados
con etilenglicol dimetacrilato (EGDMA) o 9-divinil-2,4,8,10-tetraoxaspiro (5.5)-

undecano (DVA). Se utilizd una concentracion de los monémeros al 1%p/v ya que
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presentaba una dispersién blanca, y a 2%p/v resultd en la formacion de un
precipitado y, un iniciador al 2%mol. Primero, se sintetizaron nano/microgeles con
diferentes proporciones de NIPAAmM: PEGMAM (70:30%p) y obtuvieron
distribuciones de tamafio monomodales y un PDI de 0.14 a 018. También, evaluaron
el efecto de la concentracion con cada entrecruzante en el tamafio y la distribucion
de estos nano/microgeles; con EGDMA se encontr6 que a medida que
incrementaba su concentracion, también incrementaba el didmetro hidrodinamico
(Dh) debido a su caracter hidrofilico, se hincha y permite una mayor entrada de
monomeros durante su polimerizacion, mientras que con DVA, se observo lo
contrario ya que no se hincha y no crecian tanto las particulas. A concentraciones
superiores de 5%mol (10%mol) de EGDMA y DVA, se formaba un precipitado que
indicaba la presencia de macrogeles, mientras que a concentraciones menores
(1%mol) no eran estables al proceso de recuperacion, por lo que se optd por utilizar
la concentracion de 5%mol para ambos entrecruzantes. Luego de la incorporacion
de monémero 2MBA a los nano/microgeles de NIPAAm, se midi6 el potencial Z a
diferentes valores de pH y se observd que este valor disminuia a medida que
aumentaba el pH, sobre todo al utilizar DVA por la mayor densidad de carga, ya que
los nanogeles eran mas pequefios y presentaban una mayor area externa. También
se evaluo el efecto de la temperatura y el tamafio mediante DLS a diferentes pH y
se encontr6 que el tamafio de los nano/microgeles aumentaba a medida que
incrementaba el pH. Se realizaron estudios de estabilidad en donde se encontré que
los nano/microgeles que contenian 2MBA reticulados con 5%mol de EGDMA o DVA
producen distribuciones monomodales después de la reconstitucion lo que indico

gue son estables luego del proceso de recuperacion. Algo importante que se evaluo
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también fue el uso de DVA, puesto que se trata de una molécula labil a acido, por
lo que nano/microgeles reticulados con ese entrecruzante se almacenaron por
diferentes periodos de tiempo a pH de 5.5, encontrando posteriormente
distribuciones de tamafio muy variadas, por lo que podria ser utilizado para
administracion de farmacos antitumorales debido a que el pH extracelular de los
tumores solidos es significativamente mas acido que el de los tejidos normales

(Serrano-Medina et al., 2012).

Finalmente, en un articulo se formaron complejos con farmacos catiénicos
(labetalol, propranolol y diltiazem) y polielectrolitos con diferentes longitudes de
cadena lateral, poli-(acido 6-metacriloilamido hexandico) (PCAMS), poli-(acido 8-
metacriloilamido  octandico) (PCAM7) y poli-(acido 11-metacriloilamido
undecandico) (PCAM10) con los que se realizaron cinéticas de liberacién de los
farmacos a diferentes pHs (1.2, 6.8 y 7.4) y, en general, se obtuvo que conforme se
incrementd el pH, se incrementaba la liberacion; sin embargo, PCAM10 presento
una menor cinética de liberacién debido a su mayor hidrofobicidad, aunque, la
liberacion de diltiazem fue superior al 70% en pH 1.2 debido a la alta solubilidad del
medicamento. Se concluy6 que estos polimeros son polielectrolitos hidrofébicos que
forman sales ionicas insolubles en agua cuando se conjugan con farmacos
cationicos y que presentan una cinética de liberacion dependiente del tamafio de su
cadena lateral, del pH del medio y de las propiedades fisicoquimicas del farmaco
gue se quiera utilizar, por lo que podrian ser buenos candidatos para una liberacion

sostenida en el intestino (Magafa et al., 2017). Cabe mencionar, que en este
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articulo no se sintetizaron NGs; sin embargo, aporta informacioén importante sobre

el monémero CAM10 utilizado en esta tesis.

Justificacion

El CCR es uno de los tipos de cancer con mayor incidencia y mortalidad en
el mundo (Flores 2020), por lo que es relevante encontrar nuevos y mejores
tratamientos de los ya existentes dado que con los que se cuentan en la actualidad
se presentan demasiados inconvenientes; por su parte la cirugia puede tener
complicaciones durante o después de la cirugia como lo es la presencia de
coagulos, infecciones, sangrado e incluso pueden presentarse problemas de
cicatrizacion, ademas de que los pacientes no tienen la capacidad de ingerir
alimentos durante algunos dias después de la operacion; el otro tratamiento
altamente empleado es la quimioterapia, que resulta ser muy téxico y presentar
multiples reacciones adversas en los individuos, al tener un efecto sistémico, y la
capacidad de alterar tanto el funcionamiento de las células sanas como las
enfermas. En esta busqueda se ha explorado el uso de curcumina (CUR), un
componente natural de la curcuma, que ha demostrado poseer varios efectos
positivos para la salud, entre ellos, su efecto anticancerigeno. Existen diversos
estudios que demuestran su capacidad de regular multiples vias de sefializacion
celular, cruciales en el desarrollo y la progresion del cancer, pero su aplicacion
clinica es nula debido a la pobre biodisponibilidad que presenta. Dicho problema
puede superarse con el desarrollo de nano formulaciones que contengan CUR y 5-

FU. Estos sistemas de administraciéon basados en nanotecnologia se emplean
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ampliamente para mejorar la administraciéon de farmacos poco solubles en agua,
ademas el sistema confiere caracteristicas especiales como una mejor absorcién
celular in situ (Wong et al. 2019). En este proyecto se obtuvieron nanogeles
mediante la polimerizacion por el método de emulsion sin detergente, para la
liberacion de CUR y 5-FU en una linea celular de CCR, se lograra empleando
materiales sensibles al pH, estos vehiculos acarreadores son prometedores para el

disefio de una futura terapia segura, eficaz y con minimos efectos toxicos.

Hipodtesis

Los nanogeles de CAM10 preparados por emulsién sin detergente, estabilizados
con PEGMAM vy entrecruzados con un un entrecruzante labil en ambiente
reductivo, tiene capacidad de liberar farmacos anticancerigenes a tumores en el

colon.

Objetivos

Objetivos generales
a) Obtener y caracterizar nanogeles de acido 11-matacriloilamido undecandico
(CAM10) sensibles al pH y al ambiente REDOX, estabilizados con PEGMAM.
b) Estudiar la aplicacion de los nanogeles al cargado de curcumina y 5-
fluoruracilo, y la liberacion de estos en respuesta a cambios en el medio

ambiente.
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Objetivos especificos

a)

b)

d)

f)

g)

Sintetizar nanogeles de CAM10/EGDMA y CAM10/BAAC mediante
polimerizacion en emulsion sin detergente con metacrilato de
polietilenglicol (PEGMAM).

Caracterizar a los nanogeles via dispersion de luz dindmica (DLS) para
determinar el tamafio, nimero de distribuciones, el efecto del pH vy el
ambiente redox en el diametro hidrodinamico.

Caracterizacion de la morfologia y el tamafio de las nanoparticulas por
Microscopia Electrénica de Barrido de Emision de Campo (FESEM). Para
mostrar la morfologia y confirmar el tamafio de las nanoparticulas.
Cargar los nanogeles con CUR y 5-FU equilibrando las nanoparticulas en
una solucién que contenga a los farmacos. Para determinar la capacidad
de carga y eficiencia de carga de las nanopatrticulas.

Obtener estudios de cinética de liberacion de curcumina y 5-fluorouracilo,
evaluando el efecto del pH.

Medir la citotoxicidad de los nanogeles cargados por el método de MTT y
compararla con los farmacos libres en una linea celular de cancer. Para
determinar la biocompatibildad de los materiales y medir su toxicidad.
Realizar estudios la hidrdlisis de nano particulas con GSH a diferentes
concentraciones para comprobar su respuesta redox en condiciones de

biodegradacion.
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Generalidades de cancer de colon

Entendemos por CC, también llamado cancer colonrectal (CCR), como el
crecimiento incontrolado de las células del colon y/o el recto. Los tumores de CCR
pueden surgir en una o todas las capas: mucosa, muscular y serosa. El
adenocarcinoma se origina en las glandulas. ElI adenocarcinoma es el mas
frecuente de los CC, con un 90% de incidencia. Los linfomas, los sarcomas y los

melanomas son infrecuentes (Flores 2020).

Tratamientos para el cancer de colon

El cancer de colon se puede tratar mediante cirugia, criocirugia,
guimioterapia, radioterapia y terapia dirigida (Gao et al., 2017; Tummala et al.,
2015). El tratamiento seleccionado va a depender de la localizacion, el tamafio y la
extension de la propagacion del tumor, asi como de la situacion de salud en la que
se encuentre el paciente (Anitha et al., 2016). Ademas, dependiendo del estadio del
cancer gue se presente, se pueden combinar dos o incluso tres tipos de tratamientos
al mismo tiempo o uno antes o después de otro (Y. S.R. Krishnaiah et al., 2002). Se
considera como Unico tratamiento curativo a la cirugia, especialmente para las
etapas iniciales del tumor (Blondy et al., 2020). La radioterapia realizada antes o
después de la operacion, reduce la recurrencia pélvica pero no parece prolongar la
supervivencia, por eso, no es efectivo como tratamiento primario para cancer de
colon (Maspes et al., 2021). Por otro lado, la quimioterapia es considerada la

estrategia terapéutica adyuvante principal para el cancer de colon antes o después
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de la cirugia en estadios mas avanzados, no obstante, el impacto en el pronéstico
de la enfermedad no se considera muy significativo debido a que los medicamentos
guimioterapéuticos no diferencian entre células cancerosas y células normales
(Tawfik et al., 2017) lo que provoca una gran variedad de efectos secundarios
graves, tales como neutropenia, fatiga, diarrea, nauseas, vOmitos, anemia,
hepatotoxicidad, entre muchos otros; de hecho, estos efectos en los tejidos y
organos sanos son una de las principales razones de la alta tasa de mortalidad de
los pacientes con cancer (Senapati et al., 2018). Ademas, la dosis sistémica maxima
necesaria y permitida se ve limitada por la distribucion inespecifica de los farmacos,
dando como resultado concentraciones inadecuadas en el sitio tumoral, por lo que
se necesitan terapias mas dirigidas (Banerjee et al., 2017).

Son muchos los agentes anticancerigenos que se han estudiado y
desarrollado a lo largo de varios afios (Tawfik et al., 2017), la mayoria de ellos se
administra mediante infusién intravenosa y, generalmente, se requiere que los
pacientes sean hospitalizados, lo que, ademas, llega a conducir a un cumplimiento
deficiente del tratamiento (Chivere et al., 2020). Debido a esto, la quimioterapia oral
ha atraido mas la atencion de los investigadores ya que evita la incomodidad de las
inyecciones y se puede realizar en el hogar, lo que mejoraria la cooperacién y la
calidad de vida de las personas con cancer de colon, entre algunas otras ventajas,
como una mayor exposicion de los farmacos antitumorales a las células
cancerigenas, lo que podria incrementar la eficacia del medicamento y disminuir los
efectos citotoxicos sistémicos (Pangeni et al., 2016).

La Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA, por sus siglas en

inglés) ha aprobado varios agentes quimioterapéuticos para tratar el cancer de
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colon, entre ellos se incluyen 5-FU, avastatina, bevacizumab, irinotecan,
capecitabina y oxaliplatino, para ser utilizados solos o en combinacion (Sharma et
al., 2017; R. Wang et al., 2019). Los 3 agentes quimioterapéuticos utilizados para
tratar un estadio temprano del cancer de colon son el 5-FU, capecitabina v,
oxaliplatino (C. Wu, 2018). También es muy utilizada la leucovorina como
potenciador del efecto de los medicamentos citotoxicos, como el 5-FU que se ha
utilizado en terapia adyuvante por un periodo de 6 meses (Guler & Ovey, 2018; C.
Wu, 2018). El oxaliplatino también es utilizado ya que mejora la eficacia de esta
combinacion en pacientes con metastasis (André et al., 2004). El bevacizumab, por
otro lado, es un anticuerpo monoclonal que también ha sido aprobado por la FDA
para utilizarse como tratamiento en cancer de colon metastatizado, este se une al
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) o a su receptor, evitando la
promocién de angiogénesis en el tumor, también se encuentran disponibles el
ramucirumab y el aflibercept. Por otro lado, la capecitabina es un pro-farmaco
administrado por via oral que se absorbe a través de la pared gastrointestinal en
forma intacta y, subsecuentemente, es convertido en 5'-desoxi-5-fluorouridina (5'-
DFUR) por las enzimas carboxilesterasa (CES) y citidina desaminasa (CDA) en el
higado y, después, 5-DFUR es transformada en 5-FU por timidina fosforilasa (TP)
y/o uridina fosforilasa (UP), TP tiene una alta concentracion en mucho tejidos
tumorales; la capecitabina puede utilizarse tanto en terapia adyuvante asi como en
un estadio de metéstasis, sin embargo, sus ventajas son contradictoras ya que en
algunos estudios clinicos con pacientes con cancer de colon en estadio Il se ha
revelado que la monoterapia con capecitabina ha presentado una baja incidencia

de efectos secundarios toxicos en comparacidon con la monoterapia de 5-
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FU/leucovorina, mientras que en otros varios estudios se ha encontrado que la
capecitabina presenta una toxicidad similar a la del 5-FU (Vodenkova et al., 2020;
C. Wu, 2018). Para mejorar la eficacia en pacientes con metastasis en higado se
suele administrar la quimioterapia mediante infusion directamente en la arteria
hepética o vena porta pero, este tratamiento resulta ser muy téxico, caro y no

conduce a una prolongacion de la supervivencia (Maspes et al., 2021).

Curcumina

La formula quimica de CUR es C21H2006, con nomenclatura IUPAC de
[1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona] y peso molecular de
368,38 Da (Priyadarsini, 2014 ). CUR muestra tautomerismo de ceto-enol con dos
formas de isomero, forma de enol y forma de 3-diceto. El isémero predominante
depende de la naturaleza del disolvente. En solucién &cida y neutra, predominara
la forma ceto; mientras que en medio alcalino predominara la forma endlica estable
(Shen y Ji, 2007; Liu et al., 2013). La forma enol es més estable en comparacion
con la forma diceto en 7,75 kcal/mol, debido a la presencia de un fuerte enlace de
hidrégeno interno y a la conjugacion extendida a lo largo de la molécula en la forma
enol estable (Shen y Ji, 2007). CUR tiene un valor de log P de 2,5, lo que le permite
difundirse facilmente a través de las membranas celulares (Fujisawa et al., 2004).
CUR es soluble en solventes organicos como dimetilsulféxido, metanol, etanol y
cloroformo, pero insoluble en agua. CUR exhibe dos fuertes bandas de absorcion:
una entre 410 y 430 nm en la region visible; y otro a 265 nm en la region ultravioleta.

Se informo que los tres valores de pKa de CUR son 7.8, 8.5y 9.0, atribuidos por la
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disociacion del protén endlico y dos protones fendélicos en CUR (Tgnnesen et al.,
2002). La estimaciéon de los valores de pKa se basa en resonancia magnética
nuclear (RMN) y espectrometria de absorcién. Sin embargo, aun es discutible si
asignar el valor de pKa mas bajo a la disociacion del protén endlico o del protdon
fendlico debido a las diferencias en las técnicas experimentales (Priyadarsini,
2014). A pH fisiol6gico, CUR se degrada rdpidamente, donde la autooxidacion es
la principal via de degradacion. Los primeros productos de degradacion
identificados son responsables del envenenamiento por topoisomerasa, lo que
sugiere que la transformacién oxidativa es necesaria para generar un compuesto
activo. El envenenamiento por topoisomerasa es importante para mediar las
propiedades anticancerigenas de muchos medicamentos contra el cancer en uso
clinico (Wong et al. 2019).

La administracién oral de CUR se tolera bien en dosis de hasta 12 g/dia en
estudios clinicos. Sin embargo, a menudo tiene poca biodisponibilidad debido a la
baja solubilidad acuosa, mala absorcion, alto metabolismo de primer paso y
excrecion rapida. CUR tiene una solubilidad muy baja de 0,6 ug/ml en agua y se
degrada rapidamente en un entorno alcalino (Naksuriya et al., 2014). CUR, sola o
en combinacién, muestra actividades quimiopreventivas y anticancerigenas con
usos informados contra varios tipos de cancer, incluido el colorrectal (Shehzad et
al., 2013), pancreético (Ma et al., 2014), mama (Lv et al., 2014), prostata (Guo et
al., 2013), pulmon (Jin et al., 2015) y cancer oral (Zhen et al., 2014). CUR ejerce
sus efectos al regular a la baja multiples vias de sefializacion celular, que incluyen
NF-kB, STATS3, proteina-1 activada (AP-1) y respuesta de crecimiento epidérmico-

1 (Egr-1), que son cruciales en el desarrollo y progresion de cancer. Estos factores
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de transcripcion generalmente se regulan en la mayoria de los canceres para
ayudar en la proliferacion celular, la angiogénesis y la formacion de tumores. La
regulacion a la baja de las vias de NF-kB modula la expresién de una variedad de
genes como ciclina D1, Bcl-2, Bcl-xL, ciclooxigenasa 2 (COX-2), metaloproteinasa
de matriz (MMP)-9, lo que promueve la detencidn del ciclo celular. suprimiendo la
proliferacion celular e induciendo la apoptosis (Zhou et al., 2011; Kunnumakkara et
al., 2017). CUR también modula tanto AP-1 como STAT3 en la proliferacion celular
de células cancerosas. La regulacion a la baja tanto de AP-1 como de STAT3 da
como resultado un retraso en el crecimiento de las células cancerosas. El receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es un objetivo crucial en el tratamiento
del cancer, ya que se puede encontrar en muchos tumores solidos, incluido el CCR.
La regulacion a la baja de EGFR esta asociada con la inhibicion del crecimiento, la
invasion y la metastasis de las células cancerosas (Kunnumakkara et al., 2017).
Se descubrié que CUR suprime la expresion de EGFR, mediada por la reduccién
de la actividad de Egr-1 en células de cancer de colon Caco2 y HT29, lo que inhibe
el crecimiento de células de cancer de colon (Chen et al., 2006). Ademas, CUR
también podria promover la apoptosis a través de la regulacion al alza del gen
supresor de tumores p53, lo que provoca la muerte celular en la fase G2. El efecto
aguas abajo de la activacion de p53 conduce a un efecto neto de apoptosis en
células de carcinoma de colon a través de la regulacion negativa de los genes
antiapoptoticos Bcl-2/Bcl-xL y la regulacion positiva de los genes proapoptéticos
Bax (Sa y Das, 2008). A pesar de tener las propiedades anticancerigenas
mencionadas anteriormente, su escasa biodisponibilidad oral sigue siendo el

principal inconveniente, lo que limita su potencial clinico (Anand et al., 2007). Como
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resultado, estos problemas han llevado al desarrollo de nanoformulaciones de CUR
en la busqueda de mejorar la administracion de CUR para obtener mejores

resultados terapéuticos.

Polimerizacion en emulsion sin detergente

La polimerizacion en emulsion sin detergente, es una polimerizacién en
emulsién, pero sin utilizar tensoactivos. Se piensa que el método se desarrolla en
cuatro etapas: durante de la primera etapa, el medio de polimerizacion es acuoso,
donde uno de los mondémeros es soluble en el medio y el otro mondmero es
hidrofébico, el cual forma la fase dispersa; en la segunda etapa, el monémero
hidrofobico es primeramente polimerizado, posteriormente comienzan a crecer
cadenas de segmentos hidrofébicos dependiendo del radio de reactividad entre el
monomero hidrofobico y el mondémero hidrofilico en el medio acuoso. En la tercera
etapa, los radicales del polimero son naturalmente estabilizados por la formacion de
micelas de autoensamblaje en agua, después del crecimiento del peso molecular
debido a la selectividad y miscibilidad, donde las cadenas hidrofobicas activadas
son recogidas en el nacleo y las cadenas hidrofobicas emanan del nicleo. En la
ultima fase, la polimerizaciéon procede dentro del nucleo de las micelas. Por lo tanto
se puede obtener microesfera poliméricas con tamafios de distribucion desde los
100 nm hasta 1y m (Motokawa et al., 2005). En la polimerizacion en emulsion sin
detergente, la estabilidad de las microgotas de mondmero, dependen de la
absorcion de las moléculas del iniciador (incluyendo los iones) o del monémero
hidrofilico. El efecto estabilizante de estas especies podria ser débil, sin embargo a

la temperatura de polimerizacién (40-80°C), (Henmei et al., 2001).
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La diferencia con los sistemas de polimerizacion en emulsion, la superficie
de la emulsion sin detergente, estd completamente limpia por no utilizar
emulsificantes, por otra parte la superficie se puede modificar quimicamente,
exponiendo diversos grupos funcionales, por lo que este método es de interés,
especialmente en ingenieria biomédica y aplicaciones farmacéuticas (Bastos et al.,

1996; Tamai,H et al., 1998).

CAPITULO Ill. PARTE EXPERIMENTAL
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[ll.1. Materiales y reactivos

Acido 11-metacriloilamino undecandico (CAM10), EI CAM10 fue proporcionado
por el Laboratorio de Biofarmacia FCQI, UABC.
Etilenglicol dimetacrilato (EGDMA) (sigma-aldrich)
Persulfato de amonio (APS)

Dodecilbenceno sulfonato de sodio (DBS) (sigma-aldrich)
5-fluorouracilo (99% TLC, sigma-aldrich)

Curcumina (sigma-aldrich)

Gas nitrégeno

Bromuro de 3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio (MTT)
Buffers de 1.2, 6.8y 7.4

Agua destilada

Alcohol etilico de 96°

Pinzas de didlisis

Soporte universal con pinzas

Matraz bola

Parrillas con agitacion

Agitador magnético

Termometro

Balanza analitica

Charolas para pesar

Jeringas para gas

Vasos de precipitados de 10 y 100 ml

Probeta de 100 ml

Bafio de aceite

Viales color ambar

Pipetas transfer

Papel parafilm

Matraces volumétricos de 10 ml
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Viales color @mbar

Pipetas transfer

Papel parafilm

Matraces volumétricos de 10 ml
Espatulas

Tubos conicos Falcon de 50 ml
Micropipetas de 20 pl, 100 ply 1000 pl
Cubetillas para DLS

Celdas de potencial Z

Celdas para UV-visible

[11.1.2. Equipos

Dispersion de luz dinadmica (DLS) Zetasizer Nano-Zs series, de marca
Malvern Instruments, modelos ZEN3500 con laser verde de 532 nm
Potenciometro

Espectrofotdmetro ultravioleta-visible

UV-VS spectrophotometer Beckman Coulter DU520 con un dual cell peltrier
accesory

Sistema liofilizador equipo Freeze Dry Sistem/Freezone 4.5 Labconco serie
0309095570, 60 cyclos;

ultracentrifuga modelo VWR Clinical 50 (Beckman coulter)

balanza analitica (Pioneer, OHAUS)para pesar muestras o reactivos

Bafio de control de temperaturas de la marca VWR International Shel Lab
modelo 1217

Equipo de microscopio electrénico de barrido de emisiéon de campo, modelo
JSM7800 F Prime
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[11.2 Métodos

[11.2.1 Purificacidn de etilenglicol dimetacrilato

Se corri6 2 ml de EGDMA por una columna empacada con resina
removedora de hidroquinona y metil hidroquinona para remover el inhibidor de

EGDMA y se dejo en refrigeracion para posteriores estudios.

[11.2.2 Sintesis de nanogeles mediante el método de polimerizacion en

emulsion sin detergente

Se utiliz6 un método de polimerizacion en emulsion sin detergente para
preparar los nanogeles de CAM10 utilizando EGDMA o BAAC como entrecruzantes.
Se realizaron dos tipos de reacciones diferentes una utilizando CAM10 y EGDMA
como entrecruzante y el otro tipo fue utilizando CAM10 y BAAC como entrecruzante,
en ambas reacciones se utiliz6 PEGMAM como estabilizante (Tabla 1 y 2). Todos
los componentes se disolvieron en 50 mL de agua destilada a temperatura ambiente

para formar una solucién acuosa al 1% wi/v.
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Tabla 1. Reactivos utilizados para la sintesis de los nanogeles y sus

cantidades reacciéon 1.

Reaccion 1 Reactivo Cantidades
Monomero CAM10 1% 05¢g

Entrecruzante EGDMA 5% 0.0257 mol
Estabilizante PEGMAM 0.15¢g

Iniciador APS 2% 0.01186 mol

Tabla 2. Reactivos utilizados para la sintesis de los nanogeles y sus

cantidades Reaccion 2.

Reaccion 2 Reactivo Cantidades
Mondmero CAM10 1% 05¢g

Entrecruzante BAAC 5% 0.02409 mol
Estabilizante PEGMAM 0.15¢

Iniciador APS 2% 0.01186 mol

En un matraz bola se adicionaron por separado las soluciones acuosas al 1%
con respecto al monémero; cada sistema se desgasificd con nitrdgeno durante 30
minutos para eliminar el exceso de oxigeno presente; posteriormente las soluciones
se llevaron a bafio de aceite, hasta alcanzar la estabilidad de la temperatura de
75°C; se adicionoé el iniciador de la polimerizaciéon (APS) al 2%ww, con agitacion

constante, se continud la polimerizacion por 2 horas. se observaron como un liquido

38



blanco semitransparente. Las nano particulas obtenidas se dializaron con agua
destilada a temperatura ambiente mediante el uso de una membrana de didlisis
(corte de peso molecular = 14.000) por 48 horas con cambio de agua cada 12 horas

para purificar el producto.

[11.2.3 Caracterizacion de los nanogeles

[11.2.3.1. Didmetro hidrodinamico: Se utilizé el equipo de Dispersion de Luz
Dindmica Zetasizer Nano-Zs series con la finalidad de caracterizar la formacion y el
tamafio de los nanogeles en las emulsiones obtenidas. Se diluyeron 1 ml de muestra
aforando a un volumen de 10 ml de agua destilada y filtrada, se procedi6 a correr la
muestra en el equipo a 25°C con medios de diferentes pH (1.2, 6.8, 7.4 y agua),
obteniéndose el % en volumen del didmetro hidrodinamico de las nano particulas.

111.2.3.2. Potencial Zeta: Se utilizo el equipo ZetaSizer nano para analizar el
potencial Z con la finalidad de determinar la carga de la superficie de los nanogeles.
Se tomo6 1ml de las emulsiones previamente purificadas y se diluyeron en 10 ml de
buffer de diferentes pH (6.8, 7.4 y agua); cada una de las diluciones se colocaron
en cubetillas para posteriormente analizar el potencial Z.

111.2.3.3. Imagenes FESEM: Se adquirieron imagenes de microscopia
electrénica de barrido (FESEM) de los hanogeles con un microscopio electronico de
barrido de emision de campo. Para ello, esparcimos una gota de dispersion de
nanogeles (0.4% en peso) sobre la superficie de una rejilla de cobre y carbono de
malla 400. Se afiadié una gota de acetato de uranilo (2% en peso) a la rejilla de

cobre de carbono. Las muestras se secaron en horno de vacio a 22°C durante 24h.
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[11.2.4 Liofilizacién y reconstitucién de los nanogeles: Se realizaron
estudios de estabilidad al proceso de liofilizado de los nanogeles sintetizados con la
finalidad de aplicarlos a la parte experimental de cargado y liberacién de farmacos;
analizando las modificaciones y/o la estabilidad en su morfologia, su estructura y su
radio hidrodinamico.

[11.2.4.1. Liofilizacion: Se tomaron los 50 mL de las emulsiones previamente
purificadas y caracterizadas, se congelaron en diferentes viales, 10 ml por cada vial,
posteriormente se colocaron los viales con las emulsiones congeladas en el
liofilizador por 48 horas para obtener las muestras completamente secas.

[11.2.4.2. Reconstitucion: Para reconstituir el material, en un vial se
adicionaron 10 mg del polvo liofilizado en 5 mL de agua desionizada bajo agitacién
constante por 24 horas. Obteniendo la emulsion reconstituida, se tomaron 1ml y se
diluyeron en 10 ml de agua. Se realizd la caracterizacion de las muestras
reconstituidas via DLS para observar los cambios de los nanogeles con respecto al

proceso de liofilizacién y reconstitucion.

[1.2.5 Degradacion de nanogeles de CAM10-BAAC (hidrolisis de
nanogeles)
Se pusieron 10 mg de nanogeles liofilizados (en polvo) con 10 ml de buffer
correspondiente (1.2,6.8 y 7.4) en un frasco y se le adiciono a cada frasco 0.5 ml de
Tween 80 (5% con respecto al buffer). Se vacio el contenido de los frascos en cada
uno de los vasos de un recirculador a 37°C con agitacion constante y se les adiciono

a cada vaso los miligramos de glutation correspondiente a las diferentes
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concentraciones (que se muestran en la siguiente tabla). Se tomaron muestras de

1 ml cada 15 minutos y se midi6 el tamafio de los nanogeles hasta los 60 minutos.

Tabla 3. Concentraciones de glutation

Concentracion de Miligramos de
Glutation (pM) glutation

0 0

2 6.15
4 12.30
6 18.45
8 24.6
10 30.75

[11.2.6. Cargado de los nanogeles con 5-FU:. Para el cargado de los
nanogeles con 5-FU primero se prepar6 la disolucién de los nanogeles (Solucién
A). En un vial con tapadera se disolvieron 100 mg de nanogeles en 20 ml de agua
con agitacion constante durante 48 h. El siguiente paso fue preparar la solucion
acuosa de 5-FU (Solucion B) en un vial, para la cual, se pesaron 30 mg de 5-FU y
se disolvieron con 10 ml de agua con agitacion constante durante 24 a 48 h.

Pasado el tiempo, la solucion B se agrego a la solucién A gota a gota y se dejo en
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agitaciéon por 48 h. La mezcla se colocé en un tubo cénico Falcon de 50 ml y se
centrifugd a 10,000 rpm durante 1 h. El sedimento se congel6 durante 48 h. Una
vez que se obtuvo el sedimento congelado se procedié a liofilizarlo por 48 h.
Finalmente, se realiz6 la cuantificacion del cargado de los nanogeles colocando en
un frasco con tapadera 5 mg del liofilizado en 10 ml de etanol, se agitd
vigorosamente y se tomé 1 ml y se colocé en una cubetilla para leerse en el
espectrofotometro a 275 nm para determinar la capacidad y la eficiencia de
cargados con las ecuaciones 1y 2 (ANEXO 5) y utilizando la curva de calibracion

para el cargado de 5-FU (ANEXO 3).

[11.2.7. Cargado de los nanogeles con curcumina: Para el cargado de los
nanogeles con CUR primero se prepar6 la disoluciéon de los nanogeles (Solucién
A). En un vial con tapadera se disolvieron 100 mg de nanogeles en 20 ml de agua
con agitacion constante durante 48 h. El siguiente paso fue preparar la solucion
acuosa de CUR (Solucién B) en un vial, para la cual, se pesaron 30 mg de CUR y
se disolvieron con 3 ml de etanol con agitacion constante, la solucion B se agreg6
a la solucion A gota a gota y se dejo en agitacion sin tapadera para eliminar el
etanol por 48 h. La mezcla se colocé en un tubo cénico Falcén de 50 ml y se
centrifugd a 10,000 rpm durante 1 h. El sedimento se congel6 durante 48 h. Una
vez que se obtuvo el sedimento congelado se procedié a liofilizarlo por 48 h.
Finalmente, se realiz6 la cuantificacion del cargado de los nanogeles colocando en
un frasco con tapadera 5 mg del liofiizado en 10 ml de etanol, se agitd
vigorosamente y se tomO 1 ml y se colocé en una cubetilla para leerse en el

espectrofotometro a 427 nm para determinar la capacidad y la eficiencia de
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cargados con las ecuaciones 1y 2 (ANEXO 4) y utilizando la curva de calibracion

para el cargado de CUR (ANEXO 2).

[11.2.8. Cinética de liberacion in vitro de CUR: Para los estudios de
liberacion controlada, se agregé directamente 3.8 mg de nanoparticulas liofilizadas
entrecruzadas con BAAC cargadas y 6 mg de nanoparticulas entrecruzadas con
EGDMA en una membrana de dialisis cada uno y se le adiciono 3 ml de solucién
tampon correspondiente a diferentes pH (1.2, 6.8, y 7.4), en otra membrana de
dialisis se colocé una solucion de referencia con el contenido de farmaco cargado
en 3.8 y 6 mg de nano particulas cargadas (1 mg de Farmaco de referencia). Cada
tubo de dialisis pre llenado y fijado en cada extremo por pinzas de dialisis se
introdujo en 50 ml de medio de liberacion dentro de un frasco que contenia la
solucion tampoén correspondiente (pH 1.2, 6.8 y 7.4). El frasco se colocé dentro de
un bafio de agitacién que funcioné a 37°C con una velocidad de agitacion de 50
rpm. Las membranas de didlisis permitieron la difusion de CUR en el medio de
liberacién mientras retuvieron las NPs. Se extrajeron alicuotas del medio (2 ml) a
los tiempos de 0.25, 0.5, 0.75,1, 2,3, 4,5,6,7, 8,9,10,11, 12, 24,
36,48,60,72,84,96,108 y 120 h; se reemplaz6 el volumen con medio fresco en cada
tiempo de muestreo. La fraccion liberada de CUR se calculo a partir de mediciones
de UV a 427 nm y luego se cuantificé usando la curva de calibracién previamente
preparada especificamente para 5-FU. Para calcular la fraccion liberada del

farmaco se utilizaron las curvas de calibracion a diferentes pH (ANEXO 6).
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[11.2.9. Cinética de liberacion in vitro de 5-FU: Para los estudios de
liberacion controlada, se agregd directamente 5 mg de nanoparticulas liofilizadas
entrecruzadas con BAAC cargadas y 8mg de nanoparticulas entrecruzadas con
EGDMA en una membrana de dialisis cada uno y se le adiciono 3 ml de solucién
tampdn correspondiente a diferentes pH (1.2, 6.8, y 7.4), en otra membrana de
didlisis se coloco6 una solucién de referencia con el contenido de farmaco cargado
en 5y 8 mg de nano particulas cargadas (1 mg de farmaco de referencia). Cada
tubo de didlisis pre llenado y fijado en cada extremo por pinzas de dialisis se
introdujo en 50 ml de medio de liberacion dentro de un frasco que contenia la
solucién tampdn correspondiente (pH 1.2, 6.8, y 7.4). El frasco se coloc6 dentro de
un bafo de agitacion que funcioné a 37°C con una velocidad de agitacion de 50
rpm. Las membranas de didlisis permitieron la difusion de 5-FU en el medio de
liberacién mientras retuvieron las NPs. Se extrajeron alicuotas del medio (2 ml) a
los tiempos de 0.25, 0.5, 0.75,1, 2,3, 4,5,6,7, 8,9,10,11, 12, 24 y 36 h; se reemplazé
el volumen con medio fresco en cada tiempo de muestreo. La fraccion liberada de
5-FU se calcul6 a partir de mediciones de UV a 275 nm y luego se cuantificé usando
la curva de calibracion previamente preparada especificamente para 5-FU. Para
calcular la fraccion liberada del farmaco se utilizaron las curvas de calibracion a

diferentes pH, (ANEXO 7).

[11.2.10. Ensayo de viabilidad de los nanogeles cargados con CUR y 5-
FU
La viabilidad celular se determind utilizando el ensayo de toxicologia in vitro

basado en MTT. Este es un método simple en el que el MTT es captado y reducido
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por la enzima succinato deshidrogenasa mitocondrial a su forma insoluble de color
morado, formazan. La capacidad de las células para reducir al MTT constituye un
indicador de la integridad de las mitocondrias y su actividad funcional es
interpretada como una medida de la viabilidad celular, ademas, permite obtener
informacion acerca de la citotoxicidad del compuesto que se evalla. La cantidad
de células vivas es proporcional a la cantidad de formazan generado en el proceso
(Puértoloas Soto L., 2015). La metodologia seguida se describe a continuacion:
Las células de fibroblastos, se cultivaron en una placa de 96 pocillos (10 x 10*
células / pocillo) y se incubaron en condiciones de crecimiento estandar durante 24

horas seguido de la adicion de los diferentes grupos de tratamiento:

Concentraciones

Grupos ug/m
5-FU libre 3.125 6.25 12.5 25 50 100 200 400
5-FU BAAC 3.125 6.25 12.5 25 50 100 200 400
5-FU EGDMA 3.125 6.25 12.5 25 50 100 200 400
CUR libre 3.125 6.25 12.5 25 50 100 200 400
CUR BAAC 3.125 6.25 12.5 25 50 100 200 400
CUR-EGDMA 3.125 6.25 12.5 25 50 100 200 400

Se utilizé como concentracién inicial para las diluciones, 1mg en 1.5 ml (0.6
mg/ml) de 5-FU y 1.5 mg en 1.5 ml (1 mg/ml) de nanogeles libres y nanogeles

cargados. En todos los ensayos, las células no tratadas fueron utilizadas como
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control negativo (C-) y 5% de DMSO se afiadié como control positivo de muerte
celular (C+). Las células fueron incubadas por 24 h. Luego del tiempo de
tratamiento, se afiadié una solucién de MTT (10 L) a las células por 4 h para que
formaran cristales de formazan por las deshidrogenasas mitocondriales. Luego, 100
ML de buffer de solubilizacion (10% Triton X-100, 0.1 N HCI in isopropanol) fue
afiadido a cada pocillo e incubado a 37 °C con 5% CO: por 18 h para disolver los
cristales de formazan, y la cantidad de formazan convertida por las células viables
fue determinada mediante absorbancia a 620 nm en un lector de microplacas de 96
pocillos. Los resultados se normalizan a células no tratadas (100%) y se expresaron
como el promedio + error estdndar de la media de triplicados para obtener el
porcentaje de viabilidad celular calculado mediante la siguiente ecuacion:

%Viabilidad celular= (AbS promedio de muestra/ ADS promedio control) X100
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CAPITULO IV. RESULTADOS



IV.1. Sintesis y caracterizacion de los nanogeles sintetizados

IV.1.1. Sintesis de nanogeles

En la reaccion de sintesis de nanogeles mediante el método polimerizacion
en emulsién se obtuvo una solucién blanquecina azulada, opaca y turbia. Se
realizaron varias reacciones de las dos formulaciones a continuacion se muestran
en la siguiente tabla algunos resultados del diametro hidrodinamico (Dh) de los

nanonegeles en muestras crudas con su respectivo indice de polidispersidad (Pdi).

Tabla 4. indice de polidispersidad y Diametro hidrodinamico de los

nanonegeles sintetizados.

Rxn Dh (nm) Pdi
CAM10-BAAC 1 151.2 0.003
CAM10-BAAC 2 152.6 0.009
CAM10-BAAC 3 134.5 0.003

CAM10-EGDMA 1 179.3 0.203
CAM10-EGDMA 2 173.9 0.206

Los resultados en la tabla muestras un Dh menor a 200 nm en todas las reacciones

y un PDI menor a 1.
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IV.1.2. Diametro hidrodindmico y potencial zeta
A los nanogeles sintetizados se les realizaron pruebas de caracterizacion.
Una de ellas fue medir el efecto del tamafio del didmetro hidrodinamico a diferentes

valores de pH.

L —

Figura 1. Nanogeles distribucion en agua.

Tabla 5. Nano particulas de CAM10-PEGMAM-BAAC a diferentes pH.

pH Potencial Z Dh pdi

1.2 -0.0998 184 nm 0.178
6.8 0.132 183.5 nm 0.202
7.4 0.0223 196.9 nm 0.241
H20 -31.9 152 nm 0.046

En los nanogeles CAM10-PEGMAM-BAAC tratados con BFF pH 1.2 y agua
se observé un Potencial Z negativo, y Potenciales Z positivos para los
nanogeles tratados con pH 6.8 Y 7.4, los tamafos de los nanogeles

aumentaron de 150nm a 180nm en promedio al exponerlos en los diferentes
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pH, pero no su tamafo sigue siendo menor a 200 nm y pdi menor a 1, asi

gue no es una diferencia significativa.

Tabla 6. Nano particulas de CAM10-PEGMAM-EGDMA a diferentes pH.

pH Potencial Dh pdi

z
1.2 -0.882 184.5 0.276
6.8 -4.89 132.6 0.049
7.4 -7.95 136.6 0.063
H20 -25.8 175.3 0.205

En cambio, en los nanogeles CAM10-PEGMAM-EGDMA se observaron

potenciales z negativos en los diferentes BFF's y en agua y su tamafio sigue

siendo menor a 200 nm y PDI menor a 1.

Tabla 7. Nano particulas liofilizadas y reconstituidas.

pH Potencial z Dh Pdi
CAM10-PEGMAM-BAAC 7.4 -12.5 mv 165.1nm 0.028
CAM10-PEGMAM-EGDMA 7.4 -9.94 mv 504.8nm  0.537
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Curiosamente al liofilizar y reconstituir los nanogeles
CAM10-PEGMAM-EGDMA su potencial z cambio de positivo a negativo y en
su tamafo aumentaron hasta los 500nm al parecer se aglomeraron en el

proceso.

IV.2. Microscopia FESEM

Los estudios morfolégicos de los nanogeles se caracterizaron mediante
Microscopia FESEM. En la figura 2 se muestra el resultado obtenido en donde se
encontrd que los nanogeles presentaron una morfologia con estructura esférica

como se esperaba.

CAM10-BAAC CAM10-EGDMA

Figura 2: Imagenes de microscopia FESEM.
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IV.3. Capacidad cargay Eficiencia de carga de farmacos

Los experimentos para incorporar los farmacos modelos a los nanogeles,

entrecruzados con EGDMA y entrecruzados con BAAC, se realizaron variando las

condiciones como la temperatura de equilibrio, la temperatura de recuperacién vy el

medio de cargado. Para cuantificar la cantidad de farmaco cargado, se utilizaron los

calculos mostrados en los ANEXOS 4 y 5, con los cuales se obtiene el porcentaje

de carga y la eficiencia.

En la tabla 8 se muestran los resultados obtenidos del cargado de CUR, de acuerdo

con los célculos utilizados en el Anexo 5 y la curva de calibracion obtenida por

Espectrofotometria (ANEXO 2).

Tabla 8. Resultados de la Capacidad carga y Eficiencia de carga de CUR.

- - - Peso del % - .
Nanogeles reconstituidos mg utilizados mg utilizados L . % Eficiencia
, . liofilizado ABS Capacidad
y farmaco de nanogeles de farmaco de carga
cargado de carga
EGDMA,PEGMAN+CUR 123 30 78.2 0.724 18.06 47.07
BAAC, PEGMAN +CUR 70 20 33 0.741 27.83 45.91
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En la tabla 9 se muestran los resultados obtenidos del cargado de 5-FU, de acuerdo
con los calculos utilizados en el Anexo 5 y la curva de calibracién obtenida por

Espectrofotometria (ANEXO 3).

Tabla 9. Resultados de Capacidad carga y Eficiencia de carga de 5-FU.

Nanogeles Peso del %

reconstituidos y mg utilizados mg ut,|||zados liofilizado ABS Capacidad % Eficiencia
. de nanogeles de farmaco de carga
farmaco cargado de carga
EGDMA+5FU 123 20 55.8 0.707 1455 20.59
BAAC+5FU 70 20 25.5 0.177 16.56 21.14

IV.4. Hidrdlisis de nanogeles a diferentes pH

Se realizaron estudios de hidrolisis de nano particulas reticuladas con BAAC
a diferentes concentraciones de GSH y diferentes pH para comprobar su respuesta
redox en condiciones de biodegradacion mediante DLS controlando el cambio de
tamafo de las nanoparticulas con las diferentes concentraciones de GSH, (2,4,6.8

y 10 uM a 37°C).

IV.4.1. Hidrolisis de nanogeles apH 7.4
Se tomaron muestras cada 15 minutos y se midio el diametro hidrodinamico
(Dh) e indice de polidispercidad (PDI) via DLS, la siguiente tabla nos muestra los

resultados obtenidos, en la tabla nos indica que en media hora los nanogeles
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tratados con 8 y10 uM de glutation muestran tamafios mas pequefos y pdi mas

grandes los que nos indican que ya estan hidrolizados.

Tabla 10. Resultados de Hidrolisis de nanogeles a pH 7.4

TIEMPOS DE
Sin
MUESTREO glutation 2 uM 4 uM 6 uM 8 uM 10 uM
Minutos Dh pdi Dh pdi Dh pdi Dh pdi Dh pdi Dh pdi

0 197.2 0.094 197.2 0.094 197.2 0.094 197.2 0.094 197.2 0.094 197.2 0.094
15 174  0.118 175.6 0.106 170.1 0.121 1805 0.130 167.17 0.120 169.2 0.105
30 178.2 0.108 176.8 0.133 172 0.125 1815 0.139 167.7 0.100 169.8 0.117
45 178.7 0.123 1815 0.165 170.2 0.100 182.7 0.128 168.0 0.118 167.3 0.124
60 179.2 0.129 176.8 0.112 170.08 0.102 182.9 0.117 169.2 0.126 169 0.107
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Hidrolisis de nanogeles pH 7.4 a diferentes tiempos
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Figura 3: Hidrolisis de nanogeles a pH 7.4

IV.4.2. Hidrolisis de nanogeles a pH 6.8

Se tomaron muestras cada 15 minutos y se midi6 el diametro hidrodinamico

(Dh) e indice de polidispercidad (pdi) via DLS, la siguiente tabla nos muestra los

resultados obtenidos, en la tabla nos indica que en media hora los nanogeles

tratados con glutation muestran cambios en los tamafios con respecto al tiempo y

pdi mas grandes, lo que nos indica que estan hidrolizados.
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Tabla 11. Resultados de Hidrdlisis de nanogeles a pH 6.8.

TIEMPOS _
Sin
DE » 2 uM 4 UM 6 UM 8 uM 10 uM
glutation

MUESTREO

Minutos Dh Pdi Dh Pdi Dh Pdi Dh Pdi Dh Pdi Dh Pdi
0 1722 0125 1722 0.125 1722 0.125 1722 0.125 1722 0.125 1722 0.125
15 163.6 0.118 220.3 0.248 491.1 0.600 6376 0555 1854 0.168 266.9 0.756
30 1629 0.124 1846 0.152 397.2 0.659 3794 0.752 186.8 0.155 803.7 0.568
45 186.9 0.153 187.3 0.153 3425 0.666 340.7 0.439 190.3 0.143 4335 0.71
60 1729 0.137 213.8 0.203 355 0596 4075 0.679 196.2 0.161 4039 0.868

Hidrolisis de nanogeles pH 6.8 a diferentes tiempos
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Figura 4: Hidrolisis de nanogeles a pH 6.8.

57



IV.4.3. Hidrolisis de nanogeles a pH 1.2

Se tomaron muestras cada 15 minutos y se midi6 el diametro hidrodinamico
(Dh) e indice de polidispercidad (pdi) via DLS, la siguiente tabla nos muestra los
resultados obtenidos, en la tabla nos indica que los nanogeles tratados con pH 1.2

muestran tamanos irregulares y cambia su pdi.

Tabla 12. Resultados de Hidrolisis de nanogeles a pH 1.2.

TIEMPOS )
Sin
DE By 2 uM 4 uM 6 uM 8 uM 10 uyM
glutation
MUESTREO
Minutos Dh Pdi Dh Pdi Dh Pdi Dh Pdi Dh Pdi Dh Pdi
0 177.2 0.215 1772 0215 1772 0215 1772 0215 1772 0215 1772 0.215
15 1745 0.206 188.8 0.250 1955 0.246 3376 0.662 1774 0.191 165 0.122
30 177 0191 187 0281 1948 0234 2938 0.599 180.6 0.309 1654 0.137
45 178 0180 1919 0245 1963 0.244 2936 0.595 171.9 0.155 165.6 0.150
60 176.3 0.204 1858 0.232 1934 0.232 3235 0643 1719 0159 1648 0.115

Hidrdlisis de nanogeles pH 1.2 a diferentes tiempos
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Figura 5: Hidrolisis de nanogeles a pH 1.2

IV.5. Liberaciones de farmacos a diferentes pH
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Se realizaron estudios de liberacion se llevo a cabo mediante la utilizaciéon de
membranas de didlisis y agitacion constante de Cur libre y Cur cargada en los
nanogeles sintetizados con diferentes reticulantes BAAC Y EGDMA, (CUR-BAAC y
CUR-EGDMA) por triplicado a 37°C por 120 horas para obtener la cinética de
liberacion de curcumina, igualmente para 5-fluorouracilo se realizaron estudios de
liberacion de 5-FU libre y 5-FU cargado en los nanogeles sintetizados con diferentes
reticulantes BAAC Y EGDMA, (5-FU-BAAC y 5-FU-EGDMA) por 36 horas
evaluando el efecto del pH. Para cuantificar la cantidad de farmaco liberado, se
utilizaron curvas de calibracion (ANEXOS 6 y7). previas al experimento para

obtener la fraccion liberada con respecto al tiempo.

IV.5.1. Resultados de liberaciones de CUR
Los resultados se muestran como la fraccioén liberada (FL) de CUR a pH (1.2,
6.8 y 7.4), en la Figura 6 se muestra la comparacion de las 3 cinéticas estudiadas,

en la que se logra captar que la menor liberacion fue a pH 1.2 y la mayor a 6.8.
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Figura 6. Cinética de liberacion de CUR a diferentes pH durante 120 horas
a 37°C.

Estos resultados son congruentes con lo esperado, ya que en condiciones acidas

como en el estbmago la liberacidon es menor y se protege la degradaciéon de la CUR,

mientras que a pH coldnico (4.5-7.5) la liberacion observada es mayor.
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Figura 7. Cinética de liberacion de CUR-BAAC a diferentes pH a partir de

nanogeles reticulados con BAAC y cargados con CUR.

Los resultados se muestran como la fraccién liberada (FL) de CUR-BAAC a pH
(1.2,6.8y 7.4), en la Figura 7, en donde podemos observar que la menor liberacion

fueapH 1.2 yla mayora 7.4.
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Figura 8. Cinética de liberacion de CUR-EGDMA a diferentes pH a partir de los
nanogeles reticulados con EGDMA y cargados con CUR.

Los resultados se muestran como la fraccion liberada (FL) de CUR-EGDMA a pH
(1.2,6.8y 7.4), en la Figura 8, en donde podemos observar que la menor liberacion

fueapH l.2ylamayora7.4Y 6.8.
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IV.5.2. Resultados de liberaciones de 5-FU
La liberacién de 5-FU se llevo a cabo mediante la utilizacion de membranas
de didlisis, usando de medio buffer de pH 1.2, 6.8 y 7.4, dejandose en agitaciéon
constante con temperatura controlada (a 37°), tomandose muestras en los tiempos
previamente establecidos (0.25, 0.50, 0.75. 1.0, 2, 3, 4, 5,6,7, 8, 9, 10, 11, 12, 24y
36 h). La gréafica muestra los resultados obtenidos en la liberacion.
—@—5-FU pH12

—@—5-FUpH6.8
1.0+ —@—5-FUpH 7.4

o

Fraccion liberada
o

Tiempo (Hrs)

Figura 9. Cinética de liberacion de 5-FU en diferentes pH a 37° C.

Los resultados se muestran como la fraccion liberada de 5-FU, en la Figura 9, en
donde podemos observar que la menor liberacion fue a pH 1.2 y la mayor a 7.4 y

6.8.
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Figura 10. Cinética de liberacion de 5-FU-BAAC a diferentes pH a partir de los
nanogeles cargados a 37°C.

Los resultados se muestran como la fraccion liberada de 5-FU-BAAC, en la Figura
10, en donde podemos observar que la menor liberacion fue a pH 1.2 y la mayor a

7.4y6.8.
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Figura 11. Cinética de liberacion de 5-FU-EGDMA a diferentes pH a partir de los
nanogeles cargados a 37°C.
Los resultados se muestran como la fraccién liberada de 5-FU-EGDMA, en la Figura
11, en donde podemos observar que la menor liberacién fue a pH 1.2 y la mayor a

7.4.

IV.6. Estudio de citotoxicidad en fibroblastos de los nanogeles

cargados por el método de MTT

Se midi6 la citotoxicidad de los nanogeles cargados por el método de MTT y
se compar6 con los farmacos libres en una linea celular de fibroblastos. Para

determinar la biocompatibildad de los materiales.
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Este es un método simple en el que el MTT es captado y reducido por la
enzima succinato deshidrogenasa mitocondrial a su forma insoluble de color
morado, formazan. La capacidad de las células para reducir al MTT constituye un
indicador de la integridad de las mitocondrias y su actividad funcional es interpretada
como una medida de la viabilidad celular; ademas, permite obtener informacion
acerca de la citotoxicidad del compuesto que se evalla. La cantidad de células vivas
es proporcional a la cantidad de formazéan generado en el proceso (Puértoloas Soto

L., 2015).

Medio Células Control

CUR
-

Figura 12. Imagenes de células tratadas con nanogeles cargados con CUR Yy 5-

5-FU

FU por el método de MTT obtenidas de FLoid™ Cell Imaging Station.
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Viabilidad celular de los farmacos estudiados

Para este estudio se espera que el 5-FU sea toxico para que pueda
producirse la apoptosis celular en las células cancerosas y la CUR se espera que
no sea toxica ya que su funcion es actuar como una molécula reparadora de las

células afectadas.
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Figura 13. Viabilidad celular de nanogeles CUR y EGDMA.

En la Figura 13, se puede observar que los nanogeles por si solos reticulados con

BAAC y con EGDMA no son toxicos para las células.
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Figura 14. Viabilidad celular de 5-FU.
En la Figura 14, se puede observar que el 5-FU libre por si solo es toxico a la
concentracion de 400 pug/ml que es lo esperado ya que se requiere que sea toxico

para que pueda generar apoptosis en células cancerosas, conforme va bajando la

dosis su toxicidad va disminuyendo.
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Figura 15. Viabilidad celular de CUR.

En la Figura 15, se puede observar que la CUR libre no es toxica a ninguna
concentracion, su % de viabilidad esta casi al 100% en la mayoria de las dosis que

es lo esperado ya que se requiere que no sea toxica.
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Figura 16. Viabilidad celular de las formulaciones cargadas con 5-FU.

En la Figura 16, se puede observar que las nanoparticulas reticuladas con BAAC
y EGDMA y Cargadas con 5-FU resultan toxicas en ambas formulaciones a la
concentracion mas alta 400 pg/ml lo que resulta favorable para este proyecto y su
toxicidad empieza a disminuir conforme se va reduciendo la concentracion de

farmaco anadido.
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Figura 17. Viabilidad celular de las formulaciones cargadas con CUR.

En la Figura 17, se puede observar que las nanoparticulas reticuladas con EGDMA
y cargadas con CUR son menos toxicas que las nanoparticulas reticuladas con
BAAC y cargadas con CUR a concentraciones mas altas ya que se muestra un %

de viabilidad celular mas alto para los nanogeles reticulados con BAAC.
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Figura 18. Viabilidad celular de las formulaciones de BAAC.

En la Figura 18, se puede observar que la formulacion de nanoparticulas

reticuladas con BAAC son favorables para ambos farmacos ya que mantiene sus

propiedades.
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Figura 19. Viabilidad celular de las formulaciones de EGDMA.
En la Figura 19, se puede observar que la formulacion de nanoparticulas reticulada

con EGDMA es favorable para ambos farmacos.

74



400pmg de farmaco

1

[EEN
o
T

®
T

Vibilidad Celular (%)
S (o2}
o o
1 1

N
T

o
|

1
RS A > S o’ OO
O v \??O S e vQ
O Q ‘e
& &0

Figura 20. Viabilidad celular de los diferentes grupos a 400 pg/ ml.
En la Figura 20, se puede observar que 5- FU solo o cargado en cualquiera de las
dos formulaciones (BAAC, EGDMA) sigue siendo toxico a concentracion de 400 pg

de farmaco, al igual que CUR mantiene sus propiedades ya sea sola o cargada en

cualquiera de las dos formulaciones en la grafica se muestra que CUR no es toxica.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES



Se sintetizaron nanogeles de CAM10/EGDMA y CAM10/BAAC mediante
polimerizacion en emulsién sin detergente con metacrilato de polietilenglicol
(PEGMAM). ElI método de sintesis es rapido y eficiente para llevar a cabo la sintesis
de los nanogeles, los cuales muestran una sensibilidad al pH debido a que en
diferentes pH exhiben un cambio de tamafio y mostraron una respuesta favorable
al ser analizados. Se caracterizaron los nanogeles via dispersion de luz dinamica
(DLS) se determind el tamafio, nimero de distribuciones y diametro hidrodinamico
de cada sintesis, se observo la morfologia y el tamafio de las nanoparticulas por
Microscopia Electrénica de Barrido de Emision de Campo (FESEM), Se cargaron
los nanogeles con CUR y 5-FU, se determind la capacidad de carga y eficiencia de
carga de las nanoparticulas se obtuvieron estudios de cinética de liberacion de
curcumina y 5-fluorouracilo evaluando el efecto del pH , se midi6 la citotoxicidad de
los nanogeles cargados por el método de MTT y con los farmacos libres en una
linea celular de fibroblastos y se realizaron estudios de hidrélisis de nano particulas
con GSH a diferentes concentraciones para comprobar su respuesta redox en

condiciones de biodegradacion.

Los nanogeles de CAM10/EGDMA y CAM10/BAAC mostraron forma esférica y
diametros hidrodinamicos menores de 200 nm capaces de cargar y liberar CUR y
5-FU. Las nanopatrticulas en contacto con una linea celular de fibroblastos (células
sanas) mostraron resultados de citotoxicidad positiva para los nanogeles cargados
con 5-fu y toxicidad nula para los nanogeles cargados con CUR ,se esperaba que

no sea toxica ya que su funcidén es actuar como una molécula reparadora de las
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células afectadas, varios estudios han demostrado que la curcumina puede inducir
la apoptosis y la detencién del ciclo celular en muchas lineas celulares de cancer

de colon (Wu et al. 2020).

Como trabajo futuro las nanoparticulas podrian ser probadas en lineas

celulares de cancer de colon para evaluar su citotoxicidad en células a las que van

dirigidas las nano particulas cargadas con CUR y 5-FU.
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ANEXO 1. Caélculos para sintesis de nanogeles por el método de

polimerizacion en emulsion

Formulacion 1:

Reaccién 1 Reactivo Cantidades
Monomero CAM10 05¢g

Entrecruzante EGDMA 5% 0.0257 mol
Estabilizante PEGMAN 0.3¢g

Iniciador APS 2% 0.01186 mol

Calculos:

Reaccion total 50 ml

Monomero

CAM10 (4cido 11-matacriloilamido undecandico) al 1% w/w
Moles totales= (g)/(PM)

Moles totales= (0.5 g) / (192.22 g/mol) = 0.0026 mol
Entrecruzante

EGDMA (Dimetilacrilato de etilenglicol) al 5% mol

g = (Moles totales) (PM) (% del entrecruzante)

g = (0.0026mol) (198.22g/mol) (0.05) = 0.0257 g
densidad = 1.051 g/ml

ml = (g)/(densidad)

ml = (0.0257g) /(1.051g/ml) = 0.0244 m|

microlitros = (0.0244 ml) (1000) = 24.4 microlitros
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Estabilizante

PEGMAM (polietilenglicol metil éter metacrilato) 15 mg
(0.59g) (0.3g) = 0.15¢g

moles= (g) / (PM)

moles de PEGMAN = (0.15g) / (208.0 g/mol) = 0.0007211 moles

Iniciador

APS (Persulfato de amonio) 2%

g = (Moles totales) (PM) (% del iniciador)

g = ( 0.0026mol) (228.20g/mol) (0.02) = 0.01186 g
miligramos = (0.01186) (1000) = 11.86 mg

se pesaron 32 mg

32mg ------ 8ml H20

11.86 mg--- X

X = (11.86 mg) * (8ml) / 32 mg = 2.96 ml (3ml)
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Formulaciéon 2:

Reaccion 2 Reactivo Cantidades
Mondmero CAM10 1% 05¢g

Entrecruzante BAAC 5% 0.02409 mol
Estabilizante PEGMAN 0.3g

Iniciador APS 2% 0.01186 mol

Calculos:

Reaccion total 50 ml

Mondomero

CAM10 (acido 11-matacriloilamido undecandico) al 1% w/w
Moles = (g)/(PM)

Moles = (0.5 g) / (270 g/mol) = 0.001851 moles

Entrecruzante

BAAC (N,N'-bis(acriloil) cistamina) al 5%

g = (Moles totales) (PM) (% del entrecruzante)
g = (0.001851 mol) (260.38 g/mol) (0.05) = 0.024098 g

Miligramos = (0.024098) *(1000) = 24.09 mg

Estabilizante
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PEGMAN (polietilenglicol metil éter metacrilato) 15 mg
(0.59) (0.3g) = 0.15g
moles= (g) / (PM)

moles de PEGMAN = (0.15g) / (208.0 g/mol) = 0.0007211 moles

Iniciador

APS (Persulfato de amonio) 2%

g = (Moles totales) (PM) (% del iniciador)

g = (0.0026mol) (228.20g/mol) (0.02) = 0.01186 g
miligramos = (0.01186) (1000) = 11.86 mg

se pesaron 32 mg

32mg --- 8ml H20

11.86 mg --- X

X =(11.86 mg) * (8ml) / 32 mg = 2.96 ml (3ml)

(30 miligramos en 3 ml de agua)
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ANEXO 2. Curva de calibracion para el cargado de curcumina con etanol por
UV-VIS

Se prepararon soluciones a diferentes concentraciones de curcuminay se leyeron
las muestras en un espectro de UV-VIS a 427 nm.

SOLUCION MADRE: 5 mg de curcumina aforado a 10 mL de etanol

Concentracion

ABS 427nm
(Hg/mL)
A 10 pL sIln madre/ 10 mL etanol 0.5 0.090
B 20 pL sln madre/ 10 mL etanol 1 0.165
C 40 pL sln madre/ 10 mL etanol 2 0.324
D 60 pL sIn madre/ 10 mL etanol 3 0.487
E 80 pL sIn madre/ 10 mL etanol 4 0.622
F 100 pL sIn madre/ 10 mL etanol 5 0.766
G 120 pL sIn madre/ 10 mL etanol 6 0.851

Nota: Se utilizé el respectivo buffer como blanco para cada curva y se lavo la celda de cuarzo con
etanol entre cada medicion.

Curva de calibracion de curcumna en etanol

y=0.1397x - 0.053
R =0.992

= =T T T~ R R T ]
@ o ko ode b1 W m e e

o 1 2 3 4 5 G 7 B

Concentracion de Curcumina (pg/miL)
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ANEXO 3. Curva de calibracion para el cargado de 5-fluorouracilo con etanol
por UV-VIS

Se prepararon soluciones a diferentes concentraciones de curcumina y se leyeron

las muestras en un espectro de UV-VIS a 275 nm.

SOLUCION MADRE: 5 mg de 5-fluorouracilo aforado a 10 mL de etanol

Concentracion

(ng/mL) ABS 275 nm
A 50 pL sIn madre/ 10 mL etanol 2.5 0.115
B 100 pL sln madre/ 10 mL etanol 5 0.223
C 200 pL sIn madre/ 10 mL etanol 10 0.434
D 300 pL sin madre/ 10 mL etanol 15 0.675
E 400 pL sin madre/ 10 mL etanol 20 0.874

Curva de calibracion de 5-FU en etanol

ABS
(== =~ = R~ =~ = |

[ O T I A I - S R T R Y

y =0.0438x + 0.0044
R*= 09992

[=]
L

10 15 20 25
Concentracion de 5-FU (pg/mL)
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ANEXO 4. Capacidad de carga y eficiencia de carga para nanoparticulas

cargadas con CUR

Capacidad de carga y eficiencia de carga para nanoparticulas EGDMA,
PEGMAN+CUR

Ecuacion de la rectay = 0.1397x — 0.093
X =y —0.093/0.1397

ABS =y

y=0.724

Peso total de liofilizado = 78.2mg

x = ABS - Intercepto / Pendiente
x=0.724 - 0.093/0.1397 = 4.5168 ug

Dilucién de la muestra leida
Dilucion = Disolvente / Muestra
Dilucién = 4ml / 0.1 ml = 40 factor de dilucién

X = 4.51 * 40 = 180.672 g
180.672 pg / 1000 = 0.1806 mg

1 mg --- 0.1806
78.2 - X x=14.12 mg

CCF = Masa de farmaco en los nanogeles / Peso del liofilizado
CCF =14.12/78.2*100 = 18.0562 %

EC = Masa del farmaco en los nanogeles / Cantidad inicial de farmaco
EC =14.12/ 30 *100 = 47.0666 %
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Capacidad de carga y eficiencia de carga para nanoparticulas BAAC,
PEGMAN+CUR

Ecuacion de la rectay = 0.1397x — 0.093
x =y —0.093/0.1397

ABS =y

y =0.741

Peso total de liofilizado = 33 mg

x = ABS - Intercepto / Pendiente
x =0.741-0.093/0.1397 = 4.6385 g

Dilucion de la muestra leida
Dilucién = Disolvente / Muestra
Diluciéon = 6ml / 0.1 ml = 60 factor de dilucién

X = 4.6385 * 60 = 278.31 g
278.31 pg / 1000 = 0.27831 mg

1 mg ---0.27831
33mg - X X =9.1842 mg

CCF = Masa de farmaco en los nanogeles / Peso del liofilizado
CCF =9.1842 /33 * 100 = 29.8224 %

EC = Masa del farmaco en los nanogeles / Cantidad inicial de farmaco
EC =9.1842/ 20 *100 = 45.921 %
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ANEXO 5. Capacidad de carga y eficiencia de carga para nano particulas

cargadas con 5-FU

Ecuacion de la recta 'y = 0.0438x + 0.0044
x =y —0.0044/0.0438

ABS =y

y=0.177

Peso total de liofilizado = 25.5mg

X = ABS - Intercepto / Pendiente
x =0.177 — 0.0044 /0.0438 = 3.9406 pg

Dilucion de la muestra leida
Dilucién = Disolvente / Muestra
Dilucion = 4ml / 0.1 ml = 40 factor de dilucién

X = 3.9406 * 40 = 157.6255 g
157.6255 g/ 1000 = 0.1576 mg

1 mg --- 0.1576
255 --- X X =4.0194 mg

CCF = Masa de farmaco en los nanogeles / Peso del liofilizado
CCF =4.0194/25.5* 100 = 15.76 %

EC = Masa del farmaco en los nanogeles / Cantidad inicial de farmaco
EC =4.0194 /20 *100 = 20.09 %
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ANEXO 6. Curvas de Calibracion para liberacién de curcumina

Se prepar6d 100 ml de buffer a diferentes pH (1.2, 6.8 y 7.4) + 5 mL de tween 80
respecto al buffer para preparar las soluciones a diferentes concentraciones de
curcumina y se leyeron las muestras en un espectro de UV a 427 nm.

Curva de calibracion para liberacion en buffer pH 1.2 + Tween 80 (5%)

SOLUCION MADRE: 10 mg de curcumina aforado a 10 mL de metanol

Concentracion

(ng/mL) ABS 427 nm
A 10 pL sIin madre/ 10 mL buffer pH 1.2 1 0.118
B 20 pL sIin madre/ 10 mL buffer pH 1.2 2 0.220
C 30 pL sin madre/ 10 mL buffer pH 1.2 3 0.349
D 40 pL sln madre/ 10 mL buffer pH 1.2 4 0.431
E 50 pL sin madre/ 10 mL buffer pH 1.2 5 0.567
F 60 pL sin madre/ 10 mL buffer pH 1.2 6 0.703

Nota: Se utilizo el respectivo buffer como blanco para cada curva y se lavo la celda de cuarzo con
etanol y buffer respectivamente entre cada medicion.

Curva de calibracion de CUR en

Bif pH 1.2
08
07
06
0.5
D 0.4
=L
0.3
0.2
y=0.1157x - 0.0068
0.1 R = 0.9955
0 2 4 5 B

Concentracion de Curcumina (pg/mL)

111



Curva de calibracion para liberacion en buffer pH 6.8 + Tween 80 (5%)

SOLUCION MADRE: 10 mg de curcumina aforado a 10 mL de metanol

Concentracion

(ng/mL) ABS 427 nm
A 10 pL sIn madre/ 10 mL buffer pH 6.8 1 0.038
B 30 pL sln madre/ 10 mL buffer pH 6.8 3 0.095
C 50 pL sIin madre/ 10 mL buffer pH 6.8 5 0.140
D 70 pL sln madre/ 10 mL buffer pH 6.8 7 0.176
E 90 pL sIn madre/ 10 mL buffer pH 6.8 9 0.241

Curva de calibracion de CUR en
Bff pH 6.8

0.3
0.25
0.2

)
Q2 0.15

0.1

0.05 y =0.0244x + 0.0163
R?=0.9921

0 2 4 6 8 10

Concentracion de Curcumina (ug/mL)
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Curva de calibracién para liberacion en buffer pH 7.4 + Tween 80 (5%)

SOLUCION MADRE: 10 mg de curcumina aforado a 10 mL de metanol

Concentracion

(ng/mL) ABS 427 nm
A 10 pL sIn madre/ 10 mL buffer pH 7.4 1 0.055
B 20 pL sln madre/ 10 mL buffer pH 7.4 2 0.071
C 40 pL sIln madre/ 10 mL buffer pH 7.4 4 0.109
D 60 pL sln madre/ 10 mL buffer pH 7.4 6 0.169
E 80 pL sIn madre/ 10 mL buffer pH 7.4 8 0.216

Curva de calibracion de CUR en

Bff pH 7.4

0.25

0.2

0.15
(%]
[aa]
<

0.1

0.05 y =0.0235x + 0.0253
R?=0.9912
0
0 2 4 6 8 10

Concentracién de Curcumina (pug/mL)
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ANEXO 7. Curvas de Calibracion para liberacion de 5-FU

Curva de calibracion para liberacion en buffer pH 1.2

Se prepararon soluciones a diferentes concentraciones de 5-FU y se leyeron las

muestras en un espectro de UV a 427 nm.

SOLUCION MADRE: 10 mg de 5-fluorouracilo aforado a 10 mL de buffer pH 1.2

Concentracion

(hg/mL) ABS
A 10 pL sIn madre/ 10 mL buffer pH 1.2 1 0.050
B 50 pL sIn madre/ 10 mL buffer pH 1.2 5 0.215
C 100 pL sIln madre/ 10 mL buffer pH 1.2 10 0.417
D 150 pL sin madre/ 10 mL buffer pH 1.2 15 0.583
E 200 pL sin madre/ 10 mL buffer pH 1.2 20 0.779

Curva de calibracion de 5-FU en
Bff pH 1.2

0.9
0.8
0.7
0.6
wvi 05
ik |
< 0.4
0.3 v =0.038x +0.0212
0.2 Rz=0.95E87
0.1
0 5 10 15 20

Concentracion de 5-FU (pg/mlL)
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Curva de calibracion para liberacion en buffer pH 6.8

SOLUCION MADRE: 10 mg de 5-fluorouracilo aforado a 10 mL de buffer pH 6.8

Concentracion

(Hg/mL)
A 20 pL sin madre/ 10 mL buffer pH 6.8 2
B 50 pL sin madre/ 10 mL buffer pH 6.8 5
C 100 pL sln madre/ 10 mL buffer pH 6.8 10
D 150 pL sln madre/ 10 mL buffer pH 6.8 15
E 200 pL sin madre/ 10 mL buffer pH 6.8 20

ABS

0.085
0.226
0.432
0.651
0.874

Curva de calibracion de 5-FU en
Bff pH 6.8

0.8
0.6
L
(il
< 04
y = 0.0435x + 0.001
0.2 R= = 0.0098
0 5 10 15 20

Concentracion de 5-FU (pg/mL)
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Curva de calibracion para liberacion en buffer pH 7.4

SOLUCION MADRE: 10 mg de 5-fluorouracilo aforado a 10 mL de buffer pH 7.4

Concentracion

(ug/mL) ABS
A 10 pL sIn madre/ 10 mL buffer pH 7.4 1 0.052
B 50 pL sIn madre/ 10 mL buffer pH 7.4 5 0.212
C 100 pL sin madre/ 10 mL buffer pH 7.4 10 0.382
D 150 pL sIn madre/ 10 mL buffer pH 7.4 15 0.587
E 200 pL sIin madre/ 10 mL buffer pH 7.4 20 0.804

ABS
=T = — = N = i O = =

B b kd LA s LA O s DO LS

Curva de calibracion de 5-FU en
Bff pH 7.4

y=0.0392x + 0.0079
R*=0.9982

5 10 15 20
Concentracion de 5-FU (pg/mL)
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ANEXO 8. Fracciones liberadas de 5-FU a diferentes pH

Horas

0.25
0.5
0.75

O 00 N O U b W N

W N R R
a A~ N B O

5-FU

Fracciones liberadas a pH 1.2

0.0000
0.3396
0.4417
0.4858
0.5198
0.5622
0.5732
0.5889
0.5733
0.5770
0.5769
0.5817
0.5771
0.5819
0.5812
0.5789
0.5955
0.6334

0.0000
0.3424
0.4446
0.4882
0.5206
0.5620
0.5746
0.5915
0.5754
0.5998
0.5799
0.5853
0.5797
0.5828
0.5839
0.6083
0.5992
0.6416

0.0000
0.3436
0.4441
0.4888
0.5212
0.5631
0.5741
0.5921
0.5755
0.5887
0.5795
0.5855
0.5789
0.5836
0.5847
0.6025
0.5982
0.6400

Fraccion
liberada
Promedio

0.0000
0.3419
0.4435
0.4876
0.5205
0.5624
0.5740
0.5908
0.5747
0.5885
0.5787
0.5842
0.5786
0.5828
0.5833
0.5966
0.5976
0.6384

DS

0.0000
0.0020
0.0015
0.0016
0.0007
0.0006
0.0007
0.0017
0.0012
0.0114
0.0016
0.0022
0.0013
0.0009
0.0018
0.0156
0.0019
0.0044

5-FU

Fracciones liberadas a pH 6.8

0.0000
0.3186
0.5761
0.6541
0.7013
0.7768
0.7981
0.8084
0.8016
0.8142
0.8259
0.8456
0.8499
0.8419
0.8432
0.8607
0.8946
0.8535

0.0000
0.3192
0.5774
0.6566
0.7033
0.7764
0.7990
0.8110
0.8013
0.8127
0.8249
0.8464
0.8745
0.8553
0.8436
0.8617
0.8980
0.8575

0.0000
0.3198
0.5768
0.6554
0.7032
0.7776
0.7996
0.8098
0.8025
0.8146
0.8256
0.8471
0.8624
0.8488
0.8436
0.8605
0.8974
0.8557

Fraccion
liberada
Promedio

0.0000
0.3192
0.5768
0.6553
0.7026
0.7769
0.7989
0.8097
0.8018
0.8138
0.8254
0.8463
0.8623
0.8487
0.8435
0.8610
0.8967
0.8556

DS

0.0000
0.0006
0.0006
0.0013
0.0011
0.0006
0.0007
0.0013
0.0006
0.0010
0.0005
0.0008
0.0123
0.0067
0.0002
0.0006
0.0018
0.0020

5-FU

Fracciones liberadas a pH 7.4

0.0000
0.2565
0.3520
0.4338
0.5322
0.5478
0.5943
0.5914
0.6071
0.5946
0.6121
0.6405
0.6334
0.6369
0.6490
0.6458
0.6564
0.6364

0.0000
0.2577
0.3515
0.4357
0.5353
0.5492
0.5927
0.5916
0.6066
0.5972
0.6245
0.6406
0.6334
0.6357
0.6502
0.6476
0.6583
0.6432

0.0000
0.2571
0.3527
0.4357
0.5347
0.5486
0.5946
0.5898
0.6078
0.5960
0.6184
0.6397
0.6344
0.6373
0.6507
0.6469
0.6575
0.6491

Fraccién
liberada
Promedio

0.0000
0.2571
0.3521
0.4350
0.5341
0.5485
0.5939
0.5909
0.6072
0.5959
0.6183
0.6403
0.6337
0.6366
0.6500
0.6468
0.6574
0.6429

DS

0.0000
0.0006
0.0006
0.0011
0.0017
0.0007
0.0010
0.0010
0.0006
0.0013
0.0062
0.0005
0.0006
0.0008
0.0009
0.0009
0.0009
0.0064
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ANEXO 9. Fracciones liberadas de 5-FU-EGDMA a diferentes pH

Horas

0.25
0.5
0.75

O 00 N o 1A W N

W N R R R
A A N B O

5-FU-
EGDMA

Fracciones liberadas a pH 1.2

0.0000 0.0000 0.0000
0.0518 0.0523  0.0529
0.0805 0.0794  0.0800
0.0790 0.0807  0.0807
0.0985 0.0980  0.0992
0.1193 0.1176  0.1177
0.1373  0.1400 0.1396
0.1402  0.1397  0.1392
0.1291  0.1314  0.1303
0.1331 0.1394  0.1288
0.1387 0.1335  0.1443
0.1377 0.1390 0.1384
0.1287 0.1401  0.1345
0.1343 0.1355 0.1341
0.1338 0.1350 0.1353
0.1343 0.1361  0.1353
0.1419 0.1404  0.1429
0.1481 0.1481 0.1491

Fraccién
liberada
Promedio

0.0000
0.0523
0.0800
0.0801
0.0986
0.1182
0.1390
0.1397
0.1303
0.1337
0.1388
0.1384
0.1344
0.1346
0.1347
0.1352
0.1418
0.1484

DS

0.0000
0.0006
0.0005
0.0010
0.0006
0.0009
0.0015
0.0005
0.0011
0.0053
0.0054
0.0006
0.0057
0.0007
0.0008
0.0009
0.0013
0.0006

5-FU-
EGDMA

Fracciones liberadas a pH 6.8

0.0000 0.0000 0.0000
0.1694 0.1815  0.1937
0.3195 0.3151 0.3180
0.3935 0.3913  0.3931
0.4491 0.4480 0.4511
0.5306 0.5331 0.5326
0.5561 0.5600  0.5606
0.5685 0.5664  0.5683
0.5697 0.5712  0.5731
0.5702 0.5766  0.5762
0.5762 0.5756  0.5787
0.5916 0.5799  0.5685
0.5825 0.5874  0.5853
0.5773  0.5897  0.6021
0.6018 0.6074 0.6129
0.6023  0.6056  0.6053
0.6303 0.6325 0.6309
0.5735 0.5501  0.5631

Fraccion
liberada
Promedio

0.0000
0.1815
0.3175
0.3926
0.4494
0.5321
0.5589
0.5677
0.5713
0.5743
0.5768
0.5800
0.5851
0.5897
0.6074
0.6044
0.6312
0.5622

DS

0.0000
0.0122
0.0022
0.0012
0.0015
0.0014
0.0025
0.0011
0.0017
0.0036
0.0016
0.0115
0.0025
0.0124
0.0056
0.0018
0.0011
0.0117

5-FU-
EGDMA

Fracciones liberadas a pH 7.4

0.0000 0.0000 0.0000
0.4816 0.4870  0.4843
0.5484 0.5459  0.5513
0.5955 0.5956  0.6038
0.6219 0.6058  0.6143
0.6756  0.6832  0.6758
0.6737 0.6627 0.6766
0.7413 0.7244  0.7334
0.7645 0.7552  0.7645
0.6878 0.6808  0.6850
0.6964 0.6920  0.6990
0.7020 0.7083  0.7101
0.7206  0.7272  0.7209
0.7473  0.7298  0.7395
0.7472  0.7427  0.7418
0.7492 0.7689  0.7760
0.8966 0.9151  0.9198
0.8587 0.8421  0.8603

Fraccién
liberada
Promedio

0.0000
0.4843
0.5485
0.5983
0.6140
0.6782
0.6710
0.7330
0.7614
0.6845
0.6958
0.7068
0.7229
0.7389
0.7439
0.7647
0.9105
0.8537

DS

0.0000
0.0027
0.0027
0.0048
0.0081
0.0043
0.0073
0.0084
0.0054
0.0035
0.0036
0.0043
0.0037
0.0087
0.0029
0.0139
0.0123
0.0101
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ANEXO 10. Fracciones liberadas de 5-FU-BAAC a diferentes pH

Horas

0.25
0.5
0.75

O 00 N O U1 A W N

W N R R
o B N L O

5-FU-
BAAC

Fracciones liberadas a pH 1.2

0.0000
0.1834
0.2668
0.3541
0.4070
0.4899
0.5174
0.5179
0.5239
0.5250
0.5289
0.5324
0.5343
0.5386
0.5407
0.5374
0.5631
0.5619

0.0000
0.1846
0.2652
0.3552
0.4076
0.4922
0.5007
0.5185
0.5228
0.5240
0.5290
0.5308
0.5349
0.5392
0.5347
0.5479
0.5629
0.5628

0.0000
0.1840
0.2668
0.3547
0.4065
0.4911
0.5174
0.5185
0.5245
0.5240
0.5301
0.5320
0.5333
0.5392
0.5464
0.5433
0.5619
0.5629

Fraccién
liberada
Promedio
0.0000
0.1840
0.2663
0.3547
0.4071
0.4911
0.5118
0.5183
0.5237
0.5243
0.5293
0.5317
0.5342
0.5390
0.5406
0.5429
0.5626
0.5625

DS
0.0000
0.0006
0.0009
0.0005
0.0005
0.0011
0.0096
0.0004
0.0008
0.0006
0.0007
0.0008
0.0008
0.0004
0.0058
0.0053
0.0006
0.0005

5-FU-
BAAC

Fracciones liberadas a pH 6.8

0.0000
0.3338
0.5450
0.6516
0.7249
0.8550
0.8988
0.9151
0.9237
0.9399
0.9460
0.9525
0.9520
0.9738
0.9844
0.9664
0.9505
0.8808

0.0000
0.3314
0.5474
0.6504
0.7493
0.8534
0.8983
0.9146
0.9256
0.9370
0.9490
0.9519
0.9490
0.9767
0.9862
0.9659
0.9523
0.8851

0.0000
0.3326
0.5462
0.6529
0.7372
0.8543
0.8968
0.9167
0.9265
0.9404
0.9477
0.9506
0.9525
0.9754
0.9873
0.9683
0.9536
0.8851

Fraccién
liberada
Promedio
0.0000
0.3326
0.5462
0.6516
0.7371
0.8542
0.8980
0.9155
0.9252
0.9391
0.9476
0.9517
0.9512
0.9753
0.9860
0.9669
0.9522
0.8837

DS
0.0000
0.0012
0.0012
0.0012
0.0122
0.0008
0.0010
0.0011
0.0015
0.0018
0.0015
0.0010
0.0019
0.0015
0.0015
0.0012
0.0015
0.0025

5-FU-
BAAC

Fracciones liberadas a pH 7.4

0.0000
0.3435
0.4984
0.5641
0.6599
0.7247
0.7479
0.7447
0.7526
0.7396
0.7625
0.7577
0.7891
0.7945
0.7899
0.7951
0.8019
0.8365

0.0000
0.3428
0.4991
0.5627
0.6605
0.7180
0.7490
0.7465
0.7511
0.7462
0.7666
0.7599
0.7873
0.7934
0.7968
0.7962
0.8009
0.8504

0.0000
0.3442
0.4998
0.5635
0.6592
0.7315
0.7489
0.7470
0.7523
0.7535
0.7654
0.7586
0.7880
0.7947
0.7941
0.7954
0.8001
0.8441

Fraccion
liberada
Promedio
0.0000
0.3435
0.4991
0.5634
0.6599
0.7247
0.7486
0.7461
0.7520
0.7465
0.7648
0.7588
0.7881
0.7942
0.7936
0.7956
0.8010
0.8437

DS
0.0000
0.0007
0.0007
0.0007
0.0006
0.0068
0.0006
0.0012
0.0008
0.0069
0.0021
0.0011
0.0009
0.0007
0.0035
0.0006
0.0009
0.0070
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ANEXO 11. Fracciones liberadas de CUR a diferentes pH

Horas

0.25
0.5
0.75
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CUR

Fracciones liberadas a pH

0.0000
0.0028
0.0112
0.0116
0.0313
0.0269
0.0251
0.0232
0.0271
0.0362
0.0479
0.0513
0.0594
0.0658
0.0711
0.0792
0.0866
0.0938
0.1235
0.1818
0.2028
0.2197
0.2448
0.2486

1.2

0.0000
0.0038
0.0126
0.0094
0.0299
0.0255
0.0227
0.0212
0.0246
0.0340
0.0461
0.0490
0.0565
0.0647
0.0700
0.0767
0.0850
0.0925
0.1205
0.1791
0.2005
0.2187
0.2209
0.2459

0.0000
0.0010
0.0111
0.0097
0.0353
0.0283
0.0261
0.0238
0.0282
0.0355
0.0480
0.0519
0.0604
0.0678
0.0718
0.0785
0.0864
0.0944
0.1247
0.1812
0.2030
0.2213
0.2543
0.2488

Fraccion
liberada
Promedio

0.0000
0.0025
0.0116
0.0102
0.0321
0.0269
0.0246
0.0227
0.0266
0.0352
0.0474
0.0507
0.0588
0.0661
0.0709
0.0781
0.0860
0.0936
0.1229
0.1807
0.2021
0.2199
0.2400
0.2478

DS
0.0000
0.0014
0.0008
0.0012
0.0028
0.0014
0.0017
0.0014
0.0018
0.0011
0.0011
0.0015
0.0020
0.0016
0.0009
0.0013
0.0009
0.0010
0.0022
0.0014
0.0014
0.0013
0.0172
0.0016

CUR

Fracciones liberadas a pH

0.0000
0.0019
0.0020
0.0020
0.0048
0.0430
0.0528
0.0275
0.0420
0.0461
0.0693
0.0961
0.0994
0.1189
0.1499
0.1711
0.2390
0.2931
0.3705
0.6271
0.7353
0.8333
0.9313
0.9343

6.8

0.0000
0.0046
0.0048
0.0077
0.0107
0.0518
0.0510
0.0229
0.0372
0.0465
0.0725
0.0939
0.1025
0.1140
0.1366
0.1682
0.2279
0.2788
0.3530
0.6116
0.7357
0.8202
0.9015
0.9224

0.0000
0.0046
0.0102
0.0133
0.0165
0.0524
0.0652
0.0431
0.0499
0.0569
0.0778
0.1020
0.1081
0.1278
0.1509
0.1774
0.2373
0.3020
0.3824
0.6365
0.7450
0.8404
0.9467
0.9473

Fraccién
liberada
Promedio

0.0000
0.0037
0.0057
0.0077
0.0107
0.0491
0.0563
0.0312
0.0430
0.0499
0.0732
0.0973
0.1033
0.1202
0.1458
0.1722
0.2347
0.2913
0.3686
0.6251
0.7387
0.8313
0.9265
0.9347

DS
0.0000
0.0016
0.0042
0.0056
0.0058
0.0052
0.0077
0.0105
0.0064
0.0061
0.0042
0.0042
0.0044
0.0070
0.0080
0.0047
0.0060
0.0117
0.0148
0.0125
0.0055
0.0103
0.0230
0.0125

CUR

Fracciones liberadas a pH

0.0000
0.0032
0.0033
0.0079
0.0127
0.0177
0.0228
0.0281
0.0471
0.0713
0.1190
0.1277
0.2313
0.2168
0.2692
0.2872
0.2965
0.3194
0.3517
0.3895
0.4147
0.4946
0.5183
0.5244

7.4

0.0000
0.0122
0.0126
0.0176
0.0182
0.0144
0.0238
0.0382
0.0530
0.0909
0.1437
0.1398
0.2572
0.2437
0.2698
0.2876
0.3058
0.3243
0.3431
0.3713
0.4093
0.4843
0.5030
0.5039

0.0000
0.0077
0.0125
0.0129
0.0179
0.0230
0.0329
0.0340
0.0712
0.0963
0.1538
0.1366
0.2404
0.2261
0.2787
0.2968
0.2973
0.3109
0.3563
0.3625
0.4271
0.4983
0.5131
0.4962

Fraccion
liberada
Promedio

0.0000
0.0077
0.0095
0.0128
0.0163
0.0184
0.0265
0.0334
0.0571
0.0862
0.1388
0.1347
0.2430
0.2289
0.2726
0.2906
0.2999
0.3182
0.3504
0.3744
0.4170
0.4924
0.5115
0.5082

DS
0.0000
0.0045
0.0054
0.0049
0.0031
0.0044
0.0055
0.0050
0.0126
0.0131
0.0179
0.0063
0.0132
0.0136
0.0053
0.0054
0.0051
0.0068
0.0067
0.0138
0.0092
0.0073
0.0078
0.0146
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ANEXO 12. Fracciones liberadas de CUR-BAAC a diferentes pH

Horas

0.25
0.5
0.75
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CUR-
BAAC

Fracciones liberadas a pH 1.2

0.0000
0.0166
0.0273
0.0365
0.0314
0.0330
0.0341
0.0342
0.0353
0.0373
0.0388
0.0386
0.0396
0.0443
0.0465
0.0486
0.0613
0.0740
0.0876
0.1052
0.1152
0.1209
0.1289
0.1294

0.0000
0.0148
0.0277
0.0351
0.0304
0.0351
0.0336
0.0328
0.0333
0.0366
0.0377
0.0397
0.0408
0.0465
0.0487
0.0496
0.0637
0.0723
0.0826
0.1042
0.1142
0.1203
0.1283
0.1301

0.0000
0.0143
0.0281
0.0365
0.0323
0.0348
0.0346
0.0343
0.0358
0.0364
0.0384
0.0386
0.0410
0.0463
0.0498
0.0507
0.0649
0.0749
0.0890
0.1025
0.1110
0.1188
0.1268
0.1299

Fraccion
liberada
Promedio

0.0000
0.0152
0.0277
0.0360
0.0314
0.0343
0.0341
0.0338
0.0348
0.0368
0.0383
0.0390
0.0405
0.0457
0.0483
0.0496
0.0633
0.0738
0.0864
0.1040
0.1135
0.1200
0.1280
0.1298

DS
0.0000
0.0012
0.0004
0.0008
0.0009
0.0012
0.0005
0.0009
0.0013
0.0004
0.0006
0.0006
0.0008
0.0012
0.0017
0.0011
0.0018
0.0013
0.0033
0.0014
0.0022
0.0011
0.0011
0.0004

CUR-
BAAC

Fracciones liberadas a pH 6.8

0.0000
0.0117
0.0035
0.0166
0.0390
0.0491
0.0595
0.0833
0.1123
0.1509
0.1822
0.2144
0.2259
0.2811
0.2902
0.3037
0.3477
0.3496
0.3860
0.4363
0.4578
0.5056
0.5460
0.5353

0.0000
0.0030
0.0075
0.0078
0.0124
0.0389
0.0490
0.0638
0.1008
0.1261
0.2043
0.2245
0.2452
0.2707
0.2839
0.2972
0.3411
0.3428
0.3747
0.4377
0.4550
0.4854
0.5209
0.5137

0.0000
0.0030
0.0032
0.0076
0.0122
0.0170
0.0394
0.0842
0.1047
0.1431
0.2046
0.2248
0.2412
0.2752
0.2799
0.2930
0.3237
0.3378
0.3782
0.4154
0.4405
0.4791
0.5491
0.5344

Fraccién
liberada
Promedio

0.0000
0.0059
0.0047
0.0107
0.0212
0.0350
0.0493
0.0771
0.1059
0.1401
0.1971
0.2213
0.2374
0.2757
0.2846
0.2980
0.3375
0.3434
0.3796
0.4298
0.4511
0.4900
0.5387
0.5278

DS
0.0000
0.0050
0.0024
0.0052
0.0154
0.0164
0.0101
0.0115
0.0058
0.0127
0.0129
0.0059
0.0102
0.0052
0.0052
0.0054
0.0124
0.0059
0.0058
0.0125
0.0093
0.0138
0.0155
0.0122

CUR-
BAAC

Fracciones liberadas a pH 7.4

0.0000
0.0321
0.0277
0.0400
0.0471
0.0543
0.0618
0.0582
0.0714
0.0624
0.0529
0.0431
0.0666
0.0798
0.0933
0.1017
0.1328
0.2157
0.3129
0.5431
0.5900
0.5984
0.5839
0.6245

0.0000
0.0265
0.0331
0.0344
0.0412
0.0595
0.0672
0.0752
0.0720
0.0856
0.0826
0.0795
0.0874
0.0955
0.1039
0.1124
0.1381
0.2266
0.3409
0.5946
0.6093
0.6013
0.5978
0.6386

0.0000
0.0265
0.0444
0.0461
0.0646
0.0669
0.0748
0.0829
0.0800
0.0825
0.0906
0.0877
0.0845
0.0924
0.1288
0.1438
0.1593
0.2541
0.3354
0.5943
0.6088
0.6005
0.5912
0.6316

Fraccion
liberada
Promedio

0.0000
0.0284
0.0351
0.0401
0.0510
0.0603
0.0680
0.0721
0.0745
0.0768
0.0754
0.0701
0.0795
0.0892
0.1086
0.1193
0.1434
0.2321
0.3297
0.5773
0.6027
0.6001
0.5910
0.6315

DS
0.0000
0.0033
0.0085
0.0059
0.0122
0.0063
0.0065
0.0126
0.0048
0.0126
0.0198
0.0237
0.0112
0.0083
0.0182
0.0219
0.0140
0.0198
0.0149
0.0296
0.0110
0.0015
0.0070
0.0071
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ANEXO 13. Fracciones liberadas de CUR-EGDMA a diferentes pH

Horas
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0.5
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CUR-
EGDMA

Fracciones liberadas a pH 1.2

0.0000 0.0000
0.0019 0.0019
0.0011 0.0006
0.0030 0.0016
0.0021 0.0016
0.0045 0.0026
0.0056 0.0059
0.0062 0.0070
0.0060 0.0077
0.0071 0.0094
0.0096 0.0106
0.0099 0.0109
0.0116 0.0127
0.0124 0.0135
0.0165 0.0162
0.0188 0.0186
0.0469 0.0420
0.0664 0.0627
0.0783 0.0805
0.1122 0.1130
0.1256 0.1210
0.1298 0.1305
0.1381 0.1384
0.1416 0.1405

0.0000
0.0033
0.0016
0.0030
0.0027
0.0050
0.0066
0.0068
0.0071
0.0091
0.0103
0.0107
0.0124
0.0132
0.0173
0.0196
0.0468
0.0622
0.0803
0.1170
0.1265
0.1321
0.1396
0.1417

Fraccion
liberada
Promedio

0.0000
0.0024
0.0011
0.0025
0.0021
0.0040
0.0060
0.0067
0.0069
0.0085
0.0102
0.0105
0.0122
0.0131
0.0167
0.0190
0.0453
0.0638
0.0797
0.1140
0.1244
0.1308
0.1387
0.1412

DS
0.0000
0.0008
0.0005
0.0008
0.0005
0.0013
0.0005
0.0004
0.0009
0.0012
0.0005
0.0005
0.0005
0.0006
0.0005
0.0006
0.0028
0.0023
0.0012
0.0026
0.0030
0.0012
0.0008
0.0007

CUR-
EGDMA

Fracciones liberadas a pH 6.8

0.0000 0.0000
0.0073 0.0100
0.0076 0.0050
0.0079 0.0106
0.0109 0.0300
0.0031 0.0066
0.0222 0.0285
0.0447 0.0540
0.0490 0.0559
0.0534 0.0632
0.0634 0.0735
0.0655 0.0732
0.0704 0.0837
0.0862 0.0945
0.0998 0.1137
0.1165 0.1281
0.2097 0.2190
0.3118 0.3430
0.3822 0.4008
0.5254 0.5418
0.6518 0.6767
0.7606 0.7781
0.7776 0.7874
0.8187 0.8313

0.0000
0.0100
0.0023
0.0051
0.0242
0.0088
0.0254
0.0535
0.0527
0.0626
0.0729
0.0699
0.0775
0.0908
0.1154
0.1272
0.2235
0.3450
0.4056
0.5441
0.6791
0.7806
0.7900
0.8286

Fraccién
liberada
Promedio

0.0000
0.0091
0.0050
0.0079
0.0217
0.0062
0.0254
0.0507
0.0525
0.0598
0.0699
0.0695
0.0772
0.0905
0.1096
0.1239
0.2174
0.3332
0.3962
0.5371
0.6692
0.7731
0.7850
0.8262

DS
0.0000
0.0016
0.0027
0.0028
0.0098
0.0029
0.0032
0.0052
0.0034
0.0055
0.0057
0.0039
0.0067
0.0042
0.0086
0.0065
0.0070
0.0186
0.0124
0.0102
0.0151
0.0109
0.0065
0.0066

CUR-
EGDMA

Fracciones liberadas a pH 7.4

0.0000 0.0000
0.0212 0.0438
0.0220 0.0454
0.0228 0.0471
0.0236 0.0487
0.0244 0.0504
0.0252 0.0520
0.0260 0.0672
0.0358 0.0378
0.0730 0.0974
0.1252 0.1682
0.2017 0.2191
0.2178 0.2355
0.2433 0.2659
0.2469 0.2610
0.2774 0.2961
0.3945 0.4677
0.5382 0.5957
0.6191 0.6242
0.6529 0.6576
0.6781 0.6870
0.7080 0.7664
0.7834 0.8164
0.8111 0.8313

0.0000
0.0077
0.0080
0.0082
0.0085
0.0088
0.0181
0.0549
0.0388
0.0807
0.1693
0.2204
0.2237
0.2584
0.2580
0.2843
0.4421
0.5785
0.6338
0.6543
0.6884
0.7501
0.8132
0.8283

Fraccién
liberada
Promedio

0.0000
0.0242
0.0251
0.0260
0.0269
0.0279
0.0318
0.0493
0.0375
0.0837
0.1542
0.2137
0.2257
0.2558
0.2553
0.2860
0.4348
0.5708
0.6257
0.6549
0.6845
0.7415
0.8043
0.8236

DS
0.0000
0.0182
0.0189
0.0196
0.0203
0.0210
0.0179
0.0211
0.0015
0.0124
0.0252
0.0104
0.0090
0.0115
0.0074
0.0095
0.0371
0.0295
0.0074
0.0024
0.0056
0.0301
0.0182
0.0109
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