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RESUMEN

La sintesis de Nanogeles (NG's) que responden a estimulos de manera
selectiva, especialmente en microambiente tumoral son capaces de liberar cargas ya
sean cargas positivas 0 negativas en respuesta al cambio del pH y medio reductor.
Estos NG's sensibles con diametros que van de 1 nm a 1000 nm, estdn compuestos
por polimeros hidrofilicos reticulados con una cubierta que se estabiliza gracias al poli
(carboxialquil metacrilamidas) (PCAM’s) utilizando la metodologia de polimerizacién en
emulsion. Se produjeron NG’s con diametros hidrodindmicos que oscilaron entre 100 y
150 nm, determinados por dispersion de luz dindmica (DLS). Los resultados indican
que el tamafio de particula y el tipo de PCAM es adecuado ya que su tamafio se puede
adaptar para su liberacion de acuerdo con las caracteristicas fisicoquimicas que
presentan los farmacos, estos materiales tienen potencial como sistemas de liberacion
controlada por via oral. En el presente trabajo de investigacion se sintetizaron NG's
sensibles al pH y medio reductor cargados con 5-Fluorouracilo y Curcumina con
potencial de utilidad para el tratamiento contra el cancer de colon a base de poli-(acido
11-metacriloilamido undecandico) (PCAM10) y poli-(acido 8-metacriloilamido octanoico)
(PCAMY) reticulados con el entrecruzante N,"N’-bis (acriloil) cistamina (BAAC) para

una cinética de liberacion prolongada a base de la hidrofobicidad de los compuestos.
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CAPITULO I. INTRODUCCION
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El cancer es uno de los principales factores de mortalidad en el mundo, en
el 2019 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reporté 18 millones de casos
nuevos. En México, esta patologia es la tercera causa de muerte en el pais, segun el
Centro Internacional de Investigaciones sobre el cancer (IARC), los cuales los mas
comunes en México son: mamarios, prostata, pulmonar y colorrectal, esta ultima
patologia ha aumentado en los ultimos 20 afios en el pais. Debido al diagnostico tardio,
por tener una rapida formacion de metéastasis y alta tasa de transferencia a nivel de
torrente sanguineo se ha registrado un incremento en la mortalidad en el pais segun la
Sociedad Mexicana de Oncologia. (SMeO).(Vargas-ruiz, 2023) (Arvelo et al., 2015).

Las opciones de tratamiento contra el cancer como quimioterapia, cirugia y
radiacion a menudo se asocian con efectos secundarios graves y toxicidad, lo cual
afecta significativamente a la calidad de vida de los pacientes. Por ello, y debido a que
las células cancerigenas muestran resistencia ante la radioterapia y quimioterapia ha
sido parte crucial en el reto para encontrar un tratamiento eficiente y eficaz contra el
cancer colorrectal.(Wong et al., 2019).

Los sistemas de administracion de farmacos quimioterapéuticos basados en
nano transportadores nos ayudan a abordar este tipo de problemas, ya que tales
formulaciones ofrecen una oportunidad para dirigirse al tejido tumoral de forma
pasiva.(Wang et al., 2016).

Los nano portadores o nano particulas (NP’s) que responden a los estimulos
han ganado mucha atencion por su capacidad de administrar farmacos de forma
selectiva, especialmente en el microambiente tumoral. EI microambiente tumoral

presenta condiciones inusuales, como un pH elevado, temperatura y medio reductor
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(concentracion de glutation), que son aprovechadas por estas NP’s para dirigirlos de
forma eficaz y descargar el farmaco anti cancerigeno sin causar ningun dafio a los
tejidos sanos.

Las NP’s sensibles al pH, son capaces de liberar cargas en respuesta al cambio
del entorno extracelular del tumor el cual es méas acido (pH 6,5) que la sangre (pH
7,4).(Du et al., 2010).(lyer & Das, 2021).

La concentracion de GSH (glutatién) en la matriz intracelular de las células
tumorales es entre 100 y 1000 veces mayor que en el exterior celular. Por este motivo,
se ha explotado el enlace desulfuro como activador de la reduccion para la
administracion de NP’s las cuales muestran una mayor liberacién intracelular de
farmacos en respuesta al alto nivel de GSH.(Lee et al., 2017).

Las NP’s con diametros que van de 1 nm a 1000 nm, estdn compuestos por
polimeros hidrofilicos reticulados. Poseen un alto contenido en agua, una elevada
superficie especifica, biocompatibilidad y una estabilidad deseable. Son capaces de
responder a estimulos externos cambiando sus propiedades fisico-quimicas, como el
volumen, el contenido de agua, el indice de refraccion, la permeabilidad de la red
interior y la hidrofilidad. (Zha et al., 2011).

Se ha demostrado que las NP’s sensibles al pH y medio oxido-reductor (redox)
para la administracion de farmacos por via oral mejoran la estabilidad de la
administracion de farmacos y logran una liberacion controlada en los intestinos.(Liu et

al., 2017).
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En el presente trabajo de investigacibn se sintetizaran Nanogeles
Sensibles al pH y Medio reductor cargados con 5-Fluorouracilo y Curcumina con
potencial de utilidad para el tratamiento para el CCR a base de poli-(acido 11-
metacriloilamido undecandico) (PCAM10) y poli-(acido 8-metacriloilamido octanoico)
(PCAMY7) reticulados con el entrecruzante N,"N’-bis (acriloil) cistamina (BAAC) para
una sensibilidad a las condiciones reductoras del colon y una cinética de liberacion

prolongada a base de la hidrofobicidad de los compuestos.(Cornejo-Bravo et al., 2017).
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Antecedentes

El desarrollo de nuevos polimeros funcionales, para la fabricacion de
Nanogeles poliméricos en aplicacion a la ciencia biomédica, nos ha dado ventaja en
proporcionar portadores de administracion de farmacos que pueden mostrar su efecto
en una ubicacion precisa en respuesta a las caracteristicas Unicas de la enfermedad.

La metodologia y técnicas de polimerizacion ampliamente aplicada para la
sintesis de Nanogeles con respuesta a medios oxido reductor los cuales incorporan
elementos redox en forma de gesticulante en la matriz del polimérica, le confiere
caracteristicas distintivas, lo cual le da la facilidad de internalizacion por parte de las
células, con una menor afinidad de acumulacién en tejidos sanos. La aplicacion de
estrategias sintéticas con unidades redox y otros estimulos como respuesta a pH, han
aumentado su potencial para la administracion de farmacos nanotecnolégicos.(Kumar
et al., 2019).

En un estudio se sintetizaron NP’s de quitosano cargadas con 5-FU vy
recubiertas con diferentes proporciones del polimero Eudragit S-100, el cual, se
disuelve a pH coldnico.

Como resultados en general para la relacion farmaco: polimero 1:3, se
obtuvieron nano particulas con formas esféricas, con un rango de tamafio de 139 nm,
una superficie lisa, valores de indice de polidispersidad (PDI) < 0.2 y un Potencial zeta
negativo. De igual manera, mostraron una eficiencia de encapsulacion del 69%, una
carga de farmaco de 28% y una liberacion del 82% a las 24 h luego de alcanzar un pH
basico (7.0), esto ultimo atribuido a los grupos carboxilo presentes en Eudragit S-100

gue se ionizan en medios neutros a alcalinos; mientras que las NP’s sin recubrimiento
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liberaron el 70% del farmaco en pH acido, antes de llegar al liquido col6nico debido a la
degradacion del quitosano. Por lo tanto, estas NP“s se consideraron como un excelente
nano portador de farmacos para liberacion controlada y especifica en colon.(Tummala
et al., 2015).

El quitosano que es un polisacarido obtenido a partir de la desacetilacion del
quitosano, formado por glucosamina unida por enlaces [(-1,4-glicosidicos. Presenta
excelentes propiedades, como la no toxicidad, la biocompatibilidad y la
biodegradibilidad. Pero la escasa solubilidad del quitosano imita sus aplicaciones
practicas. Por lo tanto, se necesita una modificacion quimica para mejorar su
solubilidad.

La presencia de grupos amino e hidroxilo activos en el quitosano facilita la
modificacién quimica del mismo lo cual incluye sulfonacion, la co-polimerizacion, la
cuaterizacion y la carboxialquilacién, entre otras condiciones acidas, la glucosamina se
ioniza, lo que indica que el quitosano tiene una naturaleza cationica. Por lo tanto, puede
formar nano compuestos con polimeros aniénicos. Esta serie de caracteristicas hacen
qgue las NPs basadas en quitosano sean portadores de farmacos antitumorales.(Li et
al., 2021).

En otro estudio, se sintetizaron Nanogeles cargados con Curcumina, mostrando
una aceleracion de la liberacién de la Curcumina a un pH de 5 (imitando el pH de los
lisosomas) para los Nanogeles reticulados con EGDMA y DVA, vy, en el caso de los
Nanogeles reticulados con BAAC, la liberacion fue aun mas rapida a pH 5 con la
adicion de 10 mM de GSH. La viabilidad celular de la linea celular de cancer de colon

humano (HCT-116) en contacto con los Nanogeles cargados de Curcumina mostré que
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el IC50 se redujo de 5 a 1 yg/mL cuando la Curcumina se cargd dentro de los
Nanogeles reticulados con DVA 'y BAC.

Los estudios preliminares de toxicidad aguda en ratones mostraron que los
Nanogeles vacios reticulados con EGDMA y reticulados con BAAC y con PDEAEM no
eran toxicos hasta concentraciones de 40 mg/kg. La nano formulacion consistente en
Curcumina cargada en el interior de Nanogeles con nucleo de PDEAEM vy cubierta de
PEG reticulados con DVA o BAAC tiene un excelente potencial para la terapia del
cancer de colon.(Manzanares-Guevara et al., 2020).

En 2016, se sintetizaron Nanogeles con carboxialquilmetacrilatos, en
proporciones de 5, 10 y 15% utilizando el método de polimerizacién por dispersion. La
parte experimental se llevd a cabo utilizando NIPAAm y como co-mondmeros los CAM
en concentraciones previamente mencionadas. Después de hacer la polimerizacion,
por dispersion, las nano particulas fueron analizadas por dispersion de luz dindmica
(DLS) para determinar tamafos y transiciones con la temperatura. Los resultados que
se pudieron observar fueron que entre mas sal de M4 se incorporaba en la reaccion
para la sintesis de micro geles, decrecian su tamafo, pero a la vez bajaba levemente
su temperatura de transicion. La disminucion de tamafio indic6 que la sal actuaba de
surfactante en la reaccion. Por otra parte, al momento de utilizar la sal de M11,
aumentd su poder de surfactante creando nano particulas de hasta 27 nm, pero como
consecuencia se pierde la temperatura de transicion, ya que el tamafio no se veia
afectado respecto a la temperatura. Finalmente, se pudo concluir que si era posible
creas geles sensibles a pH y temperatura utilizando NIPAAmM y M4K, ya que con esta

combinacion era posible tener micro geles mas pequefios que utilizando solamente
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geles de NIPAAm; sin embargo, en el caso de las particulas de M10K con NIPAAm, se
obtenian nano particulas pero por ser mas hidrofébica, disminuyé la temperatura de
transicion aunque también se observa que sirve como estabilizador en la
sintesis.(Castro-Vidal et al., 2016).

Finalmente, en wuna investigacion se formaron complejos con farmacos
cationicos (labetalol, propranolol y diltiazem) y poli electrolitos con diferentes longitudes
de cadena lateral, poli-(acido 6-metacriloilamido hexandico) (PCAMS5), poli-(acido 8-
metacriloilamido octandico) (PCAM7) y poli-(acido 1l1-metacriloilamido undecandico)
(PCAM10) con los que se realizaron cinéticas de liberacion de los farmacos a
diferentes pH’s (1.2, 6.8 y 7.4) y, en general, se obtuvo que conforme se incremento el
pH, se incrementaba la liberacién; sin embargo, PCAM10 present6 una menor cinética
de liberacion debido a su mayor hidrofobicidad, aunque, la liberacion de diltiazem fue
superior al 70% en pH 1.2 debido a la alta solubilidad del farmaco. Se concluy6 que
estos polimeros son poli electrolitos hidrofébicos que forman sales iGnicas insolubles en
agua cuando se conjugan con farmacos catidénicos 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 que se quiera utilizar, por lo que podrian ser
buenos candidatos para una liberacién sostenida en el intestino.(Cornejo-bravo et al.,
2017).

Justificacion

Como ya se ha mencionado anteriormente, es importante encontrar nuevas

formas de administrar el farmaco 5-FU para lograr una liberacion mas localizada para

cancer de colon, una de las alternativas planteadas puede ser a través de la sintesis de
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Nanogeles; en este trabajo proponemos la nano formulacion de NGs sintetizados con el
mondémero CAM10 y CAM 7 para evaluar la liberaciéon de 5-FU y Curcumina a
diferentes valores de pH y su citotoxicidad en una linea celular de céncer. Esta
investigacion se realizard con el fin de conocer si estos Nanogeles, en especifico, son
capaces de liberar al 5-FU y Curcumina en un ambiente con pH similar al que se
encuentra en el colon. Para esto, los Nanogeles primero se sintetizaran, se purificaran,

se caracterizaran y se les realizaran pruebas de estabilidad.

Después, se realizara el cargado del 5-FU y Curcumina, finalmente, se hara una
cinética de liberacién in vitro, asi como un estudio de citotoxicidad mediante el ensayo
MTT en una linea celular de cancer (HTC-116). La importancia de esta investigacion
radica en que el 5-FU, que es el tratamiento quimioterapéutico convencional del cancer
de colon, provoca muchos efectos téxicos al distribuirse por todo el organismo luego de
una administracion intravenosa, ademas de otras limitantes. Ademas de que la
administracion por via oral no es utilizada por la biodisponibilidad erratica. Por tal razén,
utilizar sistemas de administracion de farmacos, como la combinacion del mismo
citostatico con un extracto de Curcumina, el cual ha demostrado en muchos estudios
actuar de manera sistémica como sinérgica para poder llegar a su punto de accion,
cabe mencionar que la Curcumina es un extracto con propiedades anti cancerigenas el
cual lo convierte en el perfecto candidato para la combinaciéon de este componente
como el farmaco 5-Fluorouracilo, tal como los NG’s sensibles a estimulos, podrian
evitar estas limitantes al liberar su contenido en el sitio objetivo, mejorando la eficacia

terapéutica mejorada y disminuyendo efectos secundarios.
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Con ayuda de esta investigacion se logrard4 recabar datos en beneficio del
funcionamiento de este tipo de nano formulaciones y su posterior uso o aplicacién in
vivo para que, en un futuro, pueda ser utilizada como un nuevo sistema de
administracion de farmacos en el que se eviten los efectos secundarios y mejore la
eficacia del tratamiento anti cancerigeno con 5-FU en los pacientes con cancer de

colon, al tratarse de una terapia més dirigida.

Hipodtesis

Los Nanogeles de acido 11-metacriloilamido undecandico y 8-metacriloilamido
aminooctanoico responderan a pH alcalinos y medios reductores liberando 5-FU y CUR
en un modelo de simulacién gastrointestinal in vitro y tendran actividad antineoplasica

en lineas celulares de cancer de colon.

Objetivos

Objetivo general

Sintetizar Nanogeles de acido 11-metacriloilamido undecandico y 8-metacriloilamido
aminooctanoico, entrecruzados con N,"N’-bis (acriloil) cistamina que sean sensibles a
medio reductor y al pH para la liberaciéon de 5-Fluorouracilo (5-FU) y Curcumina (CUR)

en colon.

Objetivos especificos
1. Sintetizar monomeros a partir del acido 8-aminooctanoico y acido 11-undecandico

por el método de Schotten-Baumann.
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. Caracterizar los mondémeros de carboxialquilmetacrilamidas por medio de
Espectrofotometria de infrarrojo.

. Sintetizar Nanogeles de &cido 11-metacriloilamido undecandico y 8-metacriloilamido
aminooctanoico, entrecruzados con N,'N’-bis (acriloil) cistamina mediante
polimerizacion en emulsion con dodecilbensulfonato de sodio como tensoactivo.
Caracterizar los Nanogeles sintetizados mediante dispersion de luz dinamica
(DLS). Potencial Zeta y microscopia electronico de barrido de emisién de campo
FESEM.

Evaluar la respuesta de los Nanogeles sintetizados al pH, asi como su estabilidad
al proceso de liofilizacién y reconstitucion.

Realizar estudios de degradacion de los Nanogeles sintetizados en medio redox.
Realizar el cargado de 5-FU y CUR a los Nanogeles sintetizados para cuantificar su
eficiencia de carga.

Determinar la cinética de liberacion de 5-FU y CUR mediante ensayos in vitro a
diferentes valores de pH.

Evaluar la citotoxicidad de los Nanogeles cargados con 5-FU y CUR por el método

de MTT y compararla con 5-FU y CUR libres.
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CAPITULO IIl. TEORIA GENERAL
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Generalidades del cancer

El cancer se define como un trastorno donde los mecanismos de
proliferacion y muerte celular se encuentran alterados. Los cambios genéticos inducen
el crecimiento constante de la célula anormal, anulando la muerte celular (apoptosis),
entre otros mecanismos, lo cual le otorga a la célula dafiada una vida prolongada. El
crecimiento descontrolado de las células malignas en un tejido especifico es llamado
tumor maligno y desafortunadamente es una enfermedad muy comun en la actualidad.
(MEDINA VILLASENOR & MARTINEZ MACIAS, 2009).

La enfermedad neoplasica conocida como céncer es considerada una
enfermedad ambiental, con 90-95% de los casos derivados a ella por consecuencia de
la exposicién directa cronica de contaminantes, consumo de tabaco, dieta baja en
nutrientes, sedentarismo, entre otros, y del 5-10% provocados por algun factor genético
hereditario. Los cuales suelen implicar la predisposicion a crecimiento de tumores
especificos y es manifestado por un factor genético mutado.

La presencia de cancer se puede sospechar sobre la base de los sintomas o los
hallazgos en las pruebas de diagndstico clinico, y este puede derivar de otras
enfermedades adyacentes relacionadas.(Agarwal et al., 2011).

Los multiples mecanismos que se conocen para la transicion maligna de una
célula implican desde el inicio del ciclo celular, hasta cualquier via especifica de
alteracion de crecimiento, proliferacion y muerte esta la diseminacién o metéstasis la
cual tiene implicaciones en el diagnostico, pronostico y tratamiento de la misma

enfermedad.
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La metéstasis es la invasion de las células malignas a 6rganos vitales y sitios
distantes a partir de un tumor primario, es muy importante mencionar que, en el mayor
porcentaje del diagnéstico de céncer, al presentarse de manera asintomética, al
momento de realizar el tratamiento conveniente para el tipo de cancer es probable que
haya migrado a otros 6rganos vitales, presentandose otra dificultad para la intervencién
oportuna del cancer. La serie de pasos para realizar dicha accion es llamada cascada
metastasica y es influenciado por factores enziméticos y sefializacion celular
especifica.(Weinberg, 2008).

Otro de los factores importantes a destacar es la modificacion del microambiente
de las células tumorales, favoreciendo su desplazamiento y aumento de tamafio, donde
la matriz extracelular transmite sefales intra e intercelulares de una manera anémala
las cuales cambian de manera constante el comportamiento del tumor como la
alteracibon de mecanismos de angiogénesis y la resistencia de farmacos

citostéticos.(Rol et al., 2022).
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Estadisticas actuales del cancer

El cancer es un importante problema de salud publica en todo el mundo.
En 2020, el diagnéstico y tratamiento del cancer se vieron afectados negativamente por
la pandemia de coronavirus del 2019 (COVID-19). El acceso reducido a la atencion
médica y el miedo a la exposicion al virus resulté en retrasos en el diagnéstico y
tratamiento el cual pueden conducir a una disminucion a corto plazo en la incidencia de
cancer seguida de un aumento en la enfermedad en etapa avanzada y, en ultima
instancia, aumento de la mortalidad.

Sin embargo, la cuantificacion de los datos de vigilancia llevara por lo menos
varios afios en que la difusién de los mismos llegue. Por ejemplo, actualmente solo se
dispone de datos de incidencia y mortalidad por cancer hasta el afio 2018 y 2019,
respectivamente, dando datos disponibles mas fiables a las cifras estimadas en 2023.
(Siegel et al., 2022).

En el afio 2020 la Organizacion Mundial de la Salud reporto 19.3 millones
de casos nuevos de cancer, con un incremento anual del 1.5% y en México esta
enfermedad es la tercera causa de muerte en el pais.(Vargas-ruiz, 2023).

Entre los tipos de cancer con mayor incidencia tenemos el cancer de mama, con
2.26 millones de casos anuales, el cual es el 11.7% del total de casos de cancer y el
24.5% de casos de cancer en mujeres, liderando lamentosamente el 15.5% de muertes
en mujeres al afo.

El cancer pulmonar continla estando presente en la mayor parte de las regiones
del mundo, teniendo una incidencia anual de 2.21 millones de casos, siendo el 11.4%

de los casos de cancer y con una mortalidad de 1.79 millones de pacientes cada afio

28



ya sea a hombres o mujeres. El cancer de préstata es el segundo cancer mas
prevalente en hombres y se estima que al afio hay 1.41 millones de casos nuevos. El
cancer de piel (7.2%) y estomago (7.1%).(Chhikara & Parang, 2022).

El cancer colorrectal (CCR) representa mas de 1.85 millones de casos
anuales (el 9.8% del total de casos de cancer) y se calcula que tiene una mortalidad de
850.000 al afio. En el afio 2018, el CCR fue la segunda causa mas comun de
mortalidad por cancer en México en ambos sexos. Aunque existen diferencias
regionales que puede hacer que la carga de cancer sea respectivamente mayoritaria de
un lado a otro, las tasas aun asi siguen aumentando de manera alarmante
especialmente en las zonas urbanas y debido a que no existen programas u
organizaciones para la deteccion en México, el CCR se diagnostica a menudo en
etapas avanzadas. Los servicios sanitarios en México se dividen en varias instituciones
gue atienden a poblaciones Unicas y estan estratificadas por situacion laboral.

a) b)

3,000,000 - W INCIDENCIA Cancer de colon
O PREVALENCIA

B MORTALIDAD
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2,000,000 -

No. de casos

1,000,000 -

No. de casos

COLON RECTO ANO

Figura 1. Datos epidemiologicos mundiales (de ambos sexos y de todas las edades) de cancer
de colon, recto y ano. a Incidencia, prevalencia y mortalidad estimada hasta 2018. b Progresion estimada
en términos de incidencia y mortalidad de cancer de colon de 2018 hasta 2040. Datos disponibles en
GLOBOCAN.(Farinha et al., 2021).

Dado a que los programas de salud son variados y su cobertura también,
conocer las tendencias segun la afiliacion de seguro médico es fundamental para
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disefiar un programa de tratamiento eficaz en un esfuerzo por comprender la poblacién

con mas probabilidades de riesgo. (Espinosa-Tamez et al., 2022).

(a) Total de casos nuevos de CRC en 2020
(1,931,590)

59.46%

Ninero de casos nuevos (x10,000)

Colon Recto Ano

(b) Total de muertes por
CRC en 2020 (935,173)

61.68%

Numero de muertes (x10.000)

Colon Recto Ano

Figura 2. Nuevos casos y muertes por cancer de colon, recto y ano del 2020.

(a) Nuevos casos y (b) Muertes por cancer de colon, recto y ano.
Datos extraidos con permiso de GLOBOCAN. (Hossain et al., 2022).
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Cancer de colon

La etiologia del cancer colorrectal es compleja e involucra varios factores
incluyendo los genéticos y ambientales. El cancer puede ser esporadico o hereditario
(familiar) y este a su vez puede ser asociado 0 no a poliposis (tumoracion benigna en
colon).

Su patogénesis se asocia con mutaciones secuenciales a lo largo de un periodo
de afios en las vias de sefializacién del receptor del factor de crecimiento epidérmico,
de la proteina tumoral TP53 y del factor beta de crecimiento los cuales son genes
supresores de tumor, Una caracteristica comun de todos los CCRMSC son las
alteraciones de las vias metabdlicas que suministran la energia y los nutrientes
necesarios para la proliferacion. Por ello, uno de los principales focos de investigacion
en la patogénesis del CCR es comprender los mecanismos de la desregulacién del
metabolismo del céancer. Existen pocos sintomas los cuales pueden alertar de la
existencia de un céncer colorrectal, normalmente cuando se manifiestan es porque
estdn alcanzando tamafios considerables y se consideran localmente
avanzados.(Sedlak et al., 2023). Algunos de los sintomas para los canceres de colon
son sangrado , dolor abdominal, pérdida de peso, anorexia, obstruccion intestinal.

Realizar el diagndstico de cancer de colon cuando ya se tiene algunos de los
sintomas o signos antes mencionados es facil, lo importante es encontrar a los grupos
de pacientes con factores de riesgo, los cuales presentan alta susceptibilidad, con la
finalidad de detectar la enfermedad en etapas tempranas.

La evaluacién clinica del paciente incluye desde una historia clinica completa,

examen fisico, Tomografia por Emisién de Positrones (TEP)(preferencial), Niveles de
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antigeno carcinoembrionario y colonoscopia, este ultimo con gran relevancia ya que la
intervencion puede permitir realizar una biopsia directa de un pdlipo y asi determinar el
tipo de tejido o estadio del cancer si es que ya se encuentra presente. (Medina-
Martinez, 2009).

Una vez que se ha confirmado que la biopsia de los pélipos es cancerosa, se
detectara el tipo de célula primaria que se encuentra en el cancer de colon y asi
evaluar el estadio en el que se encuentra.

El cancer colorrectal esta categorizado en los siguientes estadios:

Estadio O- El cancer solo se encuentra en el revestimiento mas interno del colon
o del recto.

Estadio I- El tumor ha crecido hacia la pared interna del colon o del recto, pero
no lo traspasa. EI manejo de este tipo de pacientes es hacer una reseccion quirdrgica
llamado polipectomia, después del adecuado procedimiento, no es necesaria la
aplicacion de tratamiento citostético.

Estadio II- El tumor se extiende en lo mas profundo del tejido de la pared del
colon o del recto. Las células cancerigenas usualmente invaden los tejidos cercanos,
pero no hacia los nddulos linfaticos. EI manejo éptimo de pacientes en estadio Il es
realizar cirugia y después hacer tratamiento con quimioterapia. Hay algunos factores
gue aumentan el riesgo de recurrencia o fallo de tratamiento como son: perforacién del
tejido, nivel elevado de antigeno carcinoembrionario y tumores con delecion del
cromosoma 18, estos factores acercan a los canceres mas a comportarse como

estadio clinico Ill.
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Estadio llI- El cancer se ha diseminado hacia los nodos linfaticos, pero no hacia
otras partes del cuerpo. Estos pacientes deben recibir quimioterapia postoperatoria, en
régimen de hasta doble o triple esquema de agente citostético.

Estadio IV- El cancer se ha diseminado a otras partes del cuerpo, como puede
ser el higado o los pulmones. Los pacientes con enfermedad metastasica se puede
realizar reseccion quirdrgica y alcanzar ventaja en la sobrevida dependiendo de las
lesiones que se encuentren y no dejar ningun tumor residual en ningun otro sitio.

Recurrencia — Este es el cancer que ha sido tratado, pero ha regresado
después de un tiempo el cual no fue detectado. El cAncer puede regresar en el colon,
recto, o en otra parte del cuerpo. El manejo de este tipo de pacientes gira alrededor del
control de los sintomas, detener el tiempo de progresion y alargar la sobrevida. Los
tratamientos  paliativos dependerdan de cada paciente y debe ser

individualizado.(Errnphglfr & Frp, n.d.)(Brier & lia dwi jayanti, 2020).

Metastasis de cancer de colon.

La mayor parte de los casos de mortalidad por CCR se debe a metastasis,
siendo el higado y los pulmones las localizaciones mas frecuentes de aparicion.

Las células tumorales metastasicas se adaptan a nuevas condiciones
metabdlicas durante la invasion, extravasacion, circulacion, extravasacion y el
crecimiento en diferentes microambientes. A diferencia de las células cancerigenas del
cancer de colon las células madre cancerosas tienen mayor potencial metastasico y

conservan sus caracteristicas epiteliales, en lugar de adoptar un fenotipo diferente.
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Estas células madre cancerosas se caracterizan por tener varios marcadores, entre
ellos el receptor de trombopoyetina, CD110, que potencia funcionalmente la metastasis
del CCR.

El receptor de trombopoyetina promueve la metastasis hepatica del CCR por las
células madre cancerosas y la CD110+ mediante la activacion de la degradacion de la
lisina, induciendo un cambio en el estado redox y la activacion de la sefializacion WNT.
Dadas las dependencias metabdlicas dinamicas del CCR a lo largo de la cascada
metastasica, el metabolismo ha sido uno de los principales focos de investigacion para
comprender los mecanismos de la metastasis del CCR. El desorden del metabolismo
de los &cidos grasos, la produccion de glutation y la prostaglandina E2 (PGEZ2)
potencian la capacidad de metastasis de las células del CCR.

Se descubrié que el desorden del metabolismo de los acidos grasos expande las
células madre cancerigenas y promueve las metastasis hepéticas a través de la
expresion de la proteina NANOG, un factor de transcripciébn importante para la
autorrenovacion de las células madre. Un estudio reciente descubrié que la regulacién
al alza del metabolismo de los acidos grasos también puede ayudar a que las células
del CCR se vuelvan resistentes a la anoikis, una forma especializada de apoptosis

causada por el desprendimiento de la matriz extracelular.
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La produccion de glutation parece aumentar de forma similar la capacidad
metastasica de las células de CCR. El aumento de glutaminasa 1 (GLS1), una enzima
que hidroliza la glutamina en glutamato, se asocia con metastasis. EI mecanismo
subyacente al aumento de la metastasis del CCR debido a la regulacion de GLS1 no se
conoce del todo, pero puede estar relacionado con un aumento de la produccion de
glutatiébn debido a la mayor disponibilidad de glutamato, uno de los tres aminoacidos

que forman el glutation.

Progreso de la enfermedad de 10-20 aiios

52 W
Colon Saludable Cancer de Colon =

i ivacié Perdida de gen i X |
Perdida del gen supresor Activacion del Perdida de gen /
:umorgl APC oncogén KRAS supresor tumoral DCC supresor tumoral p53 /- 4
L 1 '

Mutaciones

L L
1 '

e - : Py NV K = Ve Ve
. . Adiclonales

-~ = > Pulmones
(@) 9 @, s

Epitelio Normal Crecimiento benigno menor  Crecimiento benigno mayor  Crecimiento benigno mayor Tumor maligno
(Pélipo) {Adenoma prematuro) {Adenoma tardio) (Carcinoma)

| | | | I |

Iniciacién (30-60 afios) Promocién (10-20 afios) Progresion (10-20 afios) Metastasis (0-5 afios)

Figura 3. Etapas y desarrollo del cancer colorrectal. (Hossain et al., 2022)

El aumento de glutatién puede promover un fenotipo de células madre de cancer
de colon a través de la regulacién al alza de NANOG vy elevar la presencia de
metastasis en higado.

El entorno hip6xico con condiciones dificiles para las células del CCR requieren

adaptaciones metabdlicas complejas para poder sobrevivir. Para poder obtener energia
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para proporcionar a la proliferacion en un entorno con poco oxigeno, las células del
CCR liberan creatina cinasa de tipo cerebral la cual se convierte en fosfocreatina las
cuales puede ser transferida de nuevo a las células del CCR a través del transportador
de fosfocreatina, la proteina SLLC6AS8, para asi generar ATP.

Otra adaptacién metabdlica que puede ayudar a las células del CCR a sobrevivir
en el higado es la capacidad de sintetizar nucle6tidos en condiciones de hipoxia, a
través del aumento de la enzima gluconeogenica fosfoenolpiruvato carboxiquinasa
1.(Sedlak et al., 2023).

Por otro lado, ciertas alteraciones de la matriz extracelular como la
produccién andmala de acido hialurénico promueven sefiales celulares anormales que
pueden desencadenar una proliferacion celular desregulada, la reorganizacion del
citoesqueleto, un aumento en la capacidad de migracion celular y la modulacién del
sistema inmune formando asi un microambiente tumoral favorable para el
establecimiento, crecimiento y potencial metastasico de las células del CCR.

Ademas, de las celular tumorales que contribuyen al crecimiento del tumor y la
metastasis, las células inflamatorias, los fibroblastos estromales, las células
perivasculares y otras células estromales asociadas al tumor contribuyen
significativamente a la produccion de factores pro-angiogénicos los cuales influyen en
la diseminacion de factores hacia los tejidos cercanos y se unen receptores en las
células endoteliales preexistentes, las cuales las activa y secretan diversas enzimas
proteoliticas las cuales degradan la membrana basal y la matriz extracelular,

permitiendo la proliferacion de las células endoteliales activadas.(Rol et al., 2022).
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Microambiente tumoral

Las células tumorales modifican su microambiente (MAT) favoreciendo su
crecimiento y diseminacion, donde la matriz extracelular induce sefales intra e

intercelulares anormales que modulan el comportamiento tumoral.
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Figura 4. Microambiente tumoral. (Rol et al., 2022).

El MAT esta formado por componentes celulares, que son las células asociadas
gue rodean al tumor y cumplen un rol activo en su establecimiento y diseminacion; y a
su vez por componentes denominados acelulares, dentro de los que se incluyen
factores de crecimiento, citoquinas y otros componentes de la matriz extracelular.

La activacion de sefiales especificas asociadas al crecimiento tumoral son
capaces de inducir la reprogramacion de las células que estan alrededor al tumor en
desarrollo, como células endoteliales, fibroblastos y células del sistema inmune como

macrofagos, células NK, linfocitos T, entre otros. Las células del sistema inmune que
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son afectadas contribuyen funcionalmente al desarrollo y progresion tumoral
principalmente durante el proceso de evasion de la respuesta inmune.

Esto ocurre a través de la liberacion de factores solubles como mediadores de
respuestas inmunosupresoras que tienen caracteristicas proangiogénicas como
citoquinas y quemoquinas, enzimas degradantes de la matriz extracelular, especies
reactivas al oxigeno y otras moléculas bio-activas.

Estas alteraciones que pueden estar en la matriz extracelular promueven
sefales celulares que pueden desencadenar una proliferacion celular desregulada, la
reorganizacion del citoesqueleto, migracion celular y modulacién del sistema inmune.

Los componentes celulares que ayudan a mantener el microambiente
tumoral rodean el tumor. Como las células endoteliales, estos componentes necesitan
mantener al tumor ya que requiere de una gran cantidad de nutrientes y oxigeno, para
esto, se genera una neo-vasculatura asociada al tumor mediante el proceso de
angiogénesis tumoral el cual a diferencia de un proceso que ocurre en condiciones
fisiolégicas, la angiogénesis tumoral se encuentra activa por un tiempo prolongado,
provocando la formacién de nuevos vasos sanguineos que también ayudan a mantener
el crecimiento del tumor. Este tipo de mecanismos hace que este tipo de células
adquieran resistencia a los farmacos, ya que la sobreexpresion de bombas de
expulsién de farmacos dependientes de ATP situadas en la membrana plasmaticas,
tales como ABCBL.

Para el caso de la matriz extracelular tumoral la cual es una red compleja de

proteinas fibrosas extracelulares como el colageno y la elastina, proteoglicanos,
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glucosaminoglicanos y glicoproteinas que forman agregados supramoleculares por
enlaces intermoleculares entre ellos.

Ademés de su composicion bioquimica, el matiz extracelular tumoral también se
caracteriza por parametros biofisicos caracteristicos, tales como la densidad molecular,
rigidez, resistencia y tension, lo que la vuelve muy versatil y capaz de someterse a
cambios constantes como las que suceden durante la progresion tumoral.

Algunos de los componentes de mayor abundancia que se encuentra en la
matriz  extracelular son los mucopolisacaridos (GAGs), definidos como
heteropolisacaridos largos no ramificados, compuestos por disacaridos alternados de
acido uranico y amino azucares. Dentro de esta familia de GAGs, el principal es el
acido hialurénico el cual es un mucopolisacéarido lineal no sulfatado formado por
disacaridos repetidos de acido-D- glucurénico y N-acetil-D-glucosamina unidos entre si
mediante enlaces glicosidicos . El acido hialurdnico puede existir como un GAG libre o
unido de forma no covalente, y se encuentra en la matriz extracelular intersticial y
pericelular de la mayoria de los tejidos adultos. Este a su vez contribuye a inducir
diferentes sefales intra e intercelulares. Ya que este puede interactuar con diferentes
receptores de superficie celular (CD44, RHAMM, TLR4, LYVE- 1), con proteinas de
unién (HABP, TSG-6) y con otros proteoglicanos.

Estas interacciones permiten al &cido hialurénico modular distintos procesos
celulares entre los que se incluyen el crecimiento, la adhesion, la migracion y la
diferenciacion celular, asi como también el cierre de heridas, debido a ese proceso y a

la actividad inmunomoduladora significativa contribuye a la supervivencia y progresion
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maligna de las células tumorales, resistencia a la apoptosis y a multidrogas, la invasiéon

y la metastasis.(Rol et al., 2022).

Participacion de glutation en el cancer

El glutation o GSH (L-y-glutamil-cisteinil-glicina) es un tiol intracelular se
encuentra tanto en células eucariotas como procariotas e interviene en la regulacion de
numerosas rutas metabdlicas, muchas de las cuales se deben a su estructura quimica.
El grupo tiol (-SH) de la cisteina es el que interviene en las reacciones redox, mientras
que el enlace y-glutamilo entre la glutamina y la cisteina le hace resistente a la
degradacion por peptidasas celulares. Este enlace s6lo es hidrolizable por la enzima y-
glutamil transpeptidasa (y-GT) localizada en la membrana celular. Interviene en la
sintesis del ADN, en este proceso se requiere la reduccién de ribonucleétidos para
formar desoxirribonucleotidos, una reaccion catalizada por el ribonucledtido reductasa.
También se encuentra implicado en el proceso de la modulaciéon de la respuesta
inmune, pudiendo aumentar la perceptibilidad celular, activacion del mismo,
proliferacion y diferenciacion de linfocitos T.

En condiciones fisiol6gicas normales, la mayor parte del GSH intracelular se
encuentra en su forma reducida (0.5 a 10mM dependiendo del tipo celular) y tiene una
distribucion intracelular variada, mientras que su concentracidn extracelular es
relativamente baja (2 a 20 uyM).

El 85-90% del GSH se distribuye liboremente en el citosol, pero también puede
encontrarse en diversos organulos, incluyendo las mitocondrias, los peroxisomas, la

matriz nuclear, y el reticulo endoplasmatico.
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El metabolismo de glutatibn con respecto al cancer es capaz de desempefiar
tanto un papel protector como patogénico. Su papel en la eliminacion y la detoxificacion
de sustancias cancerigenas es fundamental y la alteracion de sus niveles puede afectar
a la supervivencia celular. Sin embargo, por su papel protector celular frente al dafio
inducido por radicales libres, confiere resistencia a las células tumorales frente a las
radiaciones ionizantes y a los farmacos quimioterapéuticos; de este modo, niveles
elevados de glutatién en las células tumorales son capaces de protegerlas en diversos
tipos de cancer, como cancer de médula 6sea, mama, colon, laringe y pulmon.

(Sanchez, 2014).

Tratamiento contra el cancer de colon.

La cirugia es el tratamiento primario para el cancer colorrectal que no se ha
extendido a otras partes distantes del cuerpo generalmente en los estadios I-Ill. Si se
ha decidido dar terapia de seguimiento con quimioterapia adyuvante dependera del
estadio de la enfermedad y del riesgo de diseminacion.

La Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA, por sus siglas en inglés)
ha aprobado varios agentes quimioterapéuticos para tratar el cancer de colon, son
farmacos que impiden la rapida divisién celular de las células cancerosas interfiriendo
asi en el proceso general de divisién celular tanto de las células cancerosas como de

las células normales.
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Tabla 1. FArmacos quimioterapéuticos contra el cancer de colon aprobados por la

FDA.

Nombre
Genérico

5_
Fluorouracilo

(5-FU)

Irinotecan

Capecitabina

Afio de
aprobacion
por la FDA

1991

2000

2001

Método de
accion del
farmaco

Antimetabolito

que ataca
directamente
a puntos
especificos de
la division
celular.
Molécula
pequefia que
previene el
procesamiento
del ADN.
Molécula
pequefia que
ataca puntos
especificos
del ciclo de la

division

Liberacion Consideraciones

Infusion

Parte de la mayoria

intravenosa de los tratamientos.

Infusi
on
intravenosa,
combinada
con 5-FU

Via

Oral
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Oxaliplatino

Nombre

Genérico

Cetuximab

2002

Afio de
aprobacion
por la FDA

2004

celular.

Molécula infusi
pequefia que 6N

ataca el ciclo intravenosa
celular combinada
durante la con 5-FU
interfase.

Método de Liberacién
accion del

farmaco

Anticuerpo Infusion
monoclonal que intravenosa

se une al EGFR

Y previene

divisiéon celular.

la

Consideraciones

El 40% de los
canceres CCR
tienen genes
defectuosos que
hace que el
farmaco sea poco

eficiente, los
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Panitumumab 2006

Regorafenib

2012

Anticuerpo

monoclonal

que

se une al EGFR

Y previene

la

division celular.

Molécula

pequefa

ataca

que

puntos

especificos

de

los receptores-2

de

VEGF

y

Infusion

intravenosa

Via Oral

pacientes deben
de hacerse
analisis antes de
su
administracion.
El 40% de los
canceres CCR
tienen genes
defectuosos que
hace que el
farmaco sea poco
eficiente, los
pacientes deben
de hacerse
analisis antes de
su
administracion.
Es severamente
toxico para el
higado, los
pacientes deben
ser monitoreados

regularmente.
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tirosina quinasa
para prevenir la
angiogenesis.
Bevacizumab 2013 Anticuerpo infusion Efectos adversos
monoclonal que intravenosa Sseveros.
tiene como combinada
objetivo VEGF y con 5-FU
prevenir la

angiogénesis

La FDA aprob6 farmacos los cuales inhiben puntos moleculares especificos
implicados en vias de sefalizacion celular anémalos las cuales regulan el desarrollo y
el comportamiento de las células. Entre los lugares especificos destacados de las
terapias contra el CCR figuran las proteinas receptoras del factor del crecimiento
epidérmico (EGFR) y factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), asi como sus
vias correlacionadas.

El tratamiento contra el CCR depende del estadio donde se encuentre,
regularmente en etapas 0 y | del CCR no requiere tratamiento de quimioterapia de
seguimiento como se habia mencionado, después de la reseccién quirtrgica del pélipo
con tejido canceroso, el paciente se deberd de someter a observacion para verificar
gue no haya una recurrencia.

El tratamiento en etapa Il depende de cémo el paciente es catalogado, si es de

alto riesgo o de menor riesgo de recurrencia de la enfermedad.
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Los factores de riesgo alto a considerar son las siguientes:

e El cirujano solo puede remover hasta 12 nédulos linfaticos durante la reseccién
quirdrgica.

e El cancer ha infectado 6rganos cercanos.

e El cancer ha obstruido el intestino o el colon.

e El cancer ha perforado la pared del colon.

e El cancer ha sido encontrado cerca de una reseccion quirdrgica anterior, lo cual
indica que algun residuo del tumor se ha quedado en el tejido.

Algunas opciones de tratamiento para pacientes con riesgo alto y bajo son los
siguientes:

e Observacion sin terapia de seguimiento
e Terapia de seguimiento con farmacos quimioterapéuticos como la combinacién
de 5-FU con otros farmacos.

Segun los expertos, la definicion para distinguir entre paciente de alto y bajo
riesgo es inadecuada ya que hay datos concretos que indican claramente las
caracteristicas clinicas que predicen el beneficio del tratamiento de seguimiento. Los
expertos coinciden en que es razonable aceptar el beneficio relativo de esta terapia sin

embargo tras la cirugia es la manera en la cual se determina el riesgo.
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Figura 5. Molécula de 5- Fluorouracilo.(Tummala et al., 2015)
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El tratamiento estandarizado en etapas Il Y IV es la reseccidén quirdrgica y por
consiguiente tratamiento quimioterapéutico de seguimiento, es recomendable aplicar 6
meses de tratamiento quimioterapéutico después de la primera reseccion quirargica. En
el caso de la etapa IV donde ya se puede presentar metéstasis en 6rganos y tejidos
distantes, es recomendable administrar terapias quimioterapéuticas de seguimiento,
dirigidas y manejo de sintomatologia.

Las terapias citostaticas de seguimiento usualmente son las siguientes:

e 5-Fluorouracilo, Acido folinico
e Acido folinico, 5-FU, Oxaliplatino
e Acido folinico, 5-FU e Irinotecan
e Capecitabina y oxaliplatino
e Acido folinico, 5-FU, oxaliplatino e irinotecan
El acido folinico ayuda a proteger a las células sanas del efecto del tratamiento

citotoxico de las terapias. (Brier & lia dwi jayanti, 2020).(Sedlak et al., 2023).
Terapias alternativas contra el cancer de colon.

Tener como objetivo primordial a los procesos metabdlicos que se requieren
para tratar adecuadamente el CCR sin sobrepasar el limite toxico en tejidos normales
es de algun modo la manera de abordar el mejor tratamiento individualizado
dependiendo del tipo de paciente. Sin embargo, los tratamientos farmacoldgicos
aprobados son muy toxicos, en algunos eventos los farmacos citotoxicos son tan
perjudiciales que el paciente tiene que abandonar la terapia, teniendo como
consecuencia una respuesta celular mas agresiva a la que se habia tenido

anteriormente.
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Recientemente, el nimero de nuevos farmacos para el tratamiento del CCR,
como la metformina, que usualmente es utilizada en el tratamiento de Diabetes tipo 2,
con la combinacion de un farmaco citotoxico, inhibe significativamente el crecimiento
del tumor y las citoquinas pro y antinflamatorias. Se han realizado terapias combinadas
con 5-FU en etapas avanzadas de CCR, reduciendo el numero de tumores en el colon
a través de la induccion a la apoptosis y disminuyendo los niveles de proteinas
relacionadas formacion de tumores como IL-10, TGF-B, IL-17A, SNAIL y traslocaciones
de B-catenina al nacleo.(Sedlak et al., 2023).

La Curcumina, que es el activo de Curcuma longa, una especia nativa de la India
que ha sido utilizada por sus propiedades farmacoldgicas teniendo potencial para
inhibir la supervivencia del cancer, recientemente ha recibido mucha atencién ya que la
activaciéon del factor necrético del tumor (TNF) inducido por el factor nuclear kB (NF-
kKB), junto o combinado con otros agentes citotoxicos puede ser de ayuda a
contrarrestar la sintomatologia de la quimioterapia y también puede modular la
proliferacién celular. Sin embargo, su biodisponibilidad es muy baja, tiene poca
solubilidad en agua, baja absorcién y excrecibn muy rapida, limitando asi el potencial

clinico que proporciona la Curcumina.(Wong et al., 2019).
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Figura 6. Estructura quimica de la Curcumina.(Kabir et al., 2021)
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Las dosis altas que se deben de utilizar al dia por via oral a seres humanos que
son 8 g de Curcumina solo dieron a lugar una concentracién sérica madxima media de
1,77 yM de Curcumina. Gracias al desarrollo de diferentes formulaciones basados en
nanotecnologia se espera mejorar la solubilidad acuosa de la Curcumina y la
administracion del farmaco en el lugar donde se encuentra afectado por el
CCR.(Manzanares-guevara et al., 2020).

El principal mecanismo de la Curcumina sobre las células cancerigenas, es
inducir la apoptosis de dichas células. Cabe destacar que, hasta la fecha, la Curcumina
ha demostrado ser eficaz en la supresion de varias fases del desarrollo del CCR, y su
eficacia terapéutica se ha visto reforzada por el uso de la Curcumina en el tratamiento
del CCR.

La relacion estructura- actividad viene determinada por el hecho de que la
Curcumina se pliega de tal manera que los grupos funcionales son capaces de
interaccionar con el centro activo de la tiorredoxina e inhabilitar la enzima
Cys496/Sec497. Como la actividad anticancerosa de la Curcumina esta limitada por su
pobre absorcion, se han hecho muchos esfuerzos por mejorarla.(Gonz?lez-Albadalejo
et al., 2015).

Otra terapia alternativa al tratamiento convencional de CCR es la terapia de
blogueo metabdlico o autofagia, el cual reduce el exceso de radicales libres producidos
durante las respuestas inflamatorias, aumenta la defensa antibacteriana y disminuye la
permeabilidad del tejido epitelial intestinal, sin embargo estos mecanismos aun deben

ser revisados ampliamente.(Andrade-Meza et al., 2023).
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La terapia inmunoldgica es considerada ya una terapia coadyuvante de la
terapia convencional, la estrategia de la terapia es estimular la respuesta inmune para
eliminar las células tumorales. El sistema inmunitario vigila activamente las células del
organismo para detectar y destruir las células extrafias. Las células se identifican como
extraflas o0 no extrafias en funcion de las moléculas expresadas en su superficie,
denominadas antigenos. En el contexto de las células tumorales, el sistema inmunitario
puede identificar y eliminar de forma natural algunas de estas células basandose en la
expresion de antigenos; sin embargo, los tumores son tan sofisticados que pueden
cambiar la expresion de algunos de sus antigenos de superficie para parecerse a
células normales. Este proceso suele denominarse edicion inmunoldgica. Las células T
son las principales células del sistema inmunitario. Estas atacan directamente a las
células cancerosas mediante €l envido de sefales, las células T auxiliares atacan
directamente a las células infectadas. Este tratamiento puede incluir vacunas contra el
CCR, transferencia de células modificadas, inhibidores de puntos de control
inmunitario, anticuerpos monoclonales y terapias combinadas.

Las vacunas contra el cancer son enfoques inmunoterapéuticos activos que
pretenden activar y expandir las células T especificas del tumor para inducir una
respuesta antitumoral. Las vacunas inmunoterapéuticas activas contra el cancer se
componen de antigenos tumorales, que son moléculas proteicas expresadas en la
superficie de las células tumorales. Los antigenos del CCR que se han utilizado en el
desarrollo de vacunas incluyen CEA, CD55, Ras mutante y p53, entre otros.

Se han desarrollado diversas metodologias y mecanismos de administracion

para las vacunas contra el cancer, como los enfoques basados en proteinas, las
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células dendriticas, el ADN recombinante (a menudo virus oncoliticos o bacterias
utilizadas individualmente o en combinacion con células dendriticas) y la terapia de

células completas.(Brier & lia dwi jayanti, 2020).

Sistema de liberacién de farmacos.

Optimizar la liberacion del compuesto terapéutico al objetivo es un problema
importante en el tratamiento de muchas enfermedades no solo del CCR. La aplicacién
convencional de farmacos se caracteriza por una eficacia limitada, una biodistribucion
deficiente y la falta de selectividad. Estas limitaciones pueden superarse controlando la
administracion y la liberacién de los farmacos.

Es los sistemas de liberacion controlada de farmacos, el farmaco se transporta
al lugar de accion, por lo que se puede minimizar su influencia en los tejidos vitales y
los efectos secundarios indeseables. Ademas, los sistemas de liberacion protegen al
farmaco de una rapida degradacion o eliminacion, por lo cual requieren dosis mas
bajas.

Esta forma moderna de terapia es especialmente a los recientes avances en
nanotecnologia que han demostrado que las nanopatrticulas (estructuras de entre 1-200
nm en al menos una dimensién) tienen un gran potencial como transportadores de
farmacos.(Wilczewska et al., 2012).

Asi mismo, las caracteristicas fisiologicas especificas del microentorno tumoral
pueden utilizarse para disefiar sistemas de administracion de farmacos que respondan

a los estimulos con el fin de lograr el objetivo de la terapia dirigida.(Li et al., 2021).
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Nanogeles

Los Nanogeles (NG) pueden definirse como hidrogeles de tamafio
submicrométrico, formados por cadenas poliméricas reticuladas fisica o quimicamente
gue dan lugar a una red porosa tridimensional (3D) con la habilidad de tener una gran
capacidad para absorber agua, sin llegar a disolverse.

Normalmente, se caracterizan por su forma esférica, pero pueden adoptar otras
formas fisicas dependiendo de los métodos de sintesis que se utiliza.

Por ejemplo, las técnicas de micro moldeo y la fotolitografia permiten controlar el
tamafio y la forma de los Nanogeles modulando la energia superficial y las
interacciones quimicas entre los polimeros y la técnica como la polimerizacion en
emulsion puede otorgarle al NG propiedades multirrespuesta ambiental.

Los NG pueden disefiarse con una estructura reticulada o no lo cual es similar a
una esfera. La caracteristica distintiva de estos nanomateriales es su comportamiento
de hinchamiento.

Los polimeros utilizados en la sintesis de los NG absorben agua, lo que confiere
un caracter principalmente hidréfilo, capaz de incorporar una gran cantidad de agua,
esta capacidad puede atribuirse a la existencia de grupos funcionales, como -OH, -
CONH-, -CONH2- y -SO3H, etc., manteniendo su integridad estructural fisica. El
fendmeno esté protagonizado por el contacto entre el nano armazon y las moléculas de
disolvente: estas Ultimas interacttan con la superficie polimérica mediante
interacciones, que penetran en la red. Las cadenas poliméricas comienzan a alargarse,
expandiendo la nanoestructura, hasta que la fuerza elastica retroactiva contrarresta la

deformacion del sistema.
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La condicion resultante es un equilibrio de estiramiento-encogimiento, que
permite a las NG absorber mas del 90% p/p de solucion acuosa. La capacidad de
retener agua mejora la difusion y el intercambio de iones, metabolitos y biomoléculas
hacia y desde los compartimentos biol6ogicos (es decir, fluidos tisulares y érganos), con
el fin de mantener el equilibrio biolégico-quimico con el entorno circundante, esto
demuestra una buena sinergia entre los NG y las aplicaciones biolégicas lo que los
convierte en un sistema de liberacion de farmacos inteligente biocompatible muy
prometedor.

Ademas, el hinchamiento de los NG puede disefiarse para que sea sensible a
estimulos externos, como las variaciones de pH y temperatura, la fuerza idnica y la
afinidad por los disolventes: esto ayuda a ajustar la porosidad, la rigidez y el tamafio de
los NG, con el fin de lograr una respuesta controlada y en etapas especificas en el
lugar de destino de liberacion.

Por lo tanto en la administracién de farmacos, los NG no solo protegen la carga
del activo de la degradacion no deseada y la liberacion a un corto plazo de tiempo, sino
gue también participan activamente en el proceso de administracion.(Mauri et al.,
2021).

Los NG son las sustancias preferidas para la medicina a base de productos
naturales por su estabilidad y rapida respuesta a los estimulos externos. Los NG
pueden facilitar la penetracion de los productos a base de plantas en las células en
mayor medida que los existentes y, por lo tanto, resultan ser una nueva dimension para
la administracion oral y transdérmica de farmacos para varias enfermedades no solo

para el cancer.(lyer & Das, 2021).
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Polimerizacién en emulsién.

Al momento de la sintesis de los NG se debe de tener en cuenta una serie de
criterios de estos nanomateriales como lo son: alta biocompatibilidad, alta
biodegradibilidad, estabilidad coloidal, alta area superficial, alta capacidad de carga que
garantice una liberacion sostenida y selectiva del farmaco, y liberacidon activa/pasiva del
farmaco gracias al tamafo de particula y a las propiedades superficiales.

Otras caracteristicas que pueden ajustarse controlando cuidadosamente las
rutas de la sintesis de los NG’s son: liberacibn de compuestos bioactivos tanto
hidrosolubles como oleo solubles, versatilidad en la via de administracién, baja
inmunogenicidad y eliminacién reducida de NG por el sistema fagocitico mononuclear.

La polimerizacion basada en emulsion funciona mediante la formacién de gotas
mono dispersas cinéticamente estables en una fase continua. El fundamento de este
proceso es mantener la polimerizacion en un espacio confinado (las gotas), La
dispersién de gotas organicas que contienen los mondmeros/polimeros reactivos en
una solucion acuosa (emulsion aceite-en-agua, O/W) suele indicarse como
polimerizacién por emulsién directa; mientras que las gotas acuosas dispersas en un
medio organico (emulsion agua-en-aceite, W/O) se conoce como polimerizacién por
emulsificacidon inversa. La formulacion NG implica el uso de mondémeros, iniciadores,
catalizadores y agentes reticulantes.

Generalmente, el proceso se produce en tres pasos: nucleacion, crecimiento de
nanoparticulas precursoras y polimerizacion.

En el proceso se pueden disolver diferentes monémeros en las fases dispersa y

continua, respectivamente. Un catalizador y un reticulante son componentes tipicos de
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las gotas, mientras que un iniciador se afiade a la fase continua. En este caso, suelen
elegirse iniciadores. Los primeros radicales resultantes reaccionan con los monémeros
generando radicales mondmeros que entran en las gotas por difusion para reaccionar
con los deméas componentes y formar la nanorred.

La nano emulsion resultante tiene una elevada area superficial y permite que los
componentes activos penetren facil y rapidamente en la fase dispersa. La
concentracion de tensioactivo también puede afectar a la reaccion de polimerizacion:
cuando supera la concentracion micelar critica (CMC), la disposicion del tensioactivo en
la interfase orgénico-agua da lugar a la formacion de micelas que encapsulan
monomeros.

La consiguiente adicion del iniciador a la emulsion da lugar al proceso de
polimerizacién sélo después de difundirse dentro de las micelas, que actlan por tanto
como nano reactores. Sin embargo, las limitaciones de este método estan relacionadas
con la elevada cantidad de tensioactivo necesaria y con las dificultades para lograr la

purificacion completa de los NG obtenidos.(Mauri et al., 2021).

Nanogeles sensibles a estimulos ambientales especificos.

Los Nanogeles sensibles a estimulos han recibido mucha atencién a la
administracion selectiva de farmacos, especialmente en un microentorno tumoral. El
microentorno tumoral presenta condiciones inusuales, como pH elevado, temperatura y
concentracion de GSH (glutation), que son aprovechadas por estos Nanogeles para
dirigirlos eficazmente y descargar el farmaco anticancerigeno sin causar ningun dafo a

los tejidos sanos.
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Los Nanogeles que responden a estimulos como el del microambiente tumoral,
el cual muestra un mayor nivel de actividad en la ruta metabdlica de glucolisis y por lo
tanto tienen un pH mas bajo, en torno a 6,8, en comparacién con los tejidos sanos,
cuyo pH es de 7,4.

Esta propiedad puede aprovecharse para liberar farmacos a través de diversos
enfoques para un tratamiento anticanceroso exitoso. Los Nanogeles disefiados con
cadenas poliméricas formadas por grupos ionizables son apropiados para la liberacion
controlada por pH. También se ha documentado la eficacia de los Nanogeles sensibles
al pH en la penetracién tumoral profunda.

Los Nanogeles que son sensibles a la respuesta de microambiente tumoral
oxido-reduccién el glutation es utilizado como el estimulo interno ideal para esta
desestabilizacion rapida de nano transportadores dentro de las células, para asi liberar
eficazmente los farmacos.

Los Nanogeles que responden a la estimulacion redox suelen contener enlaces
cruzados formados por enlaces disulfuro, y han recibido una atencién considerable
debido a las altas concentraciones de agentes reductores como la tiorredoxina, el
glutation reducido (GSH) y la peroxiredoxina en el interior de las células, en
comparacion con su concentracion en el entorno extracelular. Aproximadamente 2- 10
mM) que los fluidos extracelulares (aproximadamente 2-20 uM).

La mayor concentracion de glutation en las células cancerosas, en comparacion
con las sanas, se ha explotado ampliamente como estrategia terapéutica para Mas
recientemente, los investigadores han preparado Nanogeles que responden a mas de

un tipo de estimulo.
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Los Nanogeles multirrespuesta pueden mostrar una mayor sensibilidad y
especificidad para atacar tumores, en comparacion con los Nanogeles que responden a
un solo estimulo. Estos Nanogeles pueden liberar sus cargas, cambiando su
configuracion, dimensiones y propiedades quimicas o fisicas en respuesta a una
combinacion de estimulos de pH, temperatura, redox y luz.

Los NG en presencia de GSH y a un pH mas bajo, la tasa de liberacibn aumenta
debido a la ruptura simultanea de los enlaces disulfuro y protonacion de los grupos

amino.(lyer & Das, 2021).(Hajebi et al., 2019).(Cheng et al., 2011).
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CAPITULO Ill. PARTE EXPERIMENTAL
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[ll.1. Materiales y reactivos

Acido 8-aminooctanoico (Sigma-Aldrich Inc.)
Acido 11-undecanoico (Sigma-Aldrich Inc.)
Hidréxido de sodio (Sigma-Aldrich Inc.)
Tetrahidrofurano (Spectrum)

Cloruro de metacriloilo (Sigma-Aldrich Inc.)
Acido clorhidrico (J.T. Baker)

Eter etilico (Fermont)

Sulfato de magnesio anhidro (Spectrum)
Hidréxido de potasio (Spectrum)

Acetato de etilo (Mallinckcrodt)

Hexano

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)



Buffersde 1.2,6.8y 7.4

Agua destilada

Alcohol etilico de 96°

Pinzas de didlisis

Aro metalico

Soporte universal con pinzas

Matraz bola

Parrillas con agitacion

Agitador magnético

Termémetro

Balanza analitica

Charolas para pesar

Jeringas para gas

Embudo de separacion de 250 ml

Vasos de precipitados de 10 y 100 ml

Probeta de 100 ml

Bafo de aceite

Viales color &mbar
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Pipetas transfer

Papel Parafilm

Matraces volumétricos de 10 ml

Viales color &mbar

Pipetas transfer

Papel Parafilm

Espétulas

Tubos coénicos Falcon de 50 ml

Micropipetas de 20 pl, 100 ply 1000 pl

Cubetillas para DLS

Celdas de Potencial Z

Celdas para UV-visible

lll. 1.2 Equipos

Dispersién de luz dinamica (DLS) Zetasizer Nano-Zs series, de marca Malvern

Instruments, modelos ZEN3500 con laser verde de 532 nm

Potenciémetro

Espectrofotometro ultravioleta-visible UV-VS spectrophotometer Beckman Coulter

DU520 con un dual cell peltrier accesory
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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 electronico de barrido de emisién de campo, modelo JSM7800

F Prime
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[11.2 Métodos

[11.2.1 Sintesis mondmeros carboxialquilmetacrilamidas

La sintesis del monémero se lleva a cabo por el método de Schotten-

Baumann, referido a la formacion de amidas por acrilacion de aminas primarias.

o o
NJI.E'“ cH
HaN o THOMIE
cl
Figura 7. Sintesis para la obtencién de carbOX|anu|Imetacr|Iam|das.

La reaccion se llevo a cabo a partir del cloruro de metacriloilo y dos w-

Aminoacidos, con diferentes nimeros de metilenos en su cadena lateral.

* NMAOc, sintetizado a partir del acido 8-aminooctanoico (n=7) (CAM7)

* NMAUN, sintetizado a partir del acido 11-undecandico (n=10) (CAM10)

La sintesis de los monémeros se llevo a cabo de la misma manera para los dos

diferentes n-aminoacidos, descritos a continuacion:

En un matraz bola de 250 ml se disuelven 5 gramos de acido 11-undecandico/8-
aminooctanoico (24.8 mmol), en una disolucion acuosa de NaOH (1N) /THF 20% v/v.
La mezcla se colocd en un bafio frio a 0° C y se mantuvo en agitacion constante.
Enseguida, Se adicion6 lentamente, con ayuda de una bomba de adicion, 3.9 gramos
de Cloruro de metacriloilo (37.3 mmol), con un tiempo de adicion de 3 horas; Después

de terminada la adicidbn, se continua en agitacibn constante por 24 Horas, a
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temperatura ambiente. Al terminar la agitacion, la mezcla se filtra al vacio para eliminar
cualquier residuo o impureza, y se acidifica con HCI (2N) hasta llegar a un pH de 3,
conservando la mezcla a 0° C y en agitacion constante.

El contenido se extrae con éter etilico, la fase organica obtenida se lava con HCI
diluido y agua destilada. Posteriormente, se seca con MgSO4 anhidrido, y se filtra al
vacio. Se continua con tres lavados con hexano de 30 min, y finalmente se vuelve a
filtrar a vacio para dejar precipitar el monémero y proceder con la

caracterizacion.(Ciencias & Becerra, 2017).

[ll. 2.2 Caracterizacion de los mondmeros carboxialquilmetacrilamidas.

I11.2.2.1 Espectrofotometria de infrarrojo.

El infrarrojo fue realizado con el equipo Fourier Transform Infrared
spectrophotometer de iDS, con reflectancia total atenuada (ATR), por método

Directo a temperatura ambiente, usando el software OMNIC 09/02/41.

l11.2.3 Sintesis de Nanogeles de CAM10/BAAC Y CAM7/BAAC mediante el método
de polimerizacién en emulsion.

Para sintetizar los Nanogeles de CAM7 y CAM10, se utilizard el método de
polimerizacibn en emulsion utilizando N,"N’-bis (acriloil) cistamina (BAAC) como
entrecruzante y dodecilbensulfonato de sodio (DBS) como tensoactivo.

El monomero (ya sea CAM7 o CAM10), el BAAC y el DBS se disuelven en 50

mL de agua destilada a temperatura ambiente para formar una solucion acuosa al 1%
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w/v. Una vez obtenida la solucién acuosa, se elimina el oxigeno disuelto en la mezcla
mediante atmdsfera de nitrdgeno con burbuje6 durante 30 min.

La mezcla de reactivos se calienta a 75°C en un bafo de aceite lubricante y se
agita de manera vigorosa y constante.

Posteriormente, se afiade una solucidn acuosa de persulfato de amonio (APS al
2%) al sistema para actuar como un iniciador térmico. Se deja que la reacciéon de
polimerizacién continle durante 4 horas. Las nano particulas obtenidas se purifican
mediante didlisis 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 6 horas para purificar el producto.(Serrano-Medina et al., 2012).

Tabla 2. Reactivos utilizados para la sintesis de los Nanogeles CAM10/BAAC y

sus cantidades reaccion 1.

Reaccién 1 Reactivo Cantidades
Monémero CAM10 1% 0.5 g (37.12 mmol)
Entrecruzante BAAC 5% 24 mg (1.85 mmol)
Iniciador APS 2% 0.01186 mol
Tensoactivo DBS 50 mg (3.43 mmol)
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Tabla 3. Reactivos utilizados para la sintesis de los Nanogeles CAM7/BAAC y

sus cantidades reaccion 2.

Reaccién 2 Reactivo Cantidades
Monémero CAM7 1% 05¢g

Entrecruzante BAAC 5% 24 mg (1.85 mmol)
Iniciador APS 2% 8.44 mg (0.74 mmol)
Tensoactivo DBS 50 mg (3.43 mmol)

[11.2.4 Técnicas de caracterizacion para los Nanogeles sintetizados.

a) Dispersion de Luz Dinamica (DLS).

Se utilizara el equipo de Dispersion de Luz Dinamica (DLS) ZetaSizer NS con la
finalidad de caracterizar el tamafio de los Nanogeles de las emulsiones obtenidas. Se
diluyen 100 pL de la emulsion previamente purificada aforando a un volumen de 10 mL
de agua destilada y en buffer de fosfatos pH 1.2, 6.8 y 7.4 (previamente filtrados), se
procede a correr la muestra en el equipo ZetaSizer NS a 25°C, obteniéndose el % en
volumen del didmetro hidrodinamico de las nano particulas.

b) Microscopia electrénica de barrido de emision de campo (FESEM).

Para caracterizar la morfologia de los Nanogeles sintetizados se procede a
observarlos por FESEM (Instituto Tecnoldgico de Tijuana). En una rejilla de cobre
recubierta de carbon se coloca una gotita de una dispersion al 0.4% de Nanogeles

tefiidos con una gota de acetato de uranilo al 1%.(Serrano-Medina et al., 2012)
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[11.2.5 Estabilidad coloidal de los Nanogeles.

Se realizaran estudios de estabilidad coloidal al proceso de liofilizado, de
reconstitucion y de almacenamiento a todos los Nanogeles sintetizados, con la finalidad
de aplicarlos a la parte experimental de cargado y liberacion de farmacos, analizando
las modificaciones y/o la estabilidad en su morfologia, su estructura y su radio
hidrodinamico.

a) Liofilizacion

Se tomaran 50 mL de las emulsiones previamente purificadas y caracterizadas
en viales conicos de polipropileno de 50 ml (Falcén), Las muestras se congelan en un
congelador convencional por 48 horas, posterior a la congelacion se colocan en vasos
de vidrio para liofilizar (LabConco), se conectan al liofilizador por 48 horas para obtener
las muestras completamente secas. Las muestras se deben observar como un polvo
blanco esponjoso.

b) Reconstitucion.

Para reconstituir el material, en un vial de vidrio, se adicionaron 10 mg del polvo
liofilizado en 5 mL de agua destilada y filtrada bajo agitaciébn constante por 48 horas.
Obteniendo los Nanogeles reconstituidos, se tomaran 100 uL y se diluyen en 10 mL de
agua destilada y en buffer de fosfatos pH 1.2, 6.8 y 7.4 (previamente filtrados), se
procede a correr la muestra en el equipo ZetaSizer NS a 25°C, obteniéndose el % en

volumen del didmetro hidrodinamico de las nano particulas.
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l11.2.6 Estudios de degradaciéon de los Nanogeles sintetizados en medio redox.

La degradacion de Nanogeles reticulados con BAAC serd evaluada por DLS
midiendo los cambios de tamafio de Nanogeles en respuesta a diferentes
concentraciones de glutation (GSH) (6,8 y 10 mM) en una dispersion de 1.0 mg/mL de
Nanogeles y se le adiciono a cada muestra 0.5 ml de Tween 80 (5% con respecto al
buffer), preparado en medio acuoso a pH 1.2,6.8 y 7.4 a 37 ° C. Las muestras se agitan
a 250 rpm durante 60 min, y los cambios de tamafio de los Nanogeles reticulados con
BAAC se miden mediante DLS cada 15 min. Se obtendré la concentracion molar de
GSH en la cual se demuestre la degradacion de los Nanogeles para aplicaciones
posteriores en el estudio de liberacion in vitro.

Tabla 4. Concentraciones de Glutation.

Concentraciones de Miligramos de Glutatidon
Glutation (uM)
0 0
6 18.45
8 24.6
10 30.75

l11.2.7 Cargado de los Nanogeles con farmacos.

Para el estudio del cargado de los Nanogeles se desarrollaran dos meétodos
diferentes dependiendo del farmaco que se va a cargar. Por otra parte, se debe
determinar la eficiencia de cargado y la capacidad de cargado mediante la ecuacion 1y

ecuacion 2;
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Capacidad de carga del farmaco:

MFng
Mng+MFng

CCF = * 100 Ecuaciéon 1
( )

Eficacia de carga del farmaco:

ECF = (*22) 100 Ecuacién 2
MF
2.7.1 Cargado de los Nanogeles con 5-FU.

Para realizar el cargado de 5-FU, previamente se debe realizar una curva de
calibracion (ANEXO 3) para la obtencién de los calculos. El primer paso para realizar el
cargado de los Nanogeles con 5-FU es preparar la disolucion de los Nanogeles
(Solucién A). En un vial con tapadera se disolvieron100 mg de Nanogeles en 20 ml de
agua en agitacion constante por 48 horas. El siguiente paso es preparar la solucion
acuosa de 5-FU (Solucién B) en un vial. Se pesan 30mg de 5-FU y se disuelven con 10
ml de agua con agitacion constante (se debe cubrir la solucibn de inmediato). Se
agrego la solucion de 5-FU (Solucion B) a los Nanogeles (Solucion A) gota a gota, se
deja 48 horas en agitacion constante. La mezcla se pasa a un tubo cénico Falcon de 50
mL para centrifugarse a 10,000 rpm durante 1 hora. El sobrenadante obtenido se
guarda en el congelador convencional y el sedimento se congela durante 48 horas. Una
vez obtenido el sedimento congelado se procede a liofilizarlo por 48h. Se realiza la
cuantificacion del cargado de los Nanogeles colocando en un frasco con tapadera 10
mg del liofilizado en 10 mL de etanol, se agita vigorosamente y una vez disuelto se
coloca 1ml de la mezcla en una cubetilla para leerse en el espectrofotometro a 275 nm.
También se procede a leer 1 mL del sobrenadante para determinar la capacidad y la

eficiencia de cargado con las ecuaciones 1y 2 (ANEXO 4).(Ciencias & Becerra, 2017)
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[11.2.7.2 Cargado de los Nanogeles con Curcumina.

Para realizar el cargado de Curcumina, previamente se debe realizar una curva
de calibracion para la obtencién de los calculos (ANEXO 2). El primer paso para
realizar el cargado de los Nanogeles con Curcumina es preparar la disolucion de los
Nanogeles (Solucion A). En un vial color ambar con tapadera se disolvieron 40 mg de
Nanogeles en 20 ml de agua destilada con agitacion constante por 48 horas. El
siguiente paso es preparar la solucion alcoholica de Curcumina (Solucién B) en un vial
color ambar (libre de luz). Se pesan 10mg de Curcumina y se disuelven con 1 ml de
etanol de 96°C (se debe cubrir la solucion de inmediato). Se agrego la mezcla de
Curcumina (Solucién B) a los Nanogeles (Solucién A) gota a gota, se deja 48 horas en
agitacion sin tapadera para que la mezcla quedara libre de etanol. La mezcla se pasa a
un tubo cénico Falcon de 50 mL para centrifugarse a 10,000 rpm durante 1 hora. El
sobrenadante obtenido se guarda en el congelador convencional y el sedimento
amarillo se congela durante 24 horas. Una vez obtenido el sedimento congelado se
procede a liofilizarlo por 48h.Se realiza la cuantificacion del cargado de los Nanogeles
colocando en un frasco ambar 10 mg del liofilizado en 10 mL de etanol, se agita
vigorosamente y una vez disuelto se coloca 1ml de la mezcla en una cubetilla para
leerse en el espectrofotometro a 427 nm. También se procede a leer 1 mL del
sobrenadante para determinar la capacidad y la eficiencia de cargado con las

ecuaciones 1y 2(ANEXO 5).(Manzanares-guevara et al., 2020)
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[11.2.8 Cinética de liberacién in vitro de 5-FU.

Para los estudios de liberacién controlada, se dispersan 5mg de nano particulas
cargadas en 10ml de solucion tampdn pH 7.4 y luego se agregan a un tubo de dialisis.
En otro tubo de didlisis se coloca una solucion de referencia con el contenido de
farmaco cargado en 5mg de nano particulas. Cada tubo de didlisis pre llenado se
introduce en 50 mL de medio de liberacidon dentro de un matraz que contiene la
solucion tampon correspondiente (pH 1.2, 6.8 y 7.4) y GHS a la molaridad
correspondiente de degradacion. El matraz se coloca dentro de un bafio de agitacion
gue funciona a 37°C y una velocidad de agitacion de 50 rpm. Se extraen alicuotas del
medio (1 mL) a los tiempos de 0.25, 0.5, 0.75, 1, 2, 4, 8, 12, 24 y 36 horas; se
reemplaza 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 275nm y luego se
cuantificé usando la curva de calibracién previamente preparada especificamente para

5-FU.(Ciencias & Becerra, 2017)

[11.2.8.1 Cinética de liberacién in vitro de Curcumina.

Para los estudios de liberacion controlada, se dispersan 6 mg del material
cargado con CUR en 3 ml de solucion tampén (pH 1.2, 6.8 y 7.4) y luego se agregan a
un tubo de dialisis. En otro tubo de didlisis se coloca una solucion de referencia con el
contenido de CUR cargada en 6mg de nano particulas. Cada tubo de dialisis pre
llenado se introduce en 30 ml de medio de liberacién dentro de un matraz ambar que
contiene una solucion de Tween 80 (0.5% v/v) en la solucion tampon correspondiente y

GHS a la molaridad correspondiente de degradacion. El matraz se coloca dentro de un
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bafio de agitacion que funciona a 37°C y una velocidad de agitacién de 50 rpm. Se
extraen alicuotas del medio (1 mL) a los tiempos de 0.25, 0.5, 0.75, 1, 2, 4, 8, 12, 24 y
36 horas; se reemplaza el volumen con medio fresco (PBS/Tween 80, 0,5% v/vIGHS)
en cada tiempo de muestreo. La fraccion liberada de CUR se calculé a partir de
mediciones de UV a 427 nm y luego se cuantific6 usando la curva de calibracién

previamente preparada especificamente para CUR.(Manzanares-guevara et al., 2020)
[11.2.9 Ensayo de citotoxicidad de los Nanogeles cargados con 5-FU y CUR.

Se cultivaran en monocapa células de melanoma en placas de cultivo de 96
pocillo con 2500 células/pocillo (Thermo SCIENTIFIC, Nunclon™ delta Surface,
Denmark). Se utilizard medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium)
suplementado con 5% de suero fetal bovino, 1% de I-glutamina, y 1% de una mezcla de
penicilina (100 IU/mL) y estreptomicina (100 pg/mL). Las células seran mantenidas en
incubacion con una mezcla de aire: CO2 / O2 de 95:5 (%) y temperatura controlada a
37°C.

De esta manera, se administraran volumenes iguales a los cultivos celulares. La
cantidad total de Nanoparticulas serd disuelta en 1mL de medio de cultivo
(concentracion 1mg/mL) y se adicionara 100 uL de medio de cultivo DMEM. Se dejaran

incubando en las condiciones antes mencionadas por 48hr.
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Los tratamientos seran etiquetados como sigue:

Tabla 5. Tratamientos para ensayo de citotoxicidad.

Grupos Concentraciones
pg/mi

5-FU Libre 3.125 6.25 125 25 50 100 200 400
CUR Libre 3.125 6.25 125 25 50 100 200 400
NG’s CAM10/BAAC 3.125 6.25 125 25 50 100 200 400
NG 'sCAM7/BAAC 3.125 6.25 125 25 50 100 200 400
NG sCAM7/BAAC-5-FU 3.125 6.25 125 25 50 100 200 400
NG sCAM7/BAAC-CUR 3.125 6.25 125 25 50 100 200 400

En todos los ensayos, se usan células no tratadas como control negativo (C-) y
DMSO al 5% como control muerto positivo (C +), las células se incuban durante 24 h.

Los ensayos de viabilidad celular se llevaran a cabo después de 48hr de
acuerdo con el método de Mosmann (1983). Después de la exposicion celular a los
diferentes tratamientos en estudio, la viabilidad celular sera evaluada mediante el
meétodo del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazolio (MTT); Se retirara
el medio con el material de todos los pocillos y se adicionara una mezcla de medio
fresco y MTT (concentracion 0.5mg/mL) en cada pocillo y se incubaron por 4hr,
transcurrido e4l tiempo de incubaciones adicionara 100uL de buffer de solubilidad y se
incuba toda la noche (de 8h a 12H) y se realiza la lectura espectrofotométrica a 620 nm
(Lector de microplaca. Se obtienen los resultados para los calculos correspondientes.
Los resultados se normalizan a células no tratadas (100%) para obtener el porcentaje

de viabilidad celular y se expresaron como el promedio + error estandar de la media
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(SEM) de triplicados para obtener el porcentaje de viabilidad celular calculado mediante
la siguiente ecuacion:

%Viabilidad celular= (Abs promedio de muestra/AbS promedio control) X100
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CAPITULO IV. RESULTADOS
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IV.1. Sintesis y caracterizacion de los monomeros carboxialquilmetacrilamidas

Se obtuvieron los 2 mondémeros por medio de la reaccion Schotten-Baumann. Se
obtuvo un total de 4.25 gr de mondmero 1ll-metacriloilamidoundecandico (85% de
rendimiento en la reaccion). Polvo color blanquecino rosaceo con una consistencia
ligeramente cerosa.

Para el caso del monémero 8-metacriloilamidooctanoico se obtuvo un total de
2.36 gr de mondmero (60% de rendimiento). En total por dos reacciones.

Polvo color blanquecino con una consistencia fisica jabonosa semisélida.

Figura 8. Monémeros obtenidos a partir de la sintesis de carboxialquilmetacrilamidas
(izquierda CAM/7, derecha CAM/10).

76



IV.1.1 Caracterizacion de los mondmeros carboxialquilmetacrilamidas por
espectrofotometria de infrarrojo.

Transmitance (a.u.)
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Figura 9. Espectrofotometria de infrarrojo de los monémeros M7 y M10.

Los grupos funcionales que se encontraron en el monémero M7 y M10 fueron
los siguientes: la banda caracteristica del enlace (N-H) de la amida se encuentra a
3333 y 3311 cm™; a 2929 y 2919 cm se observa la banda que representa al enlace
(C-H), que se encuentra en la parte vinilica y alifatica del monémero; a 1693 y 1697 cm-
! se observa la banda caracteristica del grupo carboxilo (C=0), presente en la amida y
el grupo carboxilico; seguido de esta banda a una longitud de onda de 1651y 1648 cm™!
se observa la banda caracteristica de la parte vinilica (C=C); y en las longitudes de
onda 1530 y 1429 cm, se pueden observar las bandas representativas de la parte

alifatica, que corresponden a (CHsz) y 1334 cm, 1409 cm* (CH2), respectivamente.
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Finalmente, a la longitud de onda de 927 y 916 cm™ se encuentra la banda
caracteristica del enlace (C-O), enlace que representa la presencia del grupo del acido

carboxilico.

Tabla 6. En la siguiente tabla se pueden apreciar las bandas caracteristicas de los 2

monomeros:
Monomeros

Enlaces M7 M10

N-H 3333 3311 _
o

C-H 2929 2919 ‘é
s

c=0 1693 1697 g

c=C 1651 1648 g

CHs 1530 1429 "

CH> 1334 1409

C-O 927 916

IV.2. Sintesis y caracterizacién de Nanogeles de CAM/10/BAAC y CAM7/BAAC
mediante el método de polimerizacion en emulsion.

Se obtuvieron Nanogeles dentro de una dispersion acuosa azul-blanquecina,
con el método de polimerizacién en emulsién utilizando el monémero CAM10 y o CAM7
como material sensible al pH y BAAC como entrecruzante. El proceso de
polimerizacién inicid con una solucion transparente y después, la mezcla de reaccion

se volvio turbia entre color tornasol en ambas reacciones.
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Figura 10. Nanogeles CAM10/BAAC y CAM7/BAAC sintetizados.

Se realizaron multiples reacciones para ambas formulaciones de las cuales el
didmetro hidrodinAmico (Dh) e indice de polidispersidad (PDI) se muestran en la

siguiente tabla.

Tabla 7. PDI y Dh de los Nanogeles CAM10/BAAC y CAM7/BAAC sintetizados.

Reaccidn Dh (nm) PDI

CAM10/BAAC 1 140.8 £ 0.95 0.009
CAM10/BAAC 2 144.5 0.005
CAM10/BAAC 3 144.6 0.005
CAM7/BAAC 1 76.2 0.214
CAM7/BAAC 2 74.20 0.218
CAM7/BAAC 3 78375 0.217
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IV.2.1. Diametro hidrodinamico y Potencial Z de Nanogeles CAM7/BAAC y

CAM10/BAAC

La caracterizacion de los Nanogeles se realizé pasando por varias pruebas,

inicialmente se leyeron muestras directas de sintesis en el DLS y también se midio el

efecto del tamafio del diametro hidrodinamico a diferentes valores de p H.

Tabla 8. Nanogeles de CAM10/BAAC a diferentes pH.

pH Dh (nm) Potencial Z (mV) PDI
Agua 144.8 0.071 0.009
1.2 6258 0.063 0.211
6.8 133.8 -0.23 0.041
7.4 138.1 -17.8 0.075
Tabla 9. Nanogeles de CAM7/BAAC a diferentes pH.

pH Dh (nm) Potencial Z (mV) PDI
Agua 76.2 0.01 0.0.214
1.2 7501 0.056 0.445
6.8 210.8 -0.07 0.080
7.4 174.9 -0.06 0.037

En los Nanogeles CAM10/BAAC y CAM7/BAAC tratados con agua y buffer con

pH 1.2 se muestran con Potencial Z positivos y tamafios de particula mas elevados,

eso puede ser concecuencia a la aglomeracion que se deriva cuando hay en pH’s mas

acidos, en cambio para ambas formulaciones en buffer pH 6.8 y 7.4 se muestran de un
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tamafio menor y un Potencial Z negativo, con un tamafio de particula no mayor a 200
nm y un PDI menor a 1. Con respecto a la reconstitucion despues de liofilizar (ambos
liofiizados se encontraban con las mismas especificaciones fisicas, polvo fino
blanquecino, solido y esponjoso), ambas formulaciones muestran estabilidad e
uniformidad en los tamafios de particula y un Potencial Z negativo. Es importante
sefialar que este efecto puede ser debido a la interaccion del tensoactivo con cada
monoémero, sin embargo, en los 2 mondmeros acidos no hay una variabilidad
significativa en los tamafos.

Tabla 10. Nanogeles liofilizados y reconstituidos.

Tipo de | Buffer Dh Potencial Z PDI
Nanogeles

CAM10/BAAC pH 7.4 139.7 -33.7 mV 0.073
CAM7/BAAC pH 7.4 74.2 -18.2 mV 0.193

IV.3 Microscopia electrénica de barrido de emisién de campo (FESEM).

Los estudios morfol6gicos de los Nanogeles se caracterizaron por un analisis de
microscopia FESEM. Se muestra el resultado obtenido en donde se encontré que los
Nanogeles presentaron una morfologia con estructura esférica; por otro lado, la
formacion de agregados es evidente, sin embargo, aquellas que no se encontraban
agregadas mostraban una homogeneidad en la distribucion del tamafio de 100 nm

aproximadamente.
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Las nanoparticulas presentaron una superficie color negro debido a la
acumulacion de acetato de uranilo en las nanoparticulas cargadas negativamente,

similar a lo que se observo un articulo (Cornejo-Bravo et al., 2021).

Figura 11. Iméagenes de microscopia FESEM, lzquierda: (CAM10/BAAC), derecha:
(CAM7/BAAC).

IV.4 Estudios de degradacion de los Nanogeles sintetizados en medio redox.

La degradacion de Nanogeles reticulados con BAAC sera evaluada por DLS
midiendo los cambios de tamafio de Nanogeles en respuesta a diferentes
concentraciones de glutation (GSH) (6,8 y 10 mM) en una dispersion de 1.0 mg/mL de
Nanogeles preparado en medio acuoso a 7.4 a 37 ° C. Las muestras se agitaron a 250
rpm durante 48 Hrs, y los cambios de tamafio de los Nanogeles reticulados con BAAC

se miden mediante DLS cada 1, 2, 4, 8, 12, 24, 36 y 48 Hrs.

IV. 4.1. Hidrolisis de Nanogeles CAM10/BAAC en buffer apH 7.4

Se tomaron muestras cada 1, 2, 4, 8, 12, 24, 36 y 48 hrs.y se midi6 el diametro
hidrodinamico e indice de polidispercidad con el DLS, la siguiente tabla los tamafios de

particula y PDI sefialan que los Nanogeles ya estan degradados.
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Tabla 11. Resultados de hidrdlisis de los Nanogeles CAM10/BAAC a pH 7.4 con

diferentes concentraciones de glutation.

Tiempo de 0 uM 6 UM 8 UM 10 uM
muestreo
Horas Dh PDI Dh PDI Dh PDI Dh PDI
1 335 0.32 470 0.39 470 039 84 0.24
2 706 0.32 166 0.19 206 0.22 252 0.23
4 615 0.62 869 0.62 217 0.287 72 0.15
8 917 0.19 166 0.18 511 041 230 0.26
12 1820 0.87 2368 0.79 648 0.56 1802 0.59
24 2297 0.97 1948 0.87 302 0.35 614 0.49
36 3034 0.87 2568 0.88 5148 0.70 980 0.70
48 1734 0.83 947 0.73 4345 090 1059 0.79
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Hidrolisis de Nanogeles pH 7.4 a diferentes tiempos

1.2 -
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Figura 12. Hidrdlisis de Nanogeles CAM10/BAAC a pH 7.4.

IV. 4.2 Hidro6lisis de Nanogeles CAM7/BAAC en buffer apH 7.4

Se tomaron muestras cada 1, 2, 4, 8, 12, 24, 36 y 48 Hrs.y se midi6 el didametro
hidrodinAmico e indice de polidispercidad con el DLS, la siguiente tabla los tamafios de

particula y PDI sefialan que los Nanogeles ya estan degradados.
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Tabla 12. Resultados de hidrélisis de los Nanogeles CAM7/BAAC a pH 7.4 con

diferentes concentraciones de glutation.

Tiempo de 0 uM 6 UM 8 UM 10 uM
muestreo
Horas Dh PDI Dh PDI Dh PDI Dh PDI
1 226 0.42 161 0.69 149 0.69 150 0.24
2 259 0.82 249 0.69 449 0.82 164 0.73
4 161 0.42 118 0.72 136 0.56 124 0.56
8 227 0.45 161 0.48 172 0.41 251 0.46
12 142 0.47 1051 0.71 148 0.55 178 0.69
24 211 0.47 409 0.76 61 0.95 178 0.89
36 177 0.37 573 0.68 112 0.90 79 0.70
48 290 0.43 296 0.74 258 0.60 167 0.45
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IV. 4.3 Hidro6lisis de Nanogeles pH 7.4 a diferentes tiempos

1 -I _ —a—0mM
®-6mM
A—8mM

1.0 = A v 10mM

Tiempo (Hrs)

Figura 13. Hidrdlisis de Nanogeles CAM7/BAAC a pH 7.4.

IV. 5 Cargado de los Nanogeles con 5-FU y Curcumina.

Los experimentos de cargado con 5-FU y CUR en los Nanogeles CAM10/BAAC
Y CAM7/BAAC se realizaron de acuerdo al método de equilibrio. Con base a
Ashwanikumar et., 2012 y, Zhu et al., 2013, los grupos carboxilicos presentes en las
cadenas del polimero pueden formar enlaces de hidrégeno con los grupos amida en las
moléculas de 5-FU para conformar complejos intermoleculares, por tanto, esta podria
ser la forma en la que se forman los complejos polimero-farmaco. Para cuantificar la
cantidad de farmaco cargado, se utilizaron los calculos mostrados en los ANEXOS con

los cuales se obtiene el porcentaje de carga y la eficiencia. En la tabla se muestran los
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resultados obtenidos del cargado de CUR y 5-FU, de acuerdo con los célculos

utilizados en el Anexo 5y la curva de calibracion obtenida por Espectrofotometria.

Tabla 14. Resultados de la capacidad de carga y eficiencia de carga de 5-FU de ambas

formulaciones de Nanogeles.

Nanogeles
Reconstituidos y Farmaco mg utilizados = mg utilizados = mg Peso del ABS
de de farmaco liofilizado
Nanogeles cargado
CAM10/BAAC+5-FU 100 30 37 0.102
CAM7/BAAC+5-FU 100 30 81 1.825

%
Capacidad
de carga

4

4.7

% Eficiencia

de carga

4.7

12.7

Tabla 15. Resultados de la capacidad de carga y eficiencia de carga de CUR de ambas

formulaciones de Nanogeles.

Nanogeles mg mg mg
Reconstituidos y Farmaco | utilizados de utilizados Peso del ABS
Nanogeles de farmaco liofilizado
cargado
CAM10/BAC+CUR 120 30 76 0.338
CAM7/BAAC+CUR 120 30 103 10.326

%
Capacidad

de carga

15

5.75

%

Eficiencia de

carga

4.6

19.7
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IV.6 Cinética de liberacion in vitro de 5-FU y CUR

Los experimentos para la liberacion del 5-FU y CUR incorporado a los
Nanogeles se realizaron variando el pH del medio de liberacion, con la finalidad de
analizar la aplicaciéon de los Nanogeles en la liberacion controlada y sostenida de los
farmacos en condiciones fisiolégicas similares a las encontradas en el tracto
gastrointestinal. Para cuantificar la cantidad de farmaco liberado con respecto a su
absorbancia, se utilizaron las curvas de calibracion mostradas en los anexos para cada
pH. Por otro lado, para obtener la fraccion liberada con respecto al tiempo, se utilizaron
los célculos mostrados en los anexos. El estudio de liberacion in vitro de los Nanogeles
de CAM10 y CAMY7 se realiz6 mediante el uso de bolsas de dialisis conteniendo buffers
a pH 1.2 y 7.4, junto la muestra, a 37°C. EIl patrén de liberacién de nuestra nano
formulacién a los diferentes pH se muestra en la figura en donde se logra apreciar que
siguid, en pH &cido, se liberdé una baja concentracion de farmaco, aproximadamente
menos del 10% en 24 h. Por otro lado, a los pH de 1.2 y 7.4 se observo una liberacion
de 20% a las 2h y 30% a las 4 h respectivamente, con una liberacion sostenida a lo

largo del tiempo en el caso del pH 7.4.
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Figura 14. Fraccion liberada promedio de CAM10/BAAC VS CAM7/BAAC 5-FU libre a

pH 7.4 (promedio =D.E., n=3).
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Figura 15. Fraccion liberada promedio de CAM10/BAAC VS CAM7/BAAC CUR libre a

pH 7.4 (promedio £D.E., n=3).
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Figura 16. Fraccion liberada promedio de CAM10/BAAC VS CAM7/BAAC 5-FU libre a

pH 1.2 (promedio £D.E., n=3).
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Figura 17. Fraccion liberada promedio de CAM10/BAAC VS CAM7/BAAC CUR libre a

pH 1.2 (promedio +D.E., n=3).
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IV.7. Ensayo de citotoxicidad de los Nanogeles.

El perfil de viabilidad celular revel6 que el 5-FU libre, los Nanogeles cargados
con 5-FU y los Nanogeles libres, son citocompatibles a todas las concentraciones
empleadas en el ensayo de MTT ya que todas las células se encontraron con una
viabilidad mayor al 60% a las 48 Hrs. Se utilizaron células de Melanoma y se encontro
una citotoxicidad mayor por parte de los Nanogeles CAM10/BAAC. El método de MTT
es realizado y reducido por la enzima succinato deshidrogenasa mitocondrial a su
forma insoluble que toma un color morado, formazan. El indicador de la integridad de
las mitocondrias es captado por la capacidad que tienen las células de reducir el MTT,
el cual es un indicador de viabilidad celular. Asi mismo este ensayo nos da como

resultado una informacion mas detallada sobre la citotoxicidad del compuesto.

Medio Células Control

CUR 5-FU

Tabla 15. Imagenes de células tratadas con Nanogeles cargados con CUR y

5- FU por el método de MTT obtenidas de FLoid™ Cell Imaging Station.
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Viabilidad Celular

Para el estudio de viabilidad celular, los resultados que se esperan son que el
farmaco 5-FU sea toxico para las células de tal manera que se produzca la apoptosis
celular en las células afectadas con cancer y la CUR que no presente una toxicidad
elevada, ya que este farmaco funciona como protector celular y también puede

provocar apoptosis, pero exclusivamente en células cancerigenas.

CAM7
100 CAM10

80

60

% Viabilidad ceular

40

20

0 500 1000
Nanogeles pg/mi

Figura 18. Viabilidad celular de Nanogeles CAM10/BAAC Y CAM7/BAAC libres en el ensayo
MTT en la linea celular de Melanoma (promedio +D.E., n=3).

En la Figura 18, se observa que los nanogeles reticulados con BAAC presentan
toxicidad baja, teniendo como resultado Nanogeles CAM 7 con mas presencia de toxicidad

celular que en los nanogeles de CAM10.
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Figura 19. Viabilidad celular 5-FU.

En la figura 19, se observa que el 5-FU libre presenta toxicidad a la concentracion de
400 pg/ml, este farmaco al ser citotoxico, genera apoptosis en células cancerosas y debido a
ello es representativo del resultado. Posterior a que las dosis disminuyen, la toxicidad baja.

% Viabilidad celular

CUR (pg/ml)

Figura 20. Viabilidad celular de CUR.
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En la figura 15, se puede observar que el farmaco Curcumina libre presenta una
toxicidad minima en las concentraciones de 12.5 y 25 ug/ml esto sucede ya que la curcumina

funciona como farmaco protector celular y asi mismo como inductor de apoptosis.

CAM7/5-FU
CAM10/5-FU

Viabilidad Celular (%)

25 50 100 200 400
Concentracion (pg/ml)

Figura 21. Viabilidad celular de CAM7/BAAC y CAM10/BAAC cargadas con 5-FU.

En la figura 21, se puede observar que las nanoparticulas reticuladas con BAAC
cargas con el farmaco de 5-FU resultaron toxicas en ambas formulaciones, la
concentracion mas alta que fue 400 pg/ml se puede observar que la toxicidad del
farmaco empieza a disminuir notoriamente, lo cual nos resulta favorable para este

proyecto.
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Figura 22. Viabilidad celular de CAM7/BAAC y CAM10/BAAC cargadas con CUR.

En la figura 22, se puede observar que los nanogeles reticulados con BAAC al ser
cargadas con CUR presentan una toxicidad menor a comparacion de los nanogeles libres, las
dos formulaciones presentan una viabilidad celular con porcentajes sin embargo los nanogeles
CAM?7 reticulados con BAAC presentan menor toxicidad con la formulacion de CUR a

comparacion de la formulacién con CAM10.

95



CAPITULO V. CONCLUSIONES
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En dltimo término, es posible sintetizar Nanogeles de CAM10/BAAC vy
CAM7/BAAC mediante polimerizacion en emulsion. El método de sintesis es eficiente y
eficaz, mostrando los Nanogeles caracteristicas de sensibilidad a diferentes
concentraciones de pH, con cambios més drasticos a pH 1.2 debido a la ausencia de
cargas por el colapso de los Nanogeles al encontrarse unidos hidrofobicamente,
provocando asi Nanogeles aglomerados y de mayor tamafio. Por otro lado, a pH de 6.8
y 7.4, se obtuvieron didmetros hidrodindmicos pequenfios, lo cual, podria deberse a que
el polimero se encuentra a un pH muy cercano o por encima de su pKa.

La caracterizacion por medio de Microscopia Electronica de Barrido de Emision
de Campo (FESEM), nos confirmd las caracteristicas morfoldgicas externas de
nuestros Nanogeles, mostrando NG’s esféricos y con una polidispercion uniforme.

La estabilidad de nuestros Nanogeles no mostro degradacion, o cambios al
estado fisico/quimico de nuestras formulaciones y debido a ello el cargado de los
mismos con 5-FU y CUR se realizaron acuerdo al método.

Se determino posteriormente las capacidades de carga y liberacion de ambas
formulaciones con sus respectivos farmacos evaluando la participacion mas evidente
de la Curcumina en la formulacion de CAM7/BAAC y el 5-FU en CAM10/BAAC, se
analizé el efecto citotéxico en células de melanoma con el método MTT en ambas
formulaciones, destacando que la formulaciéon con CUR tuvo ciertos errores de efecto
colorimétrico, debido a que la CUR presenta una pigmentacion muy fuerte, el formazan
muestra diferente contraste y al momento del analisis de placa da un conteo erréneo,

es necesario reformular el método para determinar si la Curcumina presenta un efecto
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protector o citotdéxico ya que la funcién que tiene como molécula reparadora es la
proteccion celular pero también es inductora de la muerte celular.

El estudio de hidrélisis de los Nanogeles con glutation a diferentes
concentraciones para comprobar la respuesta redox en condiciones de biodegradacién
nos muestra que nuestras formulaciones pueden tener este tipo de respuesta gracias a
la participacion de nuestro entrecruzante dandonos un espectro de respuesta mayor
para la liberacion de diferentes farmacos, especialmente citotoxicos, ya que el
microambiente tumoral presenta concentraciones diferentes al microambiente normal
celular y eso hace favorable el uso de componentes de liberacion especifica como
estos Nanogeles.

Como trabajo futuro los Nanogeles de CAM10/BAAC Y CAM7/BAAC podrian ser
analizados con una linea celular de cancer de colon para evaluar su participacion
dirigida a este tipo de padecimiento en especifico, asi como la implementacion de una

forma farmacéutica para los mismos.
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ANEXO 1. Calculos para la sintesis de Nanogeles de por el método de
polimerizacion en emulsion.
Formulacion 1y 2:

Reaccidén 1 Reactivo Cantidades
Monémero CAM10/CAM7 1% 0.5 g (37.12 mmol)
Entrecruzante BAAC 5% 24 mg (1.85 mmol)
Iniciador APS 2% 0.01186 mol
Tensoactivo DBS 50 mg (3.43 mmol)
Célculos:

Reaccion total 50 ml

Mondémero:

CAM10 (acido 11-metacriloilamido undecandico/ CAM7 (8-metacriloilamido
aminooctanoico) al 1% w/w

Moles totales= (g)/(PM)

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

Entrecruzante BAAC N,"N"-bis (acriloil) cistamina al 5% mol

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

g = (0.0026mol) (260.38 g/mol) (0.05) =0.024 g

Estabilizante DBS (Dodecilbensulfato de sodio) 50 mg

(0.59) (0.1g) = 0.5¢g

moles= (g) / (PM)

moles de dbs = (0.5g) / (288.38 g/mol) = 3.43 moles

Iniciador APS (Persulfato de amonio) 2%
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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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ANEXO 2. Curva de calibracion para el cargado de Curcumina 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 427 nm.
SOLUCION MADRE: 5 mg de Curcumina aforado a 10 mL de etanol.

Concentracién (ug/mL) ABS 427nm

10 pL sIn madre/ 10 mL etanol 0.5 0.090
20 pL sIn madre/ 10 mL etanol 1 0.165
40 pL sIln madre/ 10 mL etanol 2 0.324
60 uL sIn madre/ 10 mL etanol 3 0.487
80 pL sIn madre/ 10 mL etanol 4 0.622
100 pL sIin madre/ 10 mL etanol 5 0.766
120 pL sIn madre/ 10 mL etanol 8 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 - 0.093
/ R*=0.992

1 2 3 4 5 = 7 g

ABS
o DD oo DD oo

[ A T e T = R [ "= R = Ty

=]

Concentracion de Curcumina (pg/mL)
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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 5-Fluorouracilo 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.

Concentracién (ug/mL) ABS 275 nm

50 pL sIn madre/ 10 mL etanol 2.5 0.115
100 pL sIn madre/ 10 mL etanol 5 0.223
200 pL sIn madre/ 10 mL etanol 10 0.434
300 pL sIn madre/ 10 mL etanol 15 0.675
400 pL sIn madre/ 10 mL etanol 20 0.874

Curva de calibracion de 5-FU en etanol

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

ABS

y =0.0438x + 0.0044
R*=0.9992

0 5 10 15 20 25
Concentracion de 5-FU (ug/mL)
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ANEXO 4. Capacidad de cargay eficiencia de carga para Nanogeles cargados con
CUR.
Capacidad de carga y eficiencia de carga para Nanogeles CAM10/BAAC-

CUR.
Ecuacion de larectay = 0.1397x — 0.093
x=y—-0.093/0.1397
ABS =y
y =0.338
Peso total de liofilizado = 76 mg
X = ABS - Intercepto / Pendiente
X =0.724 - 0.093 / 0.1397 = 82.66 ug
Dilucion de la muestra leida
Dilucion = Disolvente / Muestra
1 factor de dilucion
X = 82.66 * 1 = 82.66 g
82.66 pg /1000 = 0.082 mg
1 mg --- 0.082
76 --- X X =6.2821 mg
CCF = Masa de farmaco en los Nanogeles / Peso del liofilizado
CCF=6.2821/76 *100 =8.26 %
EC = Masa del farmaco en los Nanogeles / Cantidad inicial de farmaco

EC =6.2821/30 *100 = 20.94 %
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Capacidad de carga y eficiencia de carga para Nanogeles CAM7/BAAC-

CUR.

Ecuacion de larectay = 0.1397x — 0.093
x=y—-0.093/0.1397

ABS =y

y =1.326

Peso total de liofilizado = 103 mg

X = ABS - Intercepto / Pendiente

x =1.326 — 0.093 /0.1397 = 302.2 pg

Dilucion de la muestra leida

Dilucion = Disolvente / Muestra

1 factor de dilucion

x = 302.2 * 1 = 302.2 ug

302.2 ug / 1000 = 0.3022 mg

1 mg --- 0.3022

103 ---x x=31.12mg

CCF = Masa de farmaco en los Nanogeles / Peso del liofilizado
CCF=31.12/103 * 100 = 30.22 %

EC = Masa del farmaco en los Nanogeles / Cantidad inicial de farmaco

EC =31.12/30*100 = 29.12 %
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ANEXO 5. Capacidad de cargay eficiencia de carga para Nanogeles cargados con

5-FU.

Capacidad de carga y eficiencia de carga para Nanogeles CAM10/BAAC-5-FU.

Ecuacion de la recta y = 0.0438x — 0.0444
X =y —0.0438/0.0444

ABS =y

y = 1.491

Peso total de liofilizado = 37 mg

X = ABS - Intercepto / Pendiente

x =1.491 - 0.0438 / 0.0444 = 0.03982 ug
Dilucion de la muestra leida

Dilucion = Disolvente / Muestra

1 factor de dilucion

x = 39.8218 * 1 = 39.8218 g

39.8218 pg/ 1000 = .0398 mg

1 mg --- 0.0398

37 --- X x=1.4733 mg

CCF = Masa de farmaco en los Nanogeles / Peso del liofilizado

CCF=1.4733/37*100 =3.98 %

EC = Masa del farmaco en los Nanogeles / Cantidad inicial de farmaco

EC =1.4733/30*100 = 4.91 %

Capacidad de carga y eficiencia de carga para Nanogeles CAM7/BAAC-5-FU
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Ecuacion de la recta y = 0.0438x — 0.0444
X =y —0.0438/0.0444

ABS =y

y =1.825

Peso total de liofilizado = 81 mg

x = ABS - Intercepto / Pendiente

x = 1.825 — 0.0438 / 0.0444 = 0.0432 g
Dilucion de la muestra leida

Dilucion = Disolvente / Muestra

1 factor de dilucion

X = 48.3206 * 1 = 48.3206 g

48.3206 pg / 1000 = 0.04832 mg

1 mg --- .04832

81 --- X x =3.9123 mg

CCF = Masa de farmaco en los Nanogeles / Peso del liofilizado

CCF=3.9123/81*100=4.83 %

EC = Masa del farmaco en los Nanogeles / Cantidad inicial de farmaco

EC =3.9123/30 *100 = 13.04 %
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ANEXO 6. Curvas de Calibracién para liberacion de Curcumina

Se prepar6 100 ml de buffer a diferentes pH (1.2, y 7.4) + 5 mL de tween 80

respecto al buffer para preparar las soluciones a diferentes concentraciones de

Curcuminay 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.

Curva de calibracion de CUR en

Bff pH 1.2

0 2

Concentracion de Curcumina (ug/mL)

y =0.1157x - 0.0068

R*=0.9955

4 G

Concentracion ABS 427 nm
(Mg/mL)

A | 10 pL sIn madre/ 10 mL buffer pH 1.2 1 0.118

B | 20 pL sln madre/ 10 mL buffer pH 1.2 2 0.220

C | 30 pL sIln madre/ 10 mL buffer pH 1.2 3 0.349

D | 40 pL sIln madre/ 10 mL buffer pH 1.2 4 0.431

E | 50 pL sln madre/ 10 mL bufferpH 1.2 5 0.567

F| 60 pL sln madre/ 10 mL bufferpH 1.2 6 0.703
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Curva de calibracion para liberaciéon en buffer pH 7.4 + Tween 80 (5%)

SOLUCION MADRE: 10 mg de Curcumina aforado a 10 mL de metanol.

Curva de calibracion de CUR en
Bff pH 7.4

25

oS

ABS

{0 §

oLos

o - < = E io
~ R - —
Concentracion de Curcumina [pgfmil)

Concentracion ABS 427 nm
(Mg/mL)
A 10 pL sIn madre/ 10 mL buffer pH 7.4 1 0.055
B 20 pL sIn madre/ 10 mL buffer pH 7.4 2 0.071
C 40 pL sIn madre/ 10 mL buffer pH 7.4 4 0.109
D 60 pL sIn madre/ 10 mL buffer pH 7.4 6 0.169
E 80 pL sln madre/ 10 mL buffer pH 7.4 8 0.216
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ANEXO 7. Curvas de Calibracién para liberacion de 5-FU

Curva de calibracién 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

Curva de calibracion de 5-FU en

Bff pH 1.2
0.9
0.8
0.7
0.6
vy 0.5
o
< 0.4
e y = 0.038x +0.0212
0.7 R* = 0.9587
0.1
0 = 10 15 20 25
Concentracion de 5-FU {(pg/mL)
Concentracion ABS
(ng/mL)
A 10 pL sln madre/ 10 mL buffer pH 1.2 1 0.050
B 50 pL sln madre/ 10 mL buffer pH 1.2 5 0.215
C 100 pL sln 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
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Curva de calibracién para liberacion en buffer pH 7.4

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

Curva de calibracion de 5-FU en

Bff pH 7.4
0.9
0.8
0.7
0.&
o 0.5
= 0.4
0.3
0.2
0.1
0 & 10

y = 0.03592x + 00070

R*=0.9982

15 20 25

Concentracion de 5-FU [pg/mL)

Concentracion ABS

(Mg/mL)
A 10 pL sIln 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 sln 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 sIn madre/ 10 mL buffer pH 7.4 20 0.804
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ANEXO 8. Fracciones liberadas de CUR a diferentes pH.

Tiempo
(Hrs)
0

0.5

0.75

12
24

36
48

Tiempo

(Hts)

0
0.5

12
24
36
48

CUR Fraccion Liberada a pH 1.2

0.0238

0.0244

0.0268

0.02766

0.0281

0.0324

0.035

0.0423

0.0478
0.0508

CUR Fraccion Liberada a pH 7.4

0.04

0.09
0.13
0.12
0.19

0.22
0.24
0.68
0.19
0.13

0.1465

0.1525
0.1736
0.1803

0.1841

0.2216
0.2437
0.301

0.3551
0.3810

0
1.333

12.444
16.407
17.316
21.642

27.383
42.209
44.562
29.542
26.444

0.75

0
4

37.33
50.22
52.14
64.59

82.81

0.5

12

24

36
48

127.62
133.70

88.59
79.33

0.04
0.09
0.1093

0.1122

0.1309
0.1582
0.2254

0.2346

0.1669
0.153

0
4

41.33

91.55

143.74
208.296

291.11
418.71
552.44
641.37
720.37

Fraccion
Liberada

0

1.3333
12.444
16.74

17.38

21.53
27.60
42.54

44.56

29.532
26.44

Fraccion

Liberada

0
0.004

0.0413
0.0916
0.1437
0.2063

0.2911
0.9
0.5544
0.6404
0.7207
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ANEXO 9. Fracciones liberadas de CAM10/BAAC-CUR a diferentes pH.

Tiempo
(Hrs)
0
0.5

0.75

12
24
36
48

Tiempo
(Hrs)

0.5

0.75

12
24
36
48

CAM10/BAAC-CUR Fraccion Liberada a pH 1.2

0
0.0238

0.0244
0.0269
0.0287
0.0281

0.0324
0.035
0.0423
0.0489
0.05089

0
0.14965

0.1525
0.12912

0.1808

0.1844

0.2212
0.2439
0.3061
0.3551
0.3813

0
0.4496

0.4574
0.5205
0.54103
0.5551

0.6687
0.7318
0.9211
1.0602
1.1464

0
0.4402

0.8979
1.4189
1.9596
2.5122

3.1775
3.9083
4.8297
5.8957
7.0387

CAM10/BAAC-CUR Fraccion Liberada a pH 7.4

0
0.037

0.08744444
0.018

0.07844444
0.06844444

0.05311111
0.08266667
0.04766667
0.08388889
0.11611111

0
0.667

11.876
3.5555

9.87621
7.6543

4.24658
10.81148
3.03704
11.04198
18.24636

0
2

35.6296

10.6666667
29.6296296

22.962963

12.7407407
32.4444444
9.11111111
33.2592593
54.7407407

0
2

37.6296296
26.962963

56.5925926
79.5555556

92.2962963
124.740741
133.851852
167.111111
221.851852

Fraccion
Liberada

0
0.0022

0.00772
0.00861
0.00967
0.01224

0.07718
0.00838
0.00973
0.00513
0.00732

Fraccion
Liberada

0
0.002

0.03763
0.026

0.0559
0.076

0.0923
0.12474
0.13385
0.16711
0.22185
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ANEXO 10. Fracciones liberadas de CAM7/BAAC-CUR a diferentes pH.

Tiempo
(Hrs)
0
0.5

12
24
36
48

Tiempo
(Hrs)

12
24
36
48

CAM7/BAAC-CUR Fraccién Liberada a pH 1.2

0
0.01144444

0.01277778
0.01277778
0.016
0.01022222

0.01066667
0.06022222
0.09666667
0.09811111
0.10633333

0
0.04014213

0.05166619
0.05166619
0.07951599
0.02957841

0.03341976
0.46173053
0.77672141
0.7892058
0.86027082

0
0.12042639

0.154998559
0.154998559
0.238547969
0.088735235

0.100259291
1.385191587
2.330164218
2.367617401
2.580812446

0
0.12042639

0.27542495
0.43042351
0.66897148
0.75770671

0.857966
2.24315759
4.57332181
6.94093921
9.52175166

CAM7/BAAC-CUR Fraccién Liberada a pH 7.4

0
0.12744444

0.06744444
0.05966667
0.03833333
0.08344444

0.03844444
0.08555556
0.121
0.15866667
0.13266667

0
20.7654321

7.43209877
5.7037037
0.96296296
10.9876543

0.98765432
11.4567901
19.3333333
27.7037037
21.9259259

0
62.2962963

22.2962963
17.1111111

2.88888889
32.962963

2.96296296
34.3703704
58
83.1111111
65.7777778

0
62.2962963

84.59259259
101.7037037
104.5925926
137.5555556

140.5185185
174.8888889
232.8888889
316
381.7777778

Fraccion
Liberada

0
0.00012043

0.00027542
0.00043042
0.00066897
0.00075771

0.00085797
0.00224316
0.00457332
0.00694094
0.00952175

Fraccion
Liberada

0
0.0622963

0.08459259
0.1017037
0.10459259
0.13755556

0.14051852
0.17488889
0.23288889
0.316
0.38177778
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ANEXO 11. Fracciones liberadas de 5-FU a diferentes pH.

Tiempo
(Hrs)
0
0.5

0.75

12
24
36
48

Tiempo
(Hrs)

12
24
36
48

0
0.59744444

1.11455556
1.72011111
2.47444444
2.78111111

2.86388889
2.86677778
2.87466667
2.87944444
2.88866667

0
1.20111111

1.69277778
1.72844444

2.6
2.60655556

2.611
2.61188889
2.65844444

2.704
2.71322222

5-FU Fraccion Liberada a pH 1.2

0
15.1643275

28.7725146
44.7081871
64.5590643
72.6292398

74.8076023
74.8836257
75.0912281
75.2169591
75.4596491

5-FU Fraccion Liberadaa pH 7.4

0
30.439059

42.981576
43.8914399
66.125
66.2922336

66.4056122
66.428288
67.6159297
68.7780612
69.013322

0
45.49298246

86.31754386
134.1245614
193.677193

217.8877193

224.422807
224.6508772
225.2736842
225.6508772
226.3789474

0
91.3171769

128.944728
131.67432
198.375
198.876701

199.216837
199.284864
202.847789
206.334184
207.039966

0
45.4929825

131.810526

265.935088

459.612281
677.5

901.922807
1126.57368
1351.84737
1577.49825
1803.87719

0
91.3171769

220.261905
351.936224
550.311224
749.187925

948.404762
1147.68963
1350.53741
1556.8716
1763.91156

Fraccion
Liberada

0
0.04549298

0.13181053

0.26593509

0.45961228
0.6775

0.90192281
1.12657368
1.35184737
1.57749825
1.80387719

Fraccion
Liberada

0
0.0517697

0.12487129

0.19952033

0.31198346
0.424731

0.53767138

0.65065032

0.76564916

0.88262452
1
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ANEXO 12. Fracciones liberadas de CAM10/BAAC-5-FU a diferentes pH.
CAM10/BAAC-5-FU Fraccién Liberada a pH 1.2

Tiempo
(Hrs)
0
0.5

0.75

12
24
36
48

Tiempo
(Hrs)

12
24
36
48

0
0.52116667

0.641
0.72433333
1.14133333
1.31633333

1.392
1.446
1.45583333
1.47016667
1.47433333

0
13.1570175

16.3105263
18.5035088
29.477193
34.0824561

36.0736842
37.4947368
37.7535088
38.1307018
38.2403509

0
39.4710526

48.9315789
55.5105263
88.4315789
102.247368

108.221053
112.484211
113.260526
114.392105
114.721053

0
39.4710526

88.4026316
143.913158
232.344737
334.592105

442.813158
555.297368
668.557895
782.95
897.671053

CAM10/BAAC-5-FU Fraccion Liberada a pH 7.4

0
0.20477778

0.20044444
0.30633333
0.33133333
0.45922222

0.47688889
0.49688889
0.56255556
0.55633333
0.51422222

0
5.02239229

4.91184807

7.61309524

8.25085034
11.513322

11.9640023
12.4742063
14.1493764
13.9906463
12.9163832

0
15.0671769

14.7355442
22.8392857
24.752551
34.539966

35.8920068
37.422619
42.4481293
41.9719388
38.7491497

0
15.0671769

29.8027211
52.6420068
77.3945578
111.934524

147.826531
185.24915
227.697279
269.669218
308.418367

Fraccion
Liberada

0
0.03947105

0.08840263
0.14391316
0.23234474
0.33459211

0.44281316
0.55529737
0.66855789
0.78295
0.89767105

Fraccion
Liberada

0
0.01506718

0.02980272
0.05264201
0.07739456
0.11193452

0.14782653
0.18524915
0.22769728
0.26966922
0.30841837
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ANEXO 13. Fracciones liberadas de CAM7/BAAC-5-FU a diferentes pH.

Tiempo
(Hrs)
0
0.5

0.75

12
24
36
48

Tiempo
(Hrs)

12
24
36
48

CAM7/BAAC-5-FU Fraccién Liberada a pH 1.2

0
0.38777776

0.40888888
0.41223222
0.42111111
0.42444444

0.45588889
0.46066667
0.47177778
0.47488889
0.54866667

0
9.64678316

10.2023389
10.2903216
10.5239766
10.6116958

11.4391813
11.5649123
11.8573099
11.9391813
13.8807018

0
28.9403495

30.6070168
30.8709647
31.5719297
31.8350874

34.3175439
34.6947368
35.5719298
35.8175439
41.6421053

0
28.9403495

59.5473663
90.4183311
121.990261
153.825348

188.142892
222.837629
258.409559
294.227103
335.869208

CAM7/BAAC-5-FU Fraccion Liberada a pH 7.4

0
0.22155556

0.22944444
0.31377778
0.32433333
0.40688889

0.21931429
0.44811111
0.47277778
0.41966667
0.40744444

0
5.45039683

5.65164399

7.80300454

8.07227891
10.178288

5.39322157
11.2298753
11.859127
10.5042517
10.1924603

0
16.3511905

16.954932
23.4090136
24.2168367
30.5348639

16.1796647

33.6896259
35.577381

31.5127551
30.577381

0
16.3511905

33.3061224
56.7151361
80.9319728
111.466837

127.646501
161.336127
196.913508
228.426263
259.003644

Fraccion
Liberada

0
0.02894035

0.05954737
0.09041833
0.12199026
0.15382535

0.18814289
0.22283763
0.25840956
0.2942271
0.33586921

Fraccion
Liberada

0
0.01635119

0.03330612
0.05671514
0.08093197
0.11146684

0.1276465
0.16133613
0.19691351
0.22842626
0.25900364
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