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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue caracterizar los nanogeles sensibles al pH, asi
como evaluar la liberacion de 5-fluorouracilo (5-FU) en condiciones in vitro
simulando las diferentes condiciones de pH del tracto gastrointestinal. Para esto,
primero se sintetizaron los nanogeles mediante el método de polimerizacion en
emulsién utilizando el mondmero acido 11-metacriloilamido undecandico (CAM10)
y el reticulante dimetacrilato de etilenglicol (EGDMA). Posteriormente, se purificaron
y caracterizaron mediante dispersion de luz dindmica (DLS) y potencial zeta a
diferentes valores de pH para determinar su estabilidad. Ademas, se llevd a cabo
un estudio de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier. El 5-FU fue
encapsulado mediante una técnica de nanoprecipitacion y la cinética de liberacién
se realizé a los pH de 1.2, 6.8 y 7.4. Finalmente, se realiz6 un estudio de
citotoxicidad mediante el método de MTT en una linea celular de cancer de cérvix
(HeLa). Dentro de los resultados se encontrdé que los nanogeles presentaban un
tamafo promedio de 791.35+560.3 nm, una carga superficial de -19.1+5.73 a pH
basicos; un cargado de 14.35% y una eficiencia de encapsulacion de 37.60%; los
nanogeles mostraron un patron de liberacion sensible a pH con liberacion sostenida
pero lenta y; una citotoxicidad muy reducida, con porcentajes de viabilidad
superiores al 90%. Nuestro estudio demuestra que los nanogeles de CAM10-5-FU
son capaces de liberar 5-FU con mayor proporcion en un ambiente basico, similar
al encontrado en el colon, sin embargo, a pesar de que los nanogeles libres
resultaron ser citocompatibles, los nanogeles cargados no fueron toxicos a las

concentraciones utilizadas, por lo que se requieren, para posteriores estudios,
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concentraciones mas elevadas, por arriba de los 650 pg/ml, de acuerdo a la

literatura.
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CAPITULO I. INTRODUCCION



El cancer de colon es una causa principal de morbilidad y mortalidad en todo
el mundo (Handali et al., 2020). Dentro de sus modalidades de tratamiento, la cirugia
se considera la més importante y la Unica opcidn curativa para un cancer localizado
pero, para estados avanzados, la administracion sistémica de quimioterapia es el
enfoque terapéutico mas comun (Vodenkova et al., 2020; Yuan et al., 2018). Por
otro lado, la molécula més importante que se utiliza actualmente para el cancer de
colon como tratamiento quimioterapéutico es el 5-FU, un anélogo sintético de
pirimidina fluorada administrado por via intravenosa (IV) debido a su baja
biodisponibilidad oral (Blondy et al., 2020). Sin embargo, luego de su administracion
IV, sus aplicaciones clinicas son limitadas debido a diversas causas, entre ellas, tan
solo del 10-15% de las personas con cancer de colon avanzado responden
positivamente al tratamiento; presenta un tiempo de vida media corto (15-20 min)
debido al rapido metabolismo; resistencia de las células cancerosas al tratamiento;
y; principalmente, efectos secundarios severos, como mielosupresion, dermatitis,
cardiotoxicidad y trastornos gastrointestinales, los cuales, se asocian con su alta
distribucién in vivo inespecifica, por lo que se ha informado que tan solo entre el 1-
3% de la dosis original de 5-FU contribuye a la citotoxicidad de las células tumorales
(Gao et al., 2017; Hosseinifar et al., 2018; Pretel et al., 2017; Tawfik et al., 2017;
Yuan et al., 2018). El principal problema, entonces, es el fracaso del tratamiento por
la incapacidad del farmaco para actuar particularmente en el sitio objetivo, lo que
conduce a una falta de especificidad y a los efectos secundarios graves (Tummala
et al., 2015). Por tanto, existe una gran necesidad de encontrar un sistema de
administracion de medicamentos quimioterapéuticos que sea capaz de liberar al

farmaco de forma local en el colon, con el fin de obtener terapias mas dirigidas,
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eficaces y seguras, con una disminucién de los efectos secundarios (Gao et al.,
2017; Handali et al., 2018a; Lee et al., 2020). Para esto, se han explorado nuevas
estrategias terapéuticas a partir de nanoportadores que mejoren la especificidad de
los farmacos hacia las células tumorales al tiempo que se asegura la minima
actividad en los tejidos sanos (Pretel et al, 2017). Ademas, el desarrollo de sistemas
de administracion de farmacos (DDS) especificos para colon implica el uso de
componentes que interacttan con uno o0 mas aspectos de la fisiologia
gastrointestinal, un ejemplo es la diferencia en los valores de pH (Amidon et al.,
2015). Recientemente, se han investigado los nanogeles (NGs) como portadores de
farmacos debido a que podrian cumplir con los requisitos de un buen sistema de
administracion, gracias a sus propiedades intrinsecas (Cuggino et al., 2016) puesto
que no solo protegen al farmaco cargado de su degradacion y eliminacién, sino que
también participan activamente en el proceso de entrega debido a sus
caracteristicas como suavidad, hinchazén y comportamiento de respuesta a
estimulos, para lograr una liberacién controlada y activada en el sitio objetivo (Soni
et al., 2016). Los NGs sensibles a pH son redes de polimeros reticulados fabricados
mediante la incorporacién de polimeros sensibles al pH o enlaces sensibles en su
estructura (Manchun et al., 2014). Por tanto, se ha establecido que la administracién
de 5-FU directamente en el colon mediante el uso de NGs sensibles a pH podria
ser un enfoque prometedor para reducir los efectos secundarios sistémicos y
proporcionar una difusion tumoral eficaz (SUN et al., 2015; L. L. Wang et al., 2016).
Ahora bien, se estan investigando varios polimeros sensibles a pH como portadores
de farmacos para la administracion especifica en el colon, uno de ellos es el CAM10

del cual no se ha encontrado informacién sobre su uso en NGs como sistema de
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administracion de 5-FU dirigida a colon, por lo que ésta sera la primera investigacion

realizada con tal polimero.

Este trabajo tiene como objetivo desarrollar un sistema de liberacion oral
dependiente del pH a base de NGs de CAM10 que encapsula 5-FU el cual, permitira
evaluar la liberacion del farmaco anticancerigeno a partir de condiciones in vitro que
simulan el pH del colon. Esto podria reducir la toxicidad sistémica que es el principal
factor limitante en el tratamiento del cancer de colon y permitiria un incremento de

la dosis local comparado con las estrategias de tratamiento existentes.

[.1. Antecedentes
Uno de los nanoportadores mas utilizados y con buenos resultados como

sistemas de

administracion de farmacos en la terapia del cancer han sido las
nanoparticulas (NPs) poliméricas debido a sus propiedades uUnicas: (1) pueden
transportar y administrar de manera mas efectiva medicamentos que son inestables
en fluidos biologicos y que no pueden difundir facilmente a través de la barrera
mucosa, (2) pueden transitar directamente y adherirse a la mucosa, que es el paso
previo al proceso de translocacion de particulas y (3) las NPs cargadas con
farmacos pueden desempefiar un papel a nivel tisular o celular (P. Li et al., 2015).
En un estudio se sintetizaron NPs de quitosano cargadas con 5-FU y recubiertas
con diferentes proporciones del polimero Eudragit S-100, el cual, se disuelve a pH
colénico. Como resultados en general para la relacion farmaco: polimero 1:3, se

obtuvieron nanoparticulas con formas esféricas, con un rango de tamafio de 139



nm, una superficie lisa, valores de indice de polidispersidad (PDI) < 0.2 y un
potencial zeta negativo. De igual manera, mostraron una eficiencia de
encapsulaciéon del 69%, una carga de farmaco de 28% y una liberacién del 82% a
las 24 h luego de alcanzar un pH neutro (7.0), esto ultimo atribuido a los grupos
carboxilo presentes en Eudragit S-100 que se ionizan en medios neutros a alcalinos;
mientras que las NPs sin recubrimiento liberaron el 70% del farmaco en pH acido,
antes de llegar al liquido colonico debido a la degradacion del quitosano. Por lo
tanto, estas NPs se consideraron como un excelente nanoportador de farmacos
para liberacién controlada y especifica en colon (Tummala et al., 2015). Entonces,
como se vio en el articulo anterior, se han desarrollado estrategias para dirigir la
liberacion del 5-FU directo en el colon, entre ellos, se encuentra la sensibilidad al
pH, ya que estos valores varian a lo largo del tracto gastrointestinal (TGI) (Li et al.,
2015). Por otro lado, se han investigado los NGs como portadores de farmacos
sensibles a pH debido a varias ventajas caracteristicas, como su facilidad de
sintesis, tamafio controlado y funcionalizacion (Cuggino et al., 2016). En un estudio,
se sintetizaron nanogeles copoliméricos de acido metacrilico y acrilato de 2-
etilhexilo (MAEHA) mediante una técnica de copolimerizacion en microemulsion que
fueron cargados con el farmaco 5-FU y, por medio de los resultados obtenidos, se
concluyé que este copolimero podria ser un buen sistema de administracion de
farmacos para el colon, ya que presento una eficiencia de encapsulacion del 80%;
un didmetro medio de 150 nm y un PDI de 0.100; mayor citotoxicidad en una linea
celular de cancer de colon (HCT-116) en comparacion con el 5-FU libre y, mostro
un comportamiento de liberacién de farmaco sensible a pH al presentar una cinética

de liberacién in vitro sostenida a pH basico (7.0 y 7.8), similar a la que se encuentra
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en laregion coldnica, y solo poca concentracion de farmaco fue liberado en pH acido
(2.0), lo que indic6 una buena estabilidad de los nanogeles para una liberacion

controlada (Ashwanikumar et al., 2012).

En otro articulo, sintetizaron nano/microgeles sensibles a la temperatura y al
pH utilizando N-isopropilacrilamida (NIPAAmM) como material sensible a la
temperatura y acido 2-metacriloiloxibenzoico (2MBA) como molécula anfifilica
sensible al pH. Estos dos mondmeros se incorporaron dentro de NPs con una capa
exterior formada por poli(etilenglicol) metacrilato de éter metilo (PEGMA), que actla
como estabilizador durante la polimerizacién y, fueron entrecruzados con etilenglicol
dimetacrilato (EGDMA) o 9-divinil-2,4,8,10-tetraoxaspiro (5.5)-undecano (DVA). Se
utilizé una concentracion de los mondmeros al 1%p/v ya que presentaba una
dispersién blanca, y a 2%p/v resultd en la formacion de un precipitado y, un iniciador
al 2%mol. Primero, se sintetizaron nano/microgeles con diferentes proporciones de
NIPAAmM: PEGMA (70:30%p) y obtuvieron distribuciones de tamafio monomodales
y un PDI de 0.14 a 018. También, evaluaron el efecto de la concentracion con cada
entrecruzante en el tamafio y la distribucion de estos nano/microgeles; con EGDMA
se encontr6 que a medida que incrementaba su concentracién, también
incrementaba el diametro hidrodinamico (Dh) debido a su caracter hidrofilico, se
hincha y permite una mayor entrada de monémeros durante su polimerizacion,
mientras que con DVA, se observé lo contrario ya que no se hincha y no crecian
tanto las particulas. A concentraciones superiores de 5%mol (10%mol) de EGDMA
y DVA, se formaba un precipitado que indicaba la presencia de macrogeles,

mientras que a concentraciones menores (1%mol) no eran estables al proceso de



recuperacion, por lo que se opto por utilizar la concentracion de 5%mol para ambos
entrecruzantes. Luego de la incorporacion de monomero 2MBA a los
nano/microgeles de NIPAAm, se midio el potencial z a diferentes valores de pH 'y
se observo que este valor disminuia a medida que aumentaba el pH, sobre todo al
utilizar DVA por la mayor densidad de carga, ya que los nanogeles eran mas
pequefios y presentaban una mayor area externa. También se evaluo el efecto de
la temperatura y el tamafio mediante DLS a diferentes pH y se encontré que el
tamafo de los nano/microgeles aumentaba a medida que incrementaba el pH. Se
realizaron estudios de estabilidad en donde se encontré que los nano/microgeles
que contenian 2MBA reticulados con 5%mol de EGDMA o DVA producen
distribuciones monomodales después de la reconstitucion lo que indicé que son
estables luego del proceso de recuperacion. Algo importante que se evalué también
fue el uso de DVA, puesto que se trata de una molécula labil a &cido, por lo que
nano/microgeles reticulados con ese entrecruzante se almacenaron por diferentes
periodos de tiempo a pH de 5.5, encontrando posteriormente distribuciones de
tamafio muy variadas, por lo que podria ser utilizado para administracion de
farmacos antitumorales debido a que el pH extracelular de los tumores solidos es
significativamente mas &cido que el de los tejidos normales. Se concluyd entonces
que los diferentes tamafios obtenidos podrian ser utilizados para distintas
aplicaciones de administracion de farmacos; como el uso de NGs reticulados con
EGDMA para administrar farmacos en higado o bazo y el uso de nanogeles
reticulados con DVA para administracion al corazon, rifiones y estomago (Serrano-

Medina et al., 2012).



Finalmente, en un articulo se formaron complejos con fdrmacos catidnicos
(labetalol, propranolol y diltiazem) y polielectrolitos con diferentes longitudes de
cadena lateral, poli-(acido 6-metacriloilamido hexandico) (PCAMS5), poli-(4cido 8-
metacriloilamido  octandico) (PCAM7) vy poli-(&cido 11-metacriloilamido
undecandico) (PCAM10) con los que se realizaron cinéticas de liberacion de los
farmacos a diferentes pHs (1.2, 6.8 'y 7.4) y, en general, se obtuvo que conforme se
incrementd el pH, se incrementaba la liberacion; sin embargo, PCAM10 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
medicamento. Se concluyo que estos polimeros son polielectrolitos hidrofébicos que
forman sales idnicas insolubles en agua cuando se conjugan con farmacos
catidnicos 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 (Magafna et al., 2017). Cabe mencionar, que en este
articulo no se sintetizaron NGs; sin embargo, aporta informacién importante sobre

el monémero CAM10 utilizado en esta investigacion.

[.3. Justificacion

Como ya se ha mencionado anteriormente, es importante encontrar nuevas
formas de administrar el farmaco 5-FU para lograr una liberacién mas localizada
para el tratamiento del cancer de colon, una de las alternativas planteadas puede
ser a través de la sintesis de nanogeles; en este trabajo proponemos la

nanoformulacién de NGs sintetizados con el monémero CAM10 para evaluar la



liberacion de 5-FU a diferentes valores de pH y su citotoxicidad en una linea celular
de cancer. Esta investigacion se realizara con el fin de conocer si estos nanogeles,
en especifico, son capaces de liberar al 5-FU en un ambiente con pH similar al que
se encuentra en el colon. La importancia de esta investigacion radica en que el 5-
FU, que es el tratamiento quimioterapéutico convencional del cancer de colon,
provoca muchos efectos toxicos 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, tal como los NGs sensibles
a estimulos, podrian evitar estas limitantes al liberar su contenido en el sitio objetivo,
mejorando la eficacia terapéutica mejorada y disminuyendo efectos secundarios.
Con ayuda de esta investigacion se lograra recabar datos en beneficio del
funcionamiento de este tipo de nanoformulaciones y su posterior uso o aplicacion in
vivo para que, en un futuro, pueda ser utilizada como un nuevo sistema de
administracion de farmacos en el que se disminuyan los efectos secundarios y
mejore la eficacia del tratamiento anticancerigeno con 5-FU en los pacientes con

cancer de colon, al tratarse de una terapia més dirigida.

I.4. Objetivo general
Evaluar la liberacion de 5-FU a diferentes valores de pH in vitro y en una linea

celular de cancer a partir de nanogeles de CAM10 1%/EGDMA 5%.



I.5. Objetivos especificos

1.

Sintetizar nanogeles de acido 11-matacriloilamido undecandico, entrecruzados
con etilenglicol dimetacrilato mediante polimerizacibn en emulsion con
dodecilbensulfonato de sodio.

Caracterizar los nanogeles sintetizados en base a su tamafio, carga superficial,
morfologia superficial y estructura, mediante dispersion de luz dindmica,
potencial zeta, microscopia electrénica de transmision de barrido (STEM) y
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR), respectivamente.
Evaluar la respuesta de los nanogeles sintetizados al pH, asi como su
estabilidad al proceso de liofilizacion y reconstitucion.

Realizar el cargado de 5-FU a los nanogeles CAM10 1%/EGDMA 5% para
cuantificar su eficiencia de carga.

Determinar la cinética de liberacion de 5-FU a diferentes valores de pH mediante
un modelo de simulacién gastrointestinal in vitro.

Medir la citotoxicidad de la liberacion de 5-FU de los nanogeles por el método

de MTT y compararla con 5-FU libre en una linea celular de cancer.

I.6. Hipotesis

Los nanogeles responderan a variaciones de pH del medio liberando 5-FU

en mayor medida a pH alcalino en un modelo de simulacion de pH gastrointestinal

in vitro y, se observara mayor citotoxicidad en cultivos celulares de céancer

comparada con la producida por el 5-FU libre.
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CAPITULO II. TEORIA GENERAL
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[1.1. Cancer en la actualidad

En la actualidad, el cancer se encuentra posicionado como la segunda causa
de muerte en todo el mundo; tan solo en el afio 2018 ocurrieron cerca de 9.6
millones de muertes, de las cuales, aproximadamente el 70% se suelen registrar en
paises con ingresos medios y bajos (WHO, 2018) y; 18.1 millones fueron el nimero
de casos nuevos (National Cancer Institute, 2020). Se espera que para el afio 2040,
tanto el nimero de casos nuevos como el nimero de muertes, incrementen hasta
en un 60-70% (Arem & Loftfield, 2018). La Agencia Internacional para la
Investigacion sobre el Cancer (IARC) indica que el incremento en la incidencia se
debe al aumento de la poblacion en edad avanzada y a la disminucion de la
mortalidad a temprana edad por enfermedades infecciosas, o de otro tipo (Siegel et
al., 2018). Cabe mencionar que las muertes por cancer se deben principalmente a
los diagndsticos tardios, ya que, a diferencia de los paises con ingresos altos en
donde cerca del 90% de los pacientes oncolégicos reciben un tratamiento, en los
paises con ingresos bajos tan solo alrededor del 30% lo reciben; estos tratamientos
pueden ir desde cirugia, radioterapia o quimioterapia, dependiendo que tan
avanzado se encuentre el tumor (WHO, 2018). Los principales canceres que
presentaron una mayor tasa de incidencia en todo el mundo en el afio 2018 fueron
mama (46.3/100,000), prostata (29.3/100,000), pulmén (22.5/100,000), colorrectal
(19.7/100,000), cérvix (13.1/100,000) y estbmago (11.1/100,000). Por otro lado, los
canceres con mayores tasas de mortalidad fueron pulmén (18.6/100,000), mama
(13.0/100,000), colorrectal (8.9/100,000), higado (8.5/100,000), estémago

(8.2/100,000) y préstata (7.6/100,000) (GLOBOCAN, 2018).
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Il.2. Generalidades del Cancer

El cancer, es un término general utilizado para referirse a un conjunto de
enfermedades que se encuentran relacionadas entre si, es decir, presentan ciertas
similitudes, sin embargo; su epidemiologia, las causas, los diagndsticos y los
tratamientos variaran de una persona a otra, asi como su forma de crecimiento y
propagacion. Estas enfermedades pueden aparecer en cualquier zona del cuerpo,
y, presentan una caracteristica en comun que le dard inicio a la enfermedad: la
division descontrolada de una célula (National Cancer Institute, 2015). Es aqui
donde se habla de un término conocido como carcinogénesis el cual, se refiere al
proceso en el que las células se transforman de normales a células malignas. El
cancer es de origen clonal, es decir, comienza cuando una sola célula sana escapa
del control de crecimiento, proliferacion y muerte, llevdndola a una divisién
descontrolada y anormal que dara lugar a miles de células también alteradas y, con
el paso del tiempo, a la formacién de una lesion precancerosa que, posteriormente,
llevara a un tumor. Todo esto se debe a que las células cancerosas, a diferencia de
las células normales, son anaplasicas (menos diferenciadas), o que significa que
son muy diferentes de las células de las que proceden y pueden llegar a una falta
de especializacibn o de funcién celular, por lo que siguen dividiéndose sin
detenerse, se vuelven insensibles a sefales anti-proliferativas por lo que contindan
creciendo y proliferan con rapidez. Ademas, no responden a sefales que indican
que deben morir cuando envejecen o se dafian después de un numero de
divisiones, proceso al cual se le conoce como apoptosis. De igual manera, muestran
una pérdida de inhibicidon por contacto y desarrollan movilidad y desplazamiento,

cosa que les permite invadir tejidos locales y diseminarse hacia otras partes del
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cuerpo (metastasis). Esto ultimo, representa el 85% de la mortalidad causada por
esta enfermedad (Herrera & Granados, 2013). Las células cancerosas también
tienen la capacidad de influir en las células normales que las rodean, a esta zona
se le conoce como “microambiente”. Por ejemplo, pueden inducir la angiogénesis
local, un proceso en el que se forman nuevos vasos sanguineos que se encargaran
de proveer a los tumores los nutrimentos y el oxigeno necesario para que crezcan

(National Cancer Institute, 2015).

[1.3. Cancer de colon
[1.3.1. Epidemiologia a nivel mundial

El cancer de colon representa la tercera causa de mortalidad por cancer tan
solo después del cancer de pulmén y del cancer de mama (Rawla et al., 2019) vy, el
cuarto lugar como el mas diagnosticado en todo el mundo, con una incidencia
creciente entre los adultos menores de 50 afios aunque, mas del 90% de los
diagnosticados presentan una edad mayor a los 50 afios (Ji et al., 2018; Rawla et
al., 2019). Tan solo en el afio 2018 se registraron cerca de 1.8 millones de casos
nuevos y cerca de 880.000 muertes, lo que resulté en aproximadamente 1 de cada
6 muertes (Wong et al., 2019); se prevé que la incidencia del cancer de colon en
todo el mundo aumente a 2.5 millones de casos nuevos en 2035 (Dekker et al.,
2019; Macrae et al., 2020). Los paises desarrollados tienen la mayor incidencia,
mientras que los paises de América del Sur y China tienen una incidencia mas baja
(Cappell, 2008). Esta variacion se atribuye principalmente al estilo de vida
occidentalizado que siguen estos paises y que abarca la obesidad, el sedentarismo,

una dieta alta en calorias, rica en carnes rojas, grasas Yy con poca ingesta de fibra,
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lo que se ha relacionado con un mayor riesgo de desarrollo de cancer de colon; asi
como también el tabaquismo (al propagar los carcindgenos desde la circulacion y el
tracto gastrointestinal hasta la mucosa colorrectal) y el consumo de alcohol (al inhibir
la sintesis de folatos) son considerados factores de riesgo que incrementan la
carcinogénesis en el colon (Marley & Nan, 2016). Ademas, el sexo, la edad, historia
previa de cancer de colon, colitis ulcerativa, factores genéticos, la dieta y obesidad

son algunos de otros factores de riesgo (Y. S.R. Krishnaiah et al., 2002).

11.3.2. Epidemiologia en México

En México, el cancer ocupa la segunda causa de muerte, luego de las
enfermedades cardiovasculares (Mohar-Betancourt et al., 2017). Por otro lado, el
cancer de colon se encuentra posicionado como el tercer cancer mas frecuente en
México con 14.900 casos nuevos registrados en el 2018 y ocupa el sexto lugar por
mortalidad (GLOBOCAN, 2020). A pesar de la alta prevalencia de sindrome
metabolico y obesidad, las tasas de incidencia de cancer de colon se encuentran
entre las mas bajas del mundo probablemente debido al hecho de que la dieta
mexicana se consideraba tipicamente mas rica en fibra, frutas y verduras, sin
embargo, datos recientes han mostrado una tendencia al alza en la incidencia de
cancer de colon tanto en hombres como en mujeres debido a la occidentalizacion
de las dietas (Robles et al., 2019). Sobre todo en los estados del norte, ya que Baja
California, Baja California Sur y Sonora, tuvieron la mayor incidencia y mortalidad
por cancer de colon entre los afios 2000 y 2012 (Sanchez-Barriga, 2017), que, a
pesar de los ingresos mas altos, tienen una dieta mas pobre (baja en fibra, mayor

consumo de carne y grasas nocivas) y un estilo de vida que pone en riesgo de
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desarrollar cancer de colon. Por el contrario, la poblacion de los estados del sur
tiene ingresos mas bajos, lo que afecta el consumo de carne y fibra. En los Ultimos
25 afios se ha demostrado un aumento en la frecuencia de cancer de colon; mas
del 80% de los pacientes son diagnosticados en estadios avanzados de la
enfermedad (Garcia-Osogobio et al., 2015) y, desafortunadamente, los tratamientos
no son uniformes, por lo que los pacientes pueden recibir un tratamiento de primera
linea o muy deficiente; ademas, pueden retardarse hasta 6 meses debido a la
burocracia y la sobrecarga de trabajo por las instituciones; el tiempo de espera para
una cirugia es de 5 semanas, para radioterapia 2 meses y quimioterapia 2 semanas,
esto hablando del sector publico, ya que en el sector privado se puede ser
diagnosticado y tratado en tan solo una semana. Asimismo, en los centros
oncoldgicos y hospitales de atencion terciaria se cuenta con cirujanos capacitados
y procedimientos de radioterapia estandar; sin embargo, el acceso a la
quimioterapia y a los nuevos agentes, puede ser limitado (Verastegui & Mohar,

2009).

11.3.3. Cancer de colon
El colon, también llamado como intestino grueso, es el ultimo tramo del TGI.
Presenta una longitud de aproximadamente 1.5 metros, tiene 5 a 8 centimetros de
diametro, su luz esta revestida de moco y, se extiende desde el ciego hasta el ano
(Amidon et al., 2015). El colon se subdivide en 3 segmentos bien diferenciados:
colon ascendente, transversal y descendente (figura 1), cada uno con una fisiologia
Unica y diferente (Arévalo-Pérez et al., 2020). La primera porcion del colon se sitla

en la parte inferior derecha del abdomen, donde desemboca el intestino delgado y

-16 -



se llama ciego. Desde ahi, el colon asciende hasta llegar a la zona del higado (colon
ascendente) y atraviesa el abdomen (colon transverso). El colon se dirige
posteriormente abajo (colon descendente), hasta llegar a una zona denominada
sigma, que desemboca en el recto y, finalmente, en el ano, que se abre al exterior
por el esfinter anal, a través del cual se eliminan las heces. El colon ascendente y
el transverso (colon derecho, proximal) se encargan de absorber agua y electrolitos
(Na*) mientras que se secretan k*y HCO3, por otro lado, el colon descendente y el
recto (colon izquierdo, distal) almacenan la materia fecal hasta su expulsion por el
ano (Eguino Villegas, et al., 2002).

colon
transverso

colon

Figura 1. Segmentos que conforman al colon.

Tanto el colon como el recto estan constituidos por varias capas de tejido, la
mas interna es la mucosa, la cual, presenta tres capas: epitelio, lamina propia y
mucosa muscular, después, la mucosa es rodeada por la submucosa (capa de tejido
conectivo). Mas externamente se sitla la capa muscular, (su contraccién logra el

avance del contenido del tubo digestivo) que a su vez esta recubierta por la serosa
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(capa mas externa del colon) (figura 2) (Anita et al., 2019). En la mucosa hay células
epiteliales especializadas llamadas células caliciformes que recubren la capa
conectiva de la ldmina propia del colon y se encargan de producir y secretar moco
el cual, se compone de glicoproteina de mucina que le da su estructura y
adhesividad, asi como agua, sales inorganicas y lipidos. Es en estas células en
donde se produce con mayor frecuencia los tumores malignos (Arévalo-Pérez et al.,

2020; Eguino Villegas, et al., 2002).

Ganglio linfatico

\ / Submucosa

Mucosa

Figura 2. Tejidos que conforman al colon.

El primer paso en la carcinogénesis es el desarrollo de tipos especificos de
polipos en la mucosa coldnica (figura 3); los dos tipos mas comunes son
hiperplasico y adenomatoso (Cappell, 2008). El cancer colorrectal casi siempre
crece como una masa polipoide (en el ciego y en el colon ascendente) o como
lesiones anulares que causan obstruccién (colon distal) (Maspes et al., 2021). Un

polipo puede existir durante afios en la mucosa del colon o del recto y, con el paso

-18 -



del tiempo y debido a la proliferacion de células, crecer, volverse mas vascularizado
y, evolucionar a un tumor maligno del cual las células cancerosas se diseminaran a
sitios metastésicos a través de los sistemas linfatico y circulatorio (Eguino Villegas,
et al., 2002). Cabe mencionar que los polipos adenomatosos son responsables de
hasta el 96% de los cénceres colorrectales, aunque, no todos los polipos

evolucionan a cancer invasivo (Wong et al., 2019).

Pdlipos
de colon

Figura 3. Pdlipos en colon.

[1.3.4. Estadios del cancer de colon

El cancer de colon se detecta mediante endoscopia, precedido de anemia
por deficiencia de hierro en hombres mayores y en mujeres post-menopausicas
mediante hemograma completo. Los principales sintomas son sangre oculta en
heces, cambios en los habitos intestinales y calambres (Maspes et al., 2021).

En la tabla 1 se presentan los estadios que se presentan en el cancer de
colon, una breve descripcién de cada uno de ellos y, los tratamientos que se utilizan
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para cada etapa. En la figura 4, se muestra una representacion esquematica de

cada etapa.

Tabla 1. Estadios del cancer de colon (PDQ Adult Treatment Editorial Board, 2002).

0 Se encuentran células anormales solo en la Escision local o
(carcinoma mucosa que, pueden volverse cancerosas y polipectomia simple.
de colon in diseminarse al tejido normal cercano. Reseccién y anastomosis

situ) (cuando el tumor es muy
grande).

I El cancer se ha diseminado desde la mucosa Reseccion y

hasta la submucosa. anastomosis. Tasa de
supervivencia del 90%
(Gulbake et al., 2016).
Il El cancer ha crecido y se ha diseminado a Buen pronéstico luego de
A través de la capa muscular. No se ha resecciony anastomosis.
diseminado a los tejidos o0 ganglios linfaticos Como quimioterapia
cercanos. adyuvante se suele
1B El cancer se ha diseminado a través de la utilizar capecitabina,
serosa, pero no a los érganos cercanos. No se  5-FU o una combinacion
ha diseminado a los tejidos o ganglios linfaticos de 5-FU/oxaliplatino.
cercanos ni a otra parte. Tasa de supervivencia
Ic El cancer se ha diseminado a través de la del 80% (Gulbake et al.,
serosa y ha invadido estructuras cercanas. No 2016).
se ha diseminado a ganglios linfaticos cercanos
ni a ninguna otra parte.
i El cancer ha crecido a través del revestimiento Reseccion y anastomosis
A interno o en las capas musculares del intestino. con quimioterapia
Se ha diseminado hacia 1 a 3 ganglios adyuvante con el uso de
linfaticos, o hacia un ganglio del tumor en 5-FU-oxaliplatino.
tejidos que rodean el colon o el recto, pero no  Tasa de supervivencia
se ha diseminado hacia otras partes del del 30-60% (Gulbake et
cuerpo. al., 2016).
B El cancer ha crecido a través de la pared
intestinal o en los érganos circundantes y en 1
a 3 ganglios linfaticos, o hacia un ganglio del
tumor en tejidos que rodean el colon o el recto
gue no parecen ser ganglios linfaticos. No se
ha diseminado a otras partes del cuerpo.
nc Independientemente de la profundidad con que
se extendid6 el cancer de colon, se ha
diseminado a 4 o mas ganglios linfaticos, pero
no a otras partes distantes del cuerpo.
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v El cancer se ha diseminado a una sola parte

IVA distante del cuerpo, como el higado o los
pulmones.

VB El cancer se ha diseminado a mas de una parte
del cuerpo.

IvC El cancer se ha diseminado al peritoneo.

También se pudo haber diseminado a otros
lugares u 6rganos.

Escision local; reseccion,
con anastomosis o sin
esta; cirugia para extirpar
partes de otros érganos
donde se disemino el
cancer; quimioterapia
neoadyuvante o
adyuvante,
el régimen estandar para
el cancer de colon
avanzado consiste en
oxaliplatino, doxorubicina
o irinotecan en
combinacién con 5-
FU/leucovorina. También
se suele utilizar
bevacizumab.
Ablacion por
radiofrecuencia o
criocirugia para pacientes
gue no se pueden
someter a cirugia.
Tasa de supervivencia
del 3% (Gulbake et al.,
2016).

Spread to other organs

Lymph Normal
node Blood
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Figura 4. Estadios del cancer de colon.

En el estadio Il, generalmente se presenta un buen prondstico y
supervivencia (se estima que la supervivencia general a 5 afios es del 80%) luego
de la cirugia (Wu, 2018). La relacion riesgo-beneficio sobre la quimioterapia
adyuvante para cada paciente debe considerarse y se debe basar en el beneficio
absoluto mas que en las reducciones del riesgo relativo (Sanchez Gudin, 2019).
Esto debido a que se ha documentado que arriba del 40% de los pacientes que
reciben quimioterapia adyuvante basada en 5-FU seguido de la reseccion del
estadio Il y Il de cancer de colon experimentan recurrencia 0 mueren dentro de los
8 afios de seguimiento, aunque, en el estadio Il si se suele recomendar con mayor
frecuencia la quimioterapia adyuvante luego de la reseccion del tumor. Por otro lado,
en el caso de una enfermedad metastasica (estadio V), se prefiere el uso de
agentes dirigidos para inhibir la angiogénesis, como anticuerpos monoclonales; tal
como el bevacizumab (Vodenkova et al., 2020).

[1.3.5. Tratamientos para el cancer de colon

Las terapias para cancer de colon mas utilizadas incluyen la cirugia, la
quimioterapia y la radioterapia (Gao et al.,, 2017; Tummala et al., 2015). El
tratamiento seleccionado va a depender de la localizacion, el tamafio y la extension
de la propagaciéon del tumor, asi como de la situacion de salud en la que se
encuentre el paciente (Anitha et al., 2016). Ademas, dependiendo del estadio del
cancer gue se presente, se pueden combinar dos o incluso tres tipos de tratamientos
al mismo tiempo o uno antes o después de otro (Krishnaiah et al., 2002). Se

considera como Unico tratamiento curativo a la cirugia, especialmente para las
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etapas iniciales del tumor (Blondy et al., 2020). La radioterapia realizada antes o
después de la operacion, reduce la recurrencia pélvica pero no parece prolongar la
supervivencia, por eso, no es efectivo como tratamiento primario para cancer de
colon (Maspes et al., 2021). Por otro lado, la quimioterapia es considerada la
estrategia terapéutica neoadyuvante o adyuvante principal para el cancer de colon
antes o después de la cirugia en estadios mas avanzados, no obstante, el impacto
en el prondéstico de la enfermedad no se considera muy significativo debido a que
los medicamentos quimioterapéuticos no diferencian entre células cancerosas y
células normales (Tawfik et al., 2017) lo que provoca una gran variedad de efectos
secundarios graves, tales como neutropenia, fatiga, diarrea, nduseas, vomitos,
anemia, hepatotoxicidad, entre muchos otros; de hecho, estos efectos en los tejidos
y 6érganos sanos son una de las principales razones de la alta tasa de mortalidad de
los pacientes con cancer (Senapati et al., 2018). Ademas, la dosis sistémica maxima
necesaria y permitida se ve limitada por la distribucion inespecifica de los farmacos,
dando como resultado concentraciones inadecuadas en el sitio tumoral, por lo que
se necesitan terapias mas dirigidas (Banerjee et al., 2017).

Son muchos los agentes anticancerigenos que se han estudiado y
desarrollado a lo largo de varios afios (Tawfik et al., 2017), la mayoria de ellos se
administra mediante infusién intravenosa y, generalmente, se requiere que los
pacientes sean hospitalizados, lo que, ademas, llega a conducir a un cumplimiento
deficiente del tratamiento (Chivere et al., 2020). Debido a esto, la quimioterapia oral
ha atraido mas la atencion de los investigadores ya que evita la incomodidad de las
inyecciones y se puede realizar en el hogar, lo que mejoraria la cooperacion y la

calidad de vida de las personas con cancer de colon, entre algunas otras ventajas,
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como una mayor exposicion de los farmacos antitumorales a las células
cancerigenas, lo que podria incrementar la eficacia del medicamento y disminuir los
efectos citotoxicos sistémicos (Pangeni et al., 2016).

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

fosforilasa (UP), TP tiene una alta concentracion en mucho tejidos tumorales; la
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capecitabina puede utilizarse tanto en terapia adyuvante asi como en un estadio de
metastasis, sin embargo, sus ventajas son contradictoras ya que en algunos
estudios clinicos con pacientes con cancer de colon en estadio Ill se ha revelado
gue la monoterapia con capecitabina ha presentado una baja incidencia de efectos
secundarios toxicos en comparacion con la monoterapia de 5-FU/leucovorina,
mientras que en otros varios estudios se ha encontrado que la capecitabina
presenta una toxicidad similar a la del 5-FU (Vodenkova et al., 2020; Wu, 2018).
Para mejorar la eficacia en pacientes con metastasis en higado se suele administrar
la quimioterapia mediante infusion directamente en la arteria hepatica o vena porta
pero, este tratamiento resulta ser muy toxico, caro y no conduce a una prolongacion

de la supervivencia (Maspes et al., 2021).

[1.3.6 Administracion de farmacos especifica en el colon

Un DDS de liberacién controlada administra el farmaco de forma local o
sistémica a una velocidad predeterminada durante un periodo de tiempo
especifico (Nokhodchi et al., 2012). La liberacion de farmacos directa al colon se
ha convertido en un area importante de investigacion en los ultimos afios debido
a las grandes ventajas que aporta en el tratamiento de varias enfermedades como
las infecciones colorrectales, colitis ulcerativa, enfermedad de Crohn y, cancer
colorrectal que, podrian ser tratadas localmente, evitando posibles efectos
adversos (Arévalo-Pérez et al., 2020). La liberacion de farmacos en el colon puede
ser lograda por la via rectal u oral, sin embargo, la primera no es ampliamente
utilizada debido a la dificultad de llegar a sitios especificos del colon, es decir,

generalmente se confina al colon descendente, ademas, se considera incomoda
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para las personas, y suele reservarse como una ruta alternativa en situaciones
paliativas y/o emergencias (Arévalo-Pérez et al., 2020; Watts et al., 1992). Por
ende, es preferida la ruta oral debido a la amplia aceptacion por parte de las
personas, no es invasiva, es simple, menos costosa, facil de disefiar y eficaz
(Arévalo-Pérez et al., 2020). No obstante, presenta algunos desafios que se
deben tomar en cuenta al momento de seleccionar el sistema de administracion
a utilizar.

El objetivo de un DDS dirigido es proporcionar una concentracion de
farmaco deseada en el cuerpo mediante la administracion de una cantidad
terapéutica de farmaco a un sitio objetivo (Anita et al., 2019). Los farmacos que
estan destinados a ser incorporados en un sistema de administracién especifico
para el colon, deben de cumplir con uno o0 méas de los siguientes criterios fisico-
quimicos/terapéuticos; primero, deben exhibir efectos locales en el colon que
puedan ser utilizados para tratar enfermedades; segundo, estos farmacos deben
demostrar una absorcién subdptima en el TGl superior; los demas criterios
incluyen una alta degradacion del farmaco en el estomago por el acido del medio
ambiente o enzimas, o un alto riesgo de metabolismo de primer paso. También
se debe tomar en cuenta el tipo de DDS, los factores que pudieran influir en el
tiempo de transito del TGl y el grado de interaccion entre el farmaco y el TGI
(Amidon et al., 2015). La eficacia de un DDS especifico para el tratamiento de
cancer de colon depende de la velocidad y el grado de absorcion del farmaco que
ha llegado al colon, esto es esencial para proveer una liberacion de agentes
guimioterapéuticos regional y sistémica para tratar estadios I, Ill y IV de cancer

colorrectal después de cirugia (Krishnaiah & Khan, 2012). La absorcion de
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farmacos desde el colon tiene lugar por la via transcelular o paracelular (Anita et

al., 2019).

[1.3.6.1 Factores que influyen en la entrega de farmacos especificos para el
colon

Uno de los principales desafios para un sistema de administracion especifico
para el colon por via oral es que debe de atravesar todo el tubo digestivo hasta
alcanzar el sitio objetivo; por tanto, varios factores pueden influir en el desarrollo de
un DDS especifico para colon y la biodisponibilidad colénica de los farmacos,
algunos de estos factores se comentan a continuacion. La fisiologia y las
propiedades fisicas del colon difieren entre sus diferentes subdivisiones, asi como
con el TGI superior; uno de estos factores que afecta el suministro de farmacos al
colon son las variaciones de pH; el rango de pH del colon va de 5.25 — 7.7,
aproximadamente (Amidon et al., 2015; Arévalo-Pérez et al., 2020; Cheng et al.,
2019) y es principalmente afectado por la comida (Cheng et al., 2019). Los rangos
de pH mas bajos se encuentran en el colon ascendente en donde existen una gran
cantidad de microorganismos que se encargan de fermentar carbohidratos para
generar acidos grasos cortos y conforme se avanza hacia el colon transverso y el
colon descendente, estos acidos grasos son absorbidos, promoviendo la secrecién
de H2COs y volviendo el ambiente mas alcalino (Arévalo-Pérez et al., 2020). Otro
factor importante es la viscosidad del contenido luminal del colon, ya que este
absorbe una gran cantidad de agua (90% aprox.) el contenido se solidifica e
incrementa la presion intraluminal, volviendo el sitio mas viscoso a medida que

transita desde el colon ascendente hacia el colon descendente, o que puede
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obstaculizar la difusion y absorcion de farmacos (Prasanth et al., 2012). Debido a
esto, se considera que la administracion al colon ascendente es importante ya que
es mas probable que los farmacos sean absorbidos en ese sitio (Watts et al., 1992).
Por otro lado, un punto importante que facilita la absorcion de varios medicamentos
a través de la mucosa colonica es el tiempo de transito, el colon presenta un tiempo
de retencion largo, de 50 a 70 h (hasta 5 dias), esta lentitud del transito permite que
el farmaco permanezca en contacto con la mucosa durante un periodo mas largo
que en el intestino delgado (2.5 — 3 h), lo que compensa el &rea de superficie mucho
mas bajo ademas de que mejora la biodisponibilidad de los farmacos, sin embargo,
puede verse afectado por varias enfermedades y/o por la ingesta de alimentos
(Amidon et al., 2015; Prasanth et al., 2012).

En el caso del 5-FU, si se liberara directamente en el TGlI, el riesgo de
experimentar efectos tdxicos digestivos seria elevado (Rodriguez et al., 2003),
ademas, presenta una biodisponibilidad muy erratica debido a que luego de su
administracion por via oral, la absorcion intestinal es rapida, y los niveles maximos
en sangre se alcanzan entre 15 y 60 minutos después de la ingestion, pero, se
observa mucha variabilidad individual debido al metabolismo de primer paso en el
higado (Shishu et al., 2007).También, es degradado por enzimas presentes en el
estdmago y en el intestino delgado (Philip & Philip, 2010). Sin embargo, el 5-FU se
clasifica de acuerdo a la guia del sistema de clasificacion biofarmacéutica (BCS)
como clase I, lo que indica que es muy soluble y muy permeable, por lo que exhibe

una buena absorcion desde el colon (Krishnaiah & Khan, 2012).
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11.3.7. 5-FU

El 5-FU es la fluoropirimidina méas estudiada y conocida; sintetizada por
primera vez por Heidelberger en el afio de 1957; es considerado como uno de los
primeros ejemplos de disefio racional de farmacos ya que se baso en la sustitucion
de un atomo de hidrégeno por un atomo de fltor en la molécula de uracilo lo cual,
conlleva a un cambio en las propiedades fisicoquimicas y farmacoldégicas. Esto fue
descubierto luego de observar que algunos derivados de acidos nucleicos
presentaban actividad antitumoral, un ejemplo de ello fue en un reporte en donde
se encontré que se incorporaba mas uracilo a ADN en tejido tumoral de rata en
comparacién con el tejido sano; ademas, también se observé que algunos
resultados de estudios preliminares de derivados sintéticos del uracilo mostraban

actividad antitumoral (Melgarejo Diaz, 2015).

[1.3.7.1. Caracteristicas fisico-quimicas y estabilidad

El 5-FU, es nombrado de acuerdo a la nomenclatura de la Union Internacional
de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) como 5-fluoropirimidina-2,4-diona; presenta
una masa molecular de 130.077 g/mol; es descrito como un polvo cristalino blanco
ligeramente soluble en agua (1 g se disuelve en 80 mL) y apenas soluble en etanol
96% (1 g se disuelve en 170 mL). Su solubilidad se ve incrementada con el aumento
del pH debido a la formacion de sales, pero es menos estable, por lo que el farmaco
es mas estable a pH acido pero, su solubilidad es mas reducida; ademas, posee
dos sitios potenciales de desprotonacion, en los nitrogenos amida N1 y N3
(Wielinska et al., 2019). El 5-FU presenta un pKa 1 de 7.93 y pka 2 de 8.05 (acido

débil) (Hansova et al., 2011; Villarreal-Gomez et al., 2018). Esto significa que el 5-
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FU estd, en gran medida, desprotonado a pH fisiologico e intracelular. La forma
ionizada influye en su movilidad en los fluidos corporales asi como en el paso a
través de las membranas celulares (Wielinska et al., 2019). El 5-FU es de naturaleza
hidrofilica, sensible a la luz, inflamable e incompatible con oxidantes y bases fuertes;
su temperatura de fusidn esta entre los 282-286°C con descomposicion y formacién
de vapores de fluoruros y 6xidos de nitrdgeno altamente téxicos (Hansova et al.,

2011). Tiene una baja lipofilicidad.

[1.3.7.2. Mecanismo de accion

El 5-FU es un compuesto organico aromatico heterociclico que presenta una
estructura analoga a la pirimidina natural uracilo, con un atomo estable de fldor en
la posicién C-5 en lugar de un hidrégeno del anillo uracilo (figura 5) (Handali et al.,
2018b; Zhang et al., 2008). Por tal razon, el 5-FU penetra facilmente la célula
utilizando el mismo mecanismo que el uracilo, a través de un sistema de transporte
facilitado mediado por un transportador (Mohd-zahid et al., 2020) Aunque se ha
demostrado que el 5-FU puede transportarse pasivamente a través de la ruta
paracelular y transcelular en monocapas de células cancerigenas y, puede cruzar
rapidamente la barrera hematoencefalica por difusibn pasiva; es importante
mencionar que los efectos antitumorales son producidos después de su interaccion
con azucares fosforilados a través de reacciones catalizadas enzimaticamente y su
subsecuente conversion a metabolitos activos (Vodenkova et al., 2020). Su
mecanismo de accion inicia con la conversion intracelular del 5-FU en varios
metabolitos activos: fluorouridina trifosfato (FUTP), fluorodesoxiuridina trifosfato

(FAUTP) y fluorodesoxiuridina monofosfato (FAUMP) (figura 6). EI mecanismo
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principal de activacion de 5-FU es la conversion a fluorouridina monofosfato (FUMP)
por orotato fosforribosil transferasa (OPRT) con fosforribosil pirofosfato (PRPP)
como cofactor, o indirectamente a través de fluorouridina (FUR) a través de la accién
secuencial de uridina fosforilasa (UP) y uridina cinasa (UK). A continuacién, FUMP
se fosforila a fluorouridina difosfato (FUDP), que puede fosforilarse aun mas al
metabolito activo FUTP o convertirse en fluorodesoxiuridina difosfato (FAUDP) por
la ribonucleétido reductasa (RR). A su vez, FAUDP puede fosforilarse para generar
metabolitos activos FAUTP y FAUMP, respectivamente. Existe una via de activacion
alternativa que implica la conversion catalizada por timidina fosforilasa (TP) de 5-
FU en fluorodesoxiuridina (FUDR), que luego es fosforilada por timidina cinasa (TK)
a FdUMP. Todos estos metabolitos interfieren con el metabolismo de los
nucleésidos y pueden incorporarse errbneamente al ARN y al ADN en lugar de
uracilo o timina, lo que provoca acumulaciéon de 5-FU en el genoma, seguido de
citotoxicidad y muerte celular (Longley et al., 2003; Zhang et al., 2008). Sin embargo,
el 5-FU ejerce sus efectos anticancerigenos principalmente a través de la formacién
de un complejo estable entre FAUMP y la enzima timidilato sintasa (TS), una enzima
esencial para catalizar la biosintesis de timina. Por otro lado, la enzima encargada
del catabolismo del 5-FU es la dihidropirimidina deshidrogenasa (DPD), la cual
convierte al 5-FU en dihidrofluorouracilo (DHFU), conduciendo finalmente a la
formacion de acido a-fluoro-R-ureido-propidnico (FUPA) y a-fluoro-3-alanina
(FBAL), que seran subsecuentemente excretados a través de los rifiones (Longley

et al., 2003; Vodenkova et al., 2020).
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Figura 6. Mecanismo de accion del 5-fluorouracilo; FAUDP (fluorodesoxiuridina difosfato);
RR (ribonucleétido reductasa); FUTP (fluorouridina trifosfato); FAUTP (fluorodesoxiuridina
trifosfato); FAUMP (fluorodesoxiuridina monofosfato); TK (timidina cinasa); FUDR
(fluorodesoxiuridina); TP (timidina fosforilasa); OPRT (orotato fosforribosil ansferasa); PRPP
(fosforribosil pirofosfato); FUMP (fluorouridina monofosfato); FUR (fluorouridina); UP (uridina
fosforilasa); UK (uridina cinasa); FUDP (fluorouridina difosfato); TS (timidilato sintasa); DPD
(dihidropirimidina deshidrogenasa); DHFU (dihidrofluorouracilo); RNA (acido ribonucleico); DNA

(acido desoxirribonucleico); 5-FU (5-fluorouracilo) (Longley et al., 2003).

[1.3.7.3. Caracteristicas farmacologicas

El 5-FU es un farmaco antineoplasico que se utiliza en el tratamiento topico
(en forma de soluciones, cremas o geles con 0.5% de concentracion de 5-FU) o
sistémico (intravenosa, intraarterial e intraperitoneal) de varias enfermedades,
empleado desde 1957 (Paruvathanahalli et al., 2016; Sahu et al., 2019). Posee un
amplio espectro para varios tipos de neoplasias malignas, entre ellas, se encuentran
los canceres de piel (melanoma), mama, higado, pancreas, colon (Diasio & Harris,
1989) y de cabeza y cuello; ademas, puede ser administrado solo 0 en combinacion
con otros agentes quimioterapéuticos (Fata et al., 1999). Para incrementar su
eficacia, se suele combinar frecuentemente con oxaliplatino o irinotecan, sin
embargo, la toxicidad se ve incrementada (Vodenkova et al., 2020). Como
tratamiento para el cancer de colon es considerado uno de los farmacos mas
eficaces (Wang et al., 2018). Se administra por via IV en forma de solucion de
farmaco libre (Arias, 2008). La dosis recomendada de 5-FU para pacientes de riesgo
medio que padecen cancer de colon con buen estado nutricional y adecuada funcion

hematopoyética es de 12 mg/kg IV una vez al dia durante 4 dias consecutivos para
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un tratamiento exitoso que debe de ser constante para mantener la concentracion
sérica terapéutica; si no se observa toxicidad, se administran 6 mg/kg 1V en los dias
6, 8, 10y 12 (Krishnaiah et al., 2002; Sharma et al., 2017; Tummala et al., 2015). La
terapia de mantenimiento es continuar con administracion IV (10-15 mg/kg por
semana como dosis unica) repitiendo el primer ciclo cada 30 dias después del ultimo
ciclo anterior de tratamiento o, cuando los signos téxicos resultantes del ciclo inicial
de tratamiento hayan remitido, esto puede requerir de 9 a 45 ciclos de terapia
durante 12 a 60 meses. La dosis IV diaria de 5-FU se fija en 500 mg/m? basada en
el area de superficie del cuerpo humano, entonces, la dosis de 5-FU a ser
administrada especificamente en el colon (superficie media= 0.15 m?) seria de 75
mg, sin embargo, en algunos estudios se suele utilizar concentraciones de 50 mg
debido a la elevada toxicidad del 5-FU en la mucosa intestinal (Krishnaiah et al.,
2002).

Durante los ultimos 60 afios, a pesar de las muchas ventajas del 5-FU, las
aplicaciones clinicas se han visto muy limitadas debido a varias ineficacias
conocidas (Zhang et al., 2008).

El 5-FU se ha administrado intra-arterialmente mediante infusion en la vena
hepética. En estas condiciones, el 19-50% de la dosis experimenta un metabolismo
de primer paso. También se puede administrar por via intraperitoneal, en donde el
farmaco es absorbido primariamente a través de la circulacion portal, pasando a

traves del higado antes de alcanzar la circulacion sistémica (Diaz-Cuadra, 2016).

-34-



[1.3.7.4. Limitantes del tratamiento convencional con 5-FU

El farmaco 5-FU es llevado a través de la circulacion hacia todos los érganos
principales del cuerpo, reduciendo la concentracion efectiva en el tejido objetivo vy,
por tanto, provocando efectos secundarios graves al actuar en células sanas
(Hosseinifar et al., 2018), sobre todo en aquellas de r4pida division como las células
del TGl y las células de la médula 6sea, causando diarrea, naduseas, vomitos,
mucositis 'y mielosupresiéon (principalmente linfopenia y plaquetopenia)
respectivamente, asi como también estomatitis, manifestaciones cutaneas como
sindrome mano-pie (dermatitis), neurotoxicidad y cardiotoxicidad (Tawfik et al.,
2017; Vodenkova et al., 2020). Aproximadamente el 85% del 5-FU es metabolizado
(catabolizado) rapidamente en varios metabolitos inactivos por la enzima DPD
expresada principalmente en el higado, en el intestino, en la circulacion sanguinea,
entre otros tejidos, lo que resulta en una vida media muy corta (10-20 minutos) y en
la necesidad de dosis mas altas para el logro del efecto terapéutico (Handali et al.,
2018b); ademas, cuando el 5-FU es administrado por infusion, cerca del 15 al 20%
del farmaco se elimina directamente en la orina, por lo que se ha informado que tan
solo entre el 1-3% de la dosis original de 5-FU contribuye a la citotoxicidad de células
tumorales y normales de rapida proliferacion (Mohd-zahid et al., 2020). Esto se
comprueba ya que cuando el 5-FU es administrado intravenosamente en inyeccién
de bolo Unico a un rango de dosis de 600-900 mg/m?, todo el 5-FU administrado es
eliminado de la circulacion y de la médula 6sea dentro de las primeras 2 horas luego
de la administracion (Vodenkova et al., 2020). Ademas, en soluciones inyectables,
a partir de la degradacion del 5-FU en medios basicos, se producen compuestos

cardiotoxicos (Villarreal-Gomez et al., 2018).
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De igual manera, se es bien conocida la quimiorresistencia a este farmaco
que podria deberse a diversas causas, incluida la alteracion en la entrada y salida
del farmaco que hace referencia a los mecanismos celulares de la
quimiorresistencia basados en el transporte en donde los farmacos son expulsados
de las células cancerosas a través de varias proteinas transportadoras de
membrana, lo que lleva a la disminucion de la disponibilidad de los medicamentos
y al fracaso en la terapia, uno de los transportadores mas sobreexpresados y
observados en la resistencia de células cancerigenas son los transportadores de
casete de union a ATP (ABC); también se encuentra su inactivacion y; factores
intrinsecos (heterogeneidad intratumoral) y extrinsecos (pH, hipoxia, interacciones
de sefalizacién paracrina con el estroma y otras células tumorales) que cambian,
incrementan o disminuyen la expresion génica del objetivo. Uno de los principales
mecanismos de resistencia hacia el 5-FU es la expresion elevada de TS; debido a
esto, la respuesta global para cancer de colon avanzado cuando se usa el 5-FU por
si solo es de tan solo 10-15%, mientras que en combinacién con otros farmacos
antitumorales, la tasa de respuesta simplemente mejora un 40-50% (Pretel et al.,
2017; Vodenkova et al., 2020; Zhang et al., 2008). También, presenta una
biodisponibilidad variable cuando se administra por via oral debido al metabolismo
en el TGl y a su baja permeabilidad de la membrana intestinal; su valor de log P es
de -0,89, lo que limita el uso de formulaciones orales para la dosificacion a largo
plazo, por lo que se han propuesto varios enfoques a partir del uso de la
nanotecnologia para el logro de un sistema de administracion oral del farmaco en
tamafo nanomeétrico, ya que se evitaria la incomodidad de las inyecciones luego de

la hospitalizacion, se podria realizar en el hogar, lo que podria mejorar la
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cooperacion y la calidad de vida del paciente (Pangeni et al., 2016). Ademas, la
terapia con 5-FU mejoraria y se reduciria su toxicidad si se lograra la acumulacion
del farmaco en la region del tumor y se prolongara la exposicion de las células a
este agente (Villarreal-Gémez et al., 2018). La administracion oral del 5-FU reduce
la dosis de liberacion del farmaco en el colon debido a la liberacion, absorcion y

metabolismo en el estbmago e intestino delgado (Hosseinifar et al., 2018).

[1.3.7.5. Nanoformulaciones con 5-FU para cancer de colon

Hoy en dia, algunas tecnologias de administracién de farmacos especificas
para el colon se han desarrollado con el fin de explotar las caracteristicas
fisiologicas del TGI de tal manera que este sistema de administracion se active y
libere el farmaco hasta que se encuentre dentro de la regién colonica, llevando una
terapia mas dirigida que reduciria los efectos secundarios ademas de que,
extenderia la biodisponibilidad de los farmacos (Banerjee et al., 2017; Wong et al.,
2011). Debido a lo anteriormente mencionado, la eficacia del 5-FU contra el cancer
de colon podria mejorarse a través de la nanotecnologia; se han desarrollado varios
estudios en los que se ha encapsulado el 5-FU en un nanoacarreador (como NPs)
con el fin de mejorar la especificidad hacia las células tumorales y, al mismo tiempo,
reducir la citotoxicidad por la ausencia de exposicién no selectiva hacia células
sanas, evitar la accion de la DPD (por lo que incrementaria su tiempo en la
circulacion) y, facilitar la acumulacion del farmaco en el sitio del tumor para una
exposicion prolongada de las células tumorales (Pretel et al., 2017; Udofot et al.,
2016). Se considera que, para que un sistema de administracion de 5-FU sea

eficiente y exitoso, debe poseer las siguientes caracteristicas (Jaferian et al., 2016):
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a) Estabilidad fisica.

b) Tamafio pequefio (<1 pm).

c) Resistente a la degradacion.

d) Sin problemas de almacenamiento y sin fugas del medicamento.

e) Liberacion controlable.

f) Biodegradabilidad.

Para el tratamiento del cancer de colon, con frecuencia son utilizados
polimeros sintéticos dentro de la formulacion de las NPs cargadas con 5-FU (Arias,
2008; Pretel et al., 2017). Algunos de los nanoacarreadores desarrollados como
estrategias para liberacion de 5-FU en cancer son los siguientes (Jaferian et al.,
2016):

a) Particulas poliméricas biodegradables.

b) Hidrogeles y nanogeles.

c) Sistemas vesiculares: liposomas y niosomas.

d) Sistemas de liberacion de farmacos magnéticos.

e) Lipoproteinas.

f) Metales

g) Resinas de intercambio iénico.

Debido a variaciones en el tiempo de transito a través de colon, una terapia
con tabletas puede ser incompleta o insuficiente, debido a la poca degradacion de
la matriz. Ademas de que la diarrea es uno de los principales efectos secundarios
graves, esto, puede volver al tratamiento oral con 5-FU insuficiente. La reduccion

del tamafo del sistema acarreador podria ser una opcion que evite tales problemas
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desde que se ha observado una retencion gastrointestinal dependiente del tamafio

(Lamprecht et al., 2003).

I1.4. Nanomedicina aplicada al cancer

La nanotecnologia es definida como la ciencia del disefio, sintesis,
caracterizacion y aplicacion de materiales y dispositivos cuyo tamafio oscila entre 1
y 100 nm (Calero, 2015). Ha sido aplicada al campo de la medicina, desarrollando
una nueva disciplina conocida como nanomedicina, la cual, ha aportado una gran
cantidad de avances en donde se incluyen, como las mas prometedoras, el
diagnéstico in vitro, la imagen in vivo, biomateriales, técnicas de terapia, la
ingenieria de tejidos, y la administracion de medicamentos (Chaturvedi et al., 2018;
Shi et al.,, 2010). Debido a esto, la nanotecnologia ha presentado un rapido
crecimiento, sobre todo, en el area de administracion de medicamentos dirigidos a
un cancer, utilizado como una estrategia para mejorar los desafios que se han
observado dentro de la terapia quimioterapéutica oncoldgica (Ehdaie, 2007; Jabir et
al., 2012; Meel et al., 2019). Para esto, se han desarrollado nanoacarreadores
utilizados como sistemas de administracion de farmacos que ofrecen varias ventajas
con respecto a la administracion convencional de los farmacos quimioterapéuticos,
entre algunas de ellas, podemos encontrar una mejora en la estabilidad de los
farmacos al evitar su degradacion; minimizacion de los efectos adversos; mejora de
la eficacia terapéutica; una alta capacidad de carga de farmacos hidréfilos e
hidrofobos (Jabir et al., 2012; Shi et al., 2010) y una liberacion controlada (Patra et

al., 2018). También, pueden superar la resistencia a los medicamentos, ya que
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pueden pasar por alto la bomba de eflujo de la glicoproteina P, uno de los principales
mecanismos de resistencia a los medicamentos, lo que conduce a una mayor
acumulacion intracelular (Wang et al., 2009). Ademas, su tamafio nanomeétrico
incrementa su acumulacion en el sitio objetivo mediante distintas estrategias de
orientacién al sitio, ya sea activas (conjugacion de moléculas de superficie
especificas para ciertos receptores o antigenos sobreexpresados en los tumores) o
pasivas (Suhail et al., 2019; Sun et al., 2015). Dentro de la orientacion pasiva se
incluye la mejora en el efecto de permeabilidad y retencién (EPR) lo cual provoca
una alta acumulacién en el tumor (figura 7) (Wang et al., 2012). EPR es un fenébmeno
que ocurre en tumores sélidos (Villarreal-Gémez et al., 2018). La vasculatura
alrededor de las células cancerosas esta mal formada, con paredes débiles, debido
a la rapida proliferacion de células endoteliales, lo que conduce a grandes espacios
0 poros entre las células, con tamafios que oscilan entre 380 y 780 nm, esto permite
una mayor permeabilidad vascular, a diferencia de la que se presenta en las uniones
de vasos normales con tamafios de 5 a 10 nm (Brigger et al., 2012; Chacko et al.,
2012; Wang et al., 2012). Ademas, el tumor presenta vasos linfaticos deteriorados,
lo que permite que las NPs se acumulen preferentemente en esos sitios y presenten
tiempos de retencion mas prolongados lo que da como resultado concentraciones
mas altas que en el plasma o en otros tejidos, por lo que las NPs pueden lograr una
focalizacion pasiva en los tumores a través del efecto EPR (Wang et al., 2012). Debe
tenerse en cuenta que la acumulacion de nanomedicina en los tumores debe ir
seguida de la liberacion de la carga util para lograr beneficios terapéuticos (Meel et
al., 2019). Las vias de transporte macromolecular a través del tumor pueden ocurrir

a partir de espacios abiertos (uniones interendoteliales y canales transendoteliales),
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organelos vacuolares vesiculares y, fenestraciones (Brigger et al., 2012). En la
administracion de medicamentos contra el cancer en particular, los investigadores
buscan constantemente NPs con un Dh menor de entre 10-200 nm para capitalizar
el efecto mejorado de permeacién y retencion (Zhong et al., 2018). Sin embargo,
otros articulos mencionan que el tamafio preferido de los nanomateriales para una
liberacion efectiva del farmaco debe estar en el rango de 350 — 800 nm y, que este
sera permeable a través de los tejidos con cancer en lugar de los tejidos sanos

(Banerjee et al., 2017).

Tumor cells Manoparticle

Blood vessel

Tumor cells

Figura 7. El efecto de permeabilidad y retencién mejoradas (EPR) (Mohd-zahid et al., 2020).

Se han desarrollado nanoacarreadores para oncologia gastrointestinal, entre

ellos se incluyen nanohilos, puntos cuanticos, nanoconchas, dendrimeros de NPs
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de oro, nanotubos de carbono, NPs paramagnéticas, liposomas y nanogeles (Sun

et al., 2015).

Il.4.1. Nanosistemas para liberacion de farmacos

A lo largo de los afios se han desarrollado varias nuevas plataformas para
liberacion de farmacos en la escala nanométrica; entre ellas, se encuentran los
liposomas, micelas, las nanoparticulas poliméricas, dendrimeros, nanoparticulas
metalicas y nanoparticulas moleculares dirigidas (Wang et al., 2012). A

continuacion, se comentan brevemente algunos.

[1.4.1.1 Liposomas. Los liposomas fueron los primeros acarreadores para la

sistemas de transporte mas estudiados para la

administracion de farmacos (Patra et al., 2018). La doxorubicina fue el primer
farmaco basado en nanotecnologia con liposomas para el tratamiento de cancer de
ovario, sarcoma de Kaposi y mieloma mdltiple (Villarreal-Gémez et al., 2018). Los
liposomas son vesiculas de forma esférica compuestas principalmente por
fosfolipidos naturales o sintéticos dentro del rango de tamafio de 50 a 450 nm que
presentan una estructura de membrana analoga a las membranas celulares (Wang
et al., 2012), por lo que son biocompatibles y biodegradables; ademas, debido a su

pequeio tamafio y recubrimiento de superficie, pueden penetrar la vasculatura
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comprometida y con fugas de los tumores mediante el efecto EPR, crucial para la
terapia contra el cancer (Villarreal-Gomez et al., 2018). Sin embargo, presentan
algunos inconvenientes, entre ellos, son dificiles de preparar y no pueden ser
almacenados por tiempos prolongados debido a una baja estabilidad inherente
(Wadhwa et al., 2019). A pesar de lo anterior, se ha demostrado que estabilizan los
compuestos terapéuticos, mejoran su biodistribucion, son capaces de cargar
farmacos en compartimento acuoso o incrustarlos en la bicapa lipidica (Markman et

al., 2013).

11.4.1.2 Dendrimeros. Los dendrimeros son estructuras monodispersas, bien
definidas y tridimensionales. Presentan una estructura
globular bien definida de polimeros de mudltiples
ramificaciones que se caracterizan por un nucleo
central, repeticiones de ramas unidas y una capa

externa de grupos funcionales multivalentes que,

pueden interactuar electrostaticamente con moléculas polares cargadas o, pueden
encapsular moléculas no polares en sus cavidades hidréfobas internas (Markman
et al., 2013). Pueden ser sintetizados mediante dos rutas: la primera comienza a
formarse desde el nucleo y luego se extiende hacia afuera y, la segunda es
convergente, es decir, comienza desde el exterior del dendrimero (Patra et al.,

2018).
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[1.4.1.3 Micelas poliméricas. Las micelas poliméricas son nanoestructuras hechas

de copolimeros de bloque anfifilico que se juntan por si
.-n—"""#. mismos para formar una estructura con una capa
hidréfoba interior y una capa hidréfila exterior en agua
.
(Villarreal-Gomez et al., 2018). Las micelas tienen un
tamafo inferior a 100 nm y se sintetizan mediante dos
enfoques: el primero es a partir de una disolucion directa conveniente basada en
disolvente del polimero seguida de un proceso de didlisis o, el segundo que es por
precipitacion de un bloque mediante la adicion de un disolvente (Patra et al., 2018).
Pueden ser utilizadas para solubilizar sustancias hidr6fobas y; la capa exterior

permite una mayor prolongacion de tiempo en la circulacion (Villarreal-Gémez et al.,

2018).

Dentro de esta clasificacion también se encuentran los nanogeles, los cuales,
se consideran unos de los sistemas de administracion de farmacos mas
prometedores y mas importantes (Khoee & Asadi, 2016) ya que presentan muchas
ventajas para la administracion de farmacos en comparacion con las nanoparticulas
poliméricas convencionales, tales como alto contenido de agua y area de superficie,
biocompatibilidad superior, naturaleza blanda y un alto cargado de farmacos (Garcia

& Cuggino, 2018a).
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[1.4.1.6 Nanogeles (NGs)

Los NGs son hidrogeles (Garcia & Cuggino,
2018b), limitados a un tamafio en la escala nanométrica
(Li et al., 2017); en otras palabras, son redes que

presentan una estructura tridimensional y se encuentran

entrecruzadas fisica 0 quimicamente por polimeros
compuestos de cadenas hidrofilas o anfifilicas, por lo que también se les llama como
nanogeles poliméricos reticulados (Suhail et al., 2019). Cuando los NGs son
encapsulados por métodos quimicos, el farmaco es covalentemente enlazado al
acarreador y necesariamente requiere de una respuesta quimica que escinda el
enlace entre el acarreador y el farmaco. Sin embargo, si el farmaco es encapsulado
a través de interacciones fisicas, el vehiculo liberara el farmaco en respuesta a
cambios fisicos en la estructura del vehiculo, tal como hinchamiento, el cual puede
ser incrementado por temperatura, pH, etc. Se han encontrado aplicaciones para
los NGs en varios campos como diagndéstico y bioingenieria pero, se considera que
su mayor impacto ha sido en el area de administraciéon de farmacos debido a que
presenta varias caracteristicas ideales, las cuales, se mencionan a continuacién
(Chacko et al., 2012). Primero, se pueden componer de una gran variedad de
polimeros, ya sean naturales, sintéticos, o una combinacion de ambos; dentro de
los polimeros naturales se encuentran, por ejemplo, el colageno, la gelatina, la
albumina, algunos polisacaridos como el quitosano y el &cido hialurénico; por otro
lado, en el caso de los polimeros sintéticos, se pueden utilizar polimetacrilatos y

poliacrilatos (Garcia & Cuggino, 2018b). Segundo, presentan distintas propiedades
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que los diferencian de los demas nanomateriales, entre ellas, se caracterizan
principalmente por su gran capacidad para absorber grandes cantidades de agua
(o de cualquier disolvente compatible termodindmicamente) debido a la presencia
de grupos funcionales hidrofilos, tal como lo son los grupos -OH, -COOH, -CONH-,
-CONHz2- y -SOs3H (Neamtu et al., 2017). Esta propiedad, provoca que los nanogeles
se hinchen e incrementen su volumen pero sin disolverse, volviéndolos flexibles,
suaves (Garcia & Hernandez, 2016) y; permitiéndoles la capacidad de que distintas
moléculas difundan dentro (carga del farmaco) y fuera (liberacién del farmaco) de
las cadenas poliméricas hinchadas (Li et al., 2017). Pueden encapsular mas de una
substancia activa con diferentes propiedades en un mismo nanogel, lo cual, es una
capacidad menos comun en otro tipo de nanoparticulas como micelas, liposomas,
dendrimeros (Neamtu et al., 2017). La porosidad de las redes entrecruzadas de los
nanogeles les provee de un reservorio ideal para la carga de medicamentos y
también los protege de una posible degradacion (Rao et al., 2013) ya que las
enzimas no pueden penetrar en las nanoparticulas (Li et al., 2017). Se ha reportado
que los nanogeles con carga superficial exhiben mejores propiedades de
internalizacién en las membranas celulares que aquellas que son neutras. Otra
caracteristica importante es que tienen una buena biocompatibilidad, como
resultado de su alto contenido de agua (Li et al., 2017), por lo que no producen
toxicidad en el cuerpo humano y; son biodegradables, esto debido a que muchos
de ellos se componen, en mayor medida, de polimeros naturales por lo que pueden
eliminarse facilmente sin acumularse (Kesharwani et al., 2019). También, poseen
una alta estabilidad (Zhang et al., 2016). El tamafio de los nanogeles puede ser

ajustable y se considera que son especialmente importantes para la liberacion de
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farmacos anticancerigenos debido a que pueden presentar tamafios entre los 5 a
1000 nm, tamafios ideales para la entrega intracelular de farmacos (Garcia &
Cuggino, 2018a; Zou et al., 2019), El tamafo debe ser lo suficientemente grande
para que no haya fugas a través de capilares sanos y lo suficientemente pequefio
para escapar del sistema de fagocitos mononucleares, se recomiendan tamanos
entre 10 y 100 (menor a 200 nm) que provocan que se acumulen preferentemente
en los sitios del tumor a través de un efecto mejorado de permeabilidad y retencién
al tener la capacidad de atravesar de forma pasiva los vasos sanguineos de los
tumores que son anormalmente grandes en comparacion con los tejidos sanos (Nie,
2010) y; evitan que sean percibidos por el sistema de fagocitos mononucleares
(Khoee & Asadi, 2016) y, de esta manera, realizar la liberacion intracelular del
farmaco; cabe mencionar que, se recomienda un indice de polidispersidad (PDI)
menor a 0.2, lo cual, indica una monodispersidad en las formulaciones terapéuticas
(Garcia & Cuggino, 2018b). En cada uno de estos casos, el nanogel supera una
deficiencia previa en la biodistribucion, permitiendo la acumulacién y una mayor
entrega de carga Util cargada o encapsulada en el sitio deseado (Zhong et al., 2018).
Los nanogeles se clasifican principalmente en dos categorias (figura 8) de acuerdo
a su estructura reticulante y a sus componentes sensibles a estimulos presentes en
el ambiente (Molina et al., 2015). Su estructura general se ve afectada por el grado
de reticulacion entre las cadenas de monomeros que, puede ajustarse dependiendo
de la cantidad y del tipo de reticulante que se utilice al momento de su sintesis
(Hajebi et al., 2019). Ademas, como un ideal sistema de administracion de farmacos,
los NGs tienen una excelente capacidad de carga de farmacos, hidrofilicidad, una

alta estabilidad, consistencia biologica (suave) y, responden a una gran variedad de
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estimulos, tanto internos (como fuerza ionica, temperatura y pH) como externos
(ultrasonido, electricidad, fuerzas magnéticas) que le permiten liberar de manera
controlada los compuestos activos (Zhang et al., 2016). Otro punto importante sobre
los nanogeles es que son internalizados en las células a partir de un proceso de
endocitosis mediada por un mecanismo de moléculas transmembranales (Villarreal-

Gomez et al., 2018).
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Figura 8. Clasificacion de los nanogeles (Kesharwani et al., 2019).

[I.5. Nanogeles sensibles a pH
El termino sensible al medio, también conocido como material “inteligente”,
hace referencia a materiales poliméricos que responden a distintos cambios en el

entorno externo con un cambio en su estructura (Hajebi et al., 2019). Los NGs a

-48 -



base de polimeros inteligentes, entonces, pueden responder a diversos estimulos
gue incluyen, por ejemplo, temperatura y pH (Molina et al., 2015). La sensibilidad
al pH se puede conseguir al utilizar durante su sintesis monémeros poseedores
de grupos funcionales ionizables (acidos o bases débiles), de tal modo que,
cuando el pH se aproxima al pKa del mondmero idnico incorporado por
polimerizacién en las cadenas reticuladas, provoque el aumento del volumen del
nanogel debido a su hinchamiento, lo que conllevard a un incremento del tamafio
de los poros de la red polimérica, facilitando la salida de las moléculas que
estaban en su interior hacia el exterior del nanogel o, en caso contrario, se evite
la salida de las moléculas del nanogel debido al encogimiento (figura 9)
(Herndndez-Olmos, 2014; Neamtu et al., 2017; Vicario-de-la-Torre & Forcada,
2017). Los NGs aniodnicos incluyen grupos de acido carboxilico o &cido sulfonico;
si el pKa del polimero es menor que el pH del medio ambiente, el polimero se
encontrara mayormente ionizado y la estructura iénica conducird a una mayor
repulsién electrostatica dentro de la red que llevara a un hinchamiento general
(Hajebi et al., 2019). Estos cambios conformacionales llevaran a la liberacién del
farmaco encapsulado (Garcia & Cuggino, 2018b). Este punto es clave para la
terapia contra el cancer con NGs (Zhang et al., 2016) ya que se ha demostrado
gue el ambiente extracelular del tumor es acido, usualmente se encuentra un valor
de pH de alrededor de 6.5-7.0 (Hajebi et al., 2019), mientras que el ambiente
intracelular va de neutro a alcalino (Wielinska et al., 2019) por lo que la liberacion
del farmaco de los NGs inteligentes dentro del tejido o dentro de la célula diana

ocurrira rapidamente (Soni et al., 2016).
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En el caso del cancer de colon, los farmacos son encapsulados con
polimeros sensibles a pH que pueden resistir el ambiente acido del estomago y
liberan los farmacos de una manera controlada en un ambiente con pH neutro
cercano al pH del colon con el fin de potenciar la eficacia terapéutica y reducir o
evitar los efectos adversos (Banerjee et al., 2017).

El polimero PCAM10 (figura 10) propuesto presenta un grupo COOH
ionizable que, se espera que tenga un comportamiento de hinchamiento sensible a

pH basico para que libere su contenido en la regién colodnica.

Nanogel hinchado : 5
cargado de farmaco Entorno de estimulos Hinchazon

Encogimiento

Figura 9. Sistema de liberacion por hinchamiento activado por sensibilidad al pH (Neamtu et al.,

2017).

ZT

HO

0 0]

Figura 10. Estructura del polimero acido 11-metacriloilamido undecandico.
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II.6. Sintesis de nanogeles
Los nanogeles pueden ser sintetizados a traves de varios métodos,
incluyendo miniemulsién inversa, nanoprecipitacion y a partir de polimerizaciones
por dispersion (Garcia & Cuggino, 2018b). También se utiliza el método de
polimerizacion en emulsion inversa, en donde se utilizan monémeros hidrofilicos,
como acrilamida, acido acrilico y acido metacrilico que son emulsificados en una
fase continua y polimerizados (Jenjob et al., 2019). El método a utilizar en este

trabajo sera el método de polimerizacién en emulsion.

11.6.1. Polimerizacion en emulsion

Las emulsiones son mezclas de dos o mas liquidos inmiscibles en los que
uno o mas liquidos son dispersos en otro liquido; las emulsiones como agua en
aceite (W/O), aceite en agua (O/W), aceite en agua en aceite (O/W/O) y agua en
aceite en agua (W/O/W) son muy utilizadas en distintas aplicaciones farmacoldgicas
(figura 11) (Jenjob et al., 2019).

La polimerizaciébn en emulsién es el principal proceso de polimerizacion
heterogénea para producir nanoparticulas poliméricas. En un proceso directo, que
se trata de emulsiones de aceite en agua, los mondmeros hidrofébicos son
emulsificados en una fase continua acuosa, seguido de la polimerizacién (Jenjob et
al., 2019). También se afladen un entrecruzante (agente de reticulacion (Hajebi et
al., 2019)), un iniciador de polimerizacion y un surfactante, este ultimo, provee
estabilizacion electrostatica, estérica o electro-estérica al sistema coloidal y evita la
coagulacion durante la polimerizacion (Kesharwani et al., 2019). Este método

provee de particulas de polimero submicronicas, tipicamente con un tamafo
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promedio entre 50 y 500 nm (Jenjob et al., 2019) el cual, se puede ajustar
dependiendo de la cantidad de entrecruzante (Li et al., 2017). Una particula tipica
contiene de 1 a 10,000 macromoléculas y cada macromolécula estd compuesta de
100 a 106 unidades monoméricas (Jenjob et al., 2019). Una desventaja que
presenta este método es que se debe de eliminar al final el surfactante y los
mondmeros que hayan quedado sin reaccionar (Hajebi et al., 2019).

El proceso inicia con la emulsion del monomero hidrofébico en solucion
acuosa con un entrecruzante; al mezclar, el mondmero se dispersa en gotitas de 10
um de diametro. Estas gotitas junto con el entrecruzante se estabilizan al adicionar
surfactante que, al exceder la concentracion micelar critica (CMC), forman
agregados esféricos con un diametro de 2 - 10 nm conteniendo de 50-100 moléculas
de surfactante que se hinchan al comenzar a absorber moléculas vecinas de
mondmero. Los surfactantes aumentan el numero de particulas y disminuyen su
tamafio (Lovell & Schork, 2020). El proceso de reticulacion se lleva a cabo en tres
ubicaciones de los nanogeles, incluido el centro de las micelas, la superficie y el
area entre la superficie y el centro y, se logra mediante métodos fisicos o quimicos,
tal y como ya se mencion6 anteriormente (Hajebi et al., 2019). Al aplicar un iniciador
soluble en agua (por ejemplo, persulfato de amonio (APS)) inicia la propagacion de
radicales libres por descomposicion térmica en el disolvente y entra en la micela,
donde comienza la polimerizacion del monomero (El-hoshoudy, 2018). Durante la
polimerizacion, gotas de monomero contintan entrando desde la fase acuosa hacia
el interior de la micela incrementando su tamafio hasta que se agotan los
monomeros, con el fin de continuar la reaccion hasta que un segundo radical entre

y termine la reaccion de polimerizacion. Una representacion esquematica de lo que
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ocurre dentro del proceso de polimerizacion en emulsion se muestra en la figura 12.
Las micelas hinchadas con monémero desaparecen ya sea por la absorcién de
radicales para convertirse en particulas, o por la migracién de su surfactante hacia

las particulas que crecen (Hernandez-Olmos, 2014).
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Figura 11. Tipos de emulsiones: aceite en agua (O/W), agua en aceite (W/O), agua en

aceite en agua (W/O/W), y aceite en agua en aceite (O/W/O) (Jenjob et al., 2019).

Polimerizacion Purificacion

Micela Nanogel

Iniciador ©® Mondémero Entrecruzante Tensoactivo

Figura 12. Sintesis de nanogeles por polimerizacion en emulsion (Khoee & Asadi, 2016).
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CAPITULO Illl. PARTE EXPERIMENTAL
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l1l.1. Materiales
l11.1.1. Reactivos
Acido 11-metacriloilamino undecanéico (CAM10), etilenglicol dimetacrilato
(EGDMA) (Sigma-Aldrich), persulfato de amonio (APS), dodecilbenceno sulfonato
de sodio (DBS) (Sigma-Aldrich), 5-fluorouracilo (5-FU) (99% TLC, Sigma-Sldrich),
bromuro de 3- (4, 5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio (MTT), dimetilsulféxido
(DMSO) al 5%, acido etilendiaminotetraacético (EDTA) al 0.1%, resina removedora
de hidroquinona, buffers de 1.2, 2, 3, 4, 5, 6, 6.8, 7, 7.4, 8 y 9; carbonato de calcio
(CaCOs3) al 1%, agua destilada, alcohol etilico de 96°, medio de cultivo RMPI-1640,

suero fetal bovino (SFB), tripsina al 0.25%.

[11.1.2. Insumos de laboratorio

Membrana o tubo de didlisis de 12-14.000 D, pinzas de didlisis, gas nitrdgeno
con manguera, soporte universal con pinzas, matraz bola, parrillas con agitacion,
agitador magnético, termémetro, balanza analitica, charolas para pesar, jeringas
para gas, tapon de hule, vasos de precipitados de 10 y 100 ml, probeta de 100 ml,
bafio de aceite, viales color &mbar, pipetas transfer, papel parafilm, matraces
volumétricos de 10 ml, espatulas, tubos conicos Falcon de 50 ml, micropipetas de
20 pl, 100 pl y 1000 pl, cubetillas para DLS, celdas de potencial Z, celdas para UV-

visible, viales labconco.

[11.1.3. Equipos
Dispersion de luz dinamica (DLS) Zetasizer Nano-Zs series, de marca

Malvern Instruments, modelos ZEN3500 con laser verde de 532 nm; potenciémetro,
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se utilizé un medidor de pH 430 Corning, para preparar los buffers de diferentes pH;
espectrofotometro ultravioleta-visible, UV-VS spectrophotometer Beckman Coulter
DU520 con un dual cell peltrier accesory; sistema liofilizador equipo Freeze Dry
Sistem/Freezone 4.5 Labconco serie 0309095570, 60 cyclos; ultrasonido (Branson
5510); ultracentrifuga modelo VWR Clinical 50 (Beckman coulter); balanza analitica
(Pioneer, OHAUS) para pesar muestras o reactivos; espectrofotometro de infrarrojo
con transformada de Fourier de la marca Pekin Elmer, modelo 1600 series FT-IR:
numero de barridos: 8, de 4000 a 450 cm™, resolucién 4, intervalo de 2.0 cm; bafio
de control de temperaturas de la marca VWR International Shel Lab modelo 1217 y;
equipo de microscopio electronico de barrido de emisibn de campo, modelo

JSM7800 F Prime.
[1.1.4. Gases
Nitrégeno grado alta pureza (UHP), de INFRA S.A. de C.V.

l11.2 Métodos

l11.2.1 Purificacion de etilenglicol dimetacrilato: Se corrid 2 ml de EGDMA por
una columna empacada con resina removedora de hidroquinona y 2 ml de metil
hidroquinona para remover el inhibidor de EGDMA y se dejé en refrigeracién para
posteriores estudios.

[11.2.2 Sintesis de nanogeles: Los nanogeles fueron sintetizados por el método
de polimerizacion en emulsion (Jung et al.,, 2009). El monémero fue CAM10,
EGDMA fue utilizado como entrecruzante, DBS como tensoactivo y APS fue el
iniciador de la reaccion de polimerizacion. Para iniciar con la sintesis, CAM10,
DBS y EGDMA se mezclaron utilizando las cantidades presentadas en la tabla 2,
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en un matraz de 100 ml conteniendo 50 ml de agua destilada, en agitacion
constante y a temperatura ambiente, formando una solucién acuosa al 1% p/v. En

caso de que no se disolviera por completo la emulsion, se procedié a aplicar calor.

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

Reactivos Cantidad (g, mmol)
CAM10 1% p/p 0.5 g (37.12 mmol)
EGDMA 5% mol 0.0183 g 0 17.46 pL (1.85 mmol)

DBS 0.05¢
APS 2% mol 0.010 g (0.74 mmol)

A continuacion, la mezcla de reaccion se vertid dentro de un matraz bola de
100 ml (recipiente de reaccién) que, enseguida se le colocd un tapén de hule y, se
burbuje6 con gas nitrdgeno durante 30 minutos para eliminar el oxigeno.
Posteriormente, el recipiente de reaccion se colocd dentro de un bafio de aceite a
80°C y se dejo en agitacion vigorosa y constante por al menos 30 minutos. Después,
se afiadio una solucién acuosa de APS al 2% que actu6é como iniciador térmico para
dar inicio a la reaccion de polimerizacién que se mantuvo por un periodo de 4 horas.
Los nanogeles obtenidos fueron dializados con agua destilada a temperatura
ambiente mediante el uso de membranas de dialisis por 48 h, con cambios de agua
cada 6 h, esto con el propdsito de purificar el producto. Cabe mencionar que, para
asegurar la purificacion, se utilizé una solucién de CaCOz al 1% con el fin de verificar
la ausencia de detergente a partir de la precipitacion del CaCOs en agua.
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[11.2.3 Caracterizacion de los nanogeles

[11.2.3.1. Diametro hidrodinamico: Se utilizé el equipo de dispersion de luz
dinamica con la finalidad de caracterizar la formacion y el tamafio de los nanogeles
en las emulsiones obtenidas. Para esto, se diluyeron 100 pul de muestra aforando a
un volumen de 10 ml de agua destilada y filtrada. Posteriormente, se tomaron 15 pl
de la mezcla anterior aforando a 1.5 ml con medios de diferentes pHs (1.2, 2, 3, 4,
5,6,7,8Yy9)y se procedi6 a correr la muestra en el equipo a 25°C por triplicado;

obteniendo asi, el % en volumen del didmetro hidrodindmico de los nanogeles.

[11.2.3.2. Potencial zeta: El potencial z se analiz6 con la finalidad de determinar la
carga de la superficie de los nanogeles. Se tomaron 15 ul de las emulsiones
previamente purificadas y se diluyeron en 1.5 ml de buffer de diferentes pHs (1.2, 2,
3,4,5,6,6.8,7,7.4,8y9); cada una de las diluciones se colocaron en cubetillas
para posteriormente colocarlas dentro del equipo DLS y obtener los resultados para

analizar el potencial z.

[11.2.3.3. Imdgenes STEM: Se adquirieron imagenes de microscopia electronica de
transmision de barrido (STEM) de los nanogeles con un microscopio electrénico de
barrido de emision de campo. Para ello, esparcimos una gota de dispersion de
nanogeles (0.4% en peso) sobre la superficie de una rejilla de cobre y carbono de
malla 400. Se afiadié una gota de acetato de uranilo (2% en peso) a la rejilla de
cobre de carbono. Las muestras se secaron en horno de vacio a 22°C durante 24
h. Las muestras se sujetaron a un portamuestras STEM, se insertaron en la camara

de muestras y se observaron a 25 kV.
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[11.2.3.4. Estudio FT-IR: se realiz6 espectroscopia FT-IR a las nanopatrticulas libres,

a las nanoparticulas cargadas con 5-FU y al 5-FU.

[11.2.4 Liofilizacion y reconstitucion de los nanogeles: Se realizaron estudios de

estabilidad al proceso de liofilizado de los nanogeles sintetizados con la finalidad

de aplicarlos a la parte experimental de cargado y liberacion de farmacos;

analizando las modificaciones y/o la estabilidad en su morfologia, su estructura y

su radio hidrodinamico.

[11.2.4.1. Liofilizacién: Se tomaron los 50 ml de las emulsiones previamente
purificadas y caracterizadas, se congelaron en viales conicos y, posteriormente, se
colocaron en el liofilizador con viales labconco durante dos dias para obtener las

muestras com pletamente secas.

[11.2.4.2. Reconstitucion: Para reconstituir el material, en un vial se adicionaron 10
mg del polvo liofilizado en 5 ml de agua destilada bajo agitacién constante por 24
horas. Obteniendo la emulsién reconstituida, de la cual, se tomaron 15 pl y se
diluyeron en 1.5 ml de cada buffer. Se realiz6 la caracterizacion de las muestras
reconstituidas via DLS de acuerdo al método anteriormente descrito, para observar
los cambios de los nanogeles con respecto al proceso de liofilizacion y

reconstitucion y, para investigar si presentaban un comportamiento sensible al pH.

[11.2.5. Cargado de los nanogeles con 5-FU: Para el cargado de 5-FU,
previamente se hizo una curva de calibracion con la que se obtuvieron los calculos.
Para el cargado de los nanogeles con 5-FU primero se preparo la disolucion de los
nanogeles (Solucion A). En un vial con tapadera se disolvieron 100 mg de
nanogeles en 20 ml de buffer de fosfatos pH 7.4 con agitacion constante durante
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48 h. El siguiente paso fue preparar la solucién acuosa de 5-FU (Solucién B) en un
vial, para la cual, se pesaron 30 mg de 5-FU y se disolvieron con 10 ml de buffer
de fosfatos pH 7.4 con agitacion constante durante 24 a 48 h. Pasado el tiempo, la
solucién B se agrego a la solucién A gota a gota y se dejé en agitacion por 48 h.
La mezcla se coloc6 en un tubo conico Falcon de 50 ml y se centrifug6é a 10,000
rom durante 1 h. El sobrenadante obtenido fue guardado en el congelador
convencional y el sedimento se congel6 durante 48 h. Una vez que se obtuvo el
sedimento congelado se procedi6 a liofilizarlo por 48 h. Finalmente, se realizé la
cuantificacion del cargado de los nanogeles colocando en un frasco con tapadera
10 mg del liofilizado en 10 ml de etanol, se agitdé vigorosamente y, luego de 48 h,
se filtr6 con una membrana de 0.22 um, se tomé 1 ml y se colocd en una cubetilla
para leerse en el espectrofotbmetro a 275 nm. También, se procedié a leer 1 ml
del sobrenadante para determinar la capacidad y la eficiencia de cargados con las
ecuaciones 1 y 2 que se encuentran en anexo 1 y; utilizando la curva que se
encuentra en el anexo 2.

[11.2.7. Cinética de liberacion in vitro de 5-FU: Para los estudios de liberacién
controlada, se dispersaron 5 mg de nanoparticulas cargadas en 10 ml de solucién
tampon pH 7.4 y luego se agregaron a un tubo de dialisis, este paso se realiz6 por
triplicado. Por otro lado, en otro tubo de didlisis se coloc6 una solucion de referencia
con el contenido de farmaco cargado en 5 mg de nanoparticulas (0.7 mg). Cada
tubo de dialisis prellenado y fijado en cada extremo por pinzas de dialisis se
introdujo en 50 ml de medio de liberacion dentro de un matraz que contenia la
solucion tampon correspondiente (pH 1.2, 6.8 Y 7.4). El matraz se coloco dentro

de un bafo de agitacion que funciono a 37°C con una velocidad de agitacion de 50
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rpm. Los tubos de dialisis permitieron la difusion de 5-FU en el medio de liberacion
mientras retuvieron las NPs. Se extrajeron alicuotas del medio (1 ml) a los tiempos
de 0.25, 0.5, 0.75,1, 2, 4, 8, 12, 24 y 36 h; se reemplazé el volumen con medio
fresco en cada tiempo de muestreo. La fraccion liberada de 5-FU se calcul6 a partir
de mediciones de UV a 275 nm y luego se cuantificé usando la curva de calibracion
previamente preparada especificamente para 5-FU. Para calcular la fraccion
liberada del farmaco se utilizaron las curvas de los anexos 3, 4y 5. Los resultados
promedio de las medidas por triplicado se reportaron junto con la desviacion
estandar.

[11.2.8. Ensayo de viabilidad celular de los nanogeles cargados con 5-FU: La
viabilidad celular se determiné utilizando el ensayo de toxicologia in vitro basado
en MTT. Este es un método simple en el que el MTT es captado y reducido por la
enzima succinato deshidrogenasa mitocondrial a su forma insoluble de color
morado, formazan. La capacidad de las células para reducir al MTT constituye un
indicador de la integridad de las mitocondrias y su actividad funcional es
interpretada como una medida de la viabilidad celular; ademas, permite obtener
informacion acerca de la citotoxicidad del compuesto que se evalla. La cantidad
de células vivas es proporcional a la cantidad de formazan generado en el proceso
(Puértoloas Soto L., 2015). La metodologia seguida se describe a continuacion:
Las células cancerigenas de cérvix, HelLa, se cultivaron en una placa de 96 pocillos
(10 x 10% células / pocillo) y se incubaron en condiciones de crecimiento estandar

durante 24 horas seguido de la adicion de los diferentes grupos de tratamiento:

-61-



Grupo Tratamiento para 5-FU

GRUPO A1-3 5-FU libre(5pg/ml)

GRUPO B1-3 5-FU libre (20ug/ml)

GRUPO C1-3 5-FU libre (50ug/ml)

GRUPO D1-3 5-FU libre (100ug/ml)

GRUPO E1-3 Nanogeles cargados(5ug/ml)

GRUPO F1-3 Nanogeles cargados(20ug/ml)

GRUPO G1-3 Nanogeles cargados (50ug/ml)

GRUPO H1-3 Nanogeles cargados (100ug/ml)

GRUPO A4-6 SIn de nanogeles (0.5mg/ml)

GRUPO B4-6 SIn de nanogeles (1mg/ml)

GRUPO C4-6 Control positivo (muerte) DMSO
5%

GRUPO D4-6 Control negativo células no

tratadas, solo con medio

Se utilizé como concentracién inicial para las diluciones, 1mg en 1.5 ml (0.6
mg/ml) de 5-FU y 1.5 mg en 1.5 ml (1 mg/ml) de nanogeles libres y nanogeles
cargados. En todos los ensayos, las células no tratadas fueron utilizadas como
control negativo (C-) y 5% de DMSO se afiadié como control positivo de muerte
celular (C+). Las células fueron incubadas por 24 h. Luego del tiempo de
tratamiento, se afiadié una solucién de MTT (10 L) a las células por 4 h para que
formaran cristales de formazan por las deshidrogenasas mitocondriales. Luego, 100

puL de buffer de solubilizacion (10% Triton X-100, 0.1 N HCI in isopropanol) fue
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afiadido a cada pocillo e incubado a 37 °C con 5% CO:2 por 18 h para disolver los
cristales de formazén, y la cantidad de formazan convertida por las células viables
fue determinada mediante absorbancia a 620 nm en un lector de microplacas de 96
pocillos. Los resultados se normalizan a células no tratadas (100%) y se expresaron
como el promedio * error estdndar de la media de triplicados para obtener el

porcentaje de viabilidad celular calculado mediante la siguiente ecuacion:

%Viabilidad celular= (AbS promedio de muestra/ ADS promedio control) x100
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION
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IV.1. Sintesis de nanogeles de CAM10 1% entrecruzados con EGDMA 5%

Se obtuvieron nanogeles dentro de una dispersion acuosa azul-blanquecina,
con el método de polimerizacion en emulsion (figura 13), utilizando el monémero
CAM10 como material sensible al pH y EGDMA como entrecruzante. El proceso de
polimerizacién inici6 con una solucién transparente y después, la mezcla de
reaccion se volvio turbia debido a la insolubilidad de los componentes de las

nanoparticulas, de igual manera como ocurrié con Jung et al., 2009.

e~

Figura 13. Nanogeles sintetizados.

Esta coloracién de la dispersion obtenida se debe al efecto Tyndall, este es
un tipo de dispersion de luz que toma lugar en soluciones coloidales que contienen
tamafos de particulas menores que la longitud de onda de luz visible (400 a 760
nm). Algunos investigadores lo utilizan para evaluar cualitativamente la agregacion
a nivel nanométrico (Xiao et al., 2019), por lo que, de acuerdo a nuestros resultados,
observamos que existia cierto grado de agregacién o nuestras nanoparticulas

presentaban un tamafo grande.
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IV.2. Caracterizacion de los nanogeles
IV.2.1. Diametro hidrodindmico

A los nanogeles sintetizados se les realizaron pruebas de caracterizacion.
Una de ellas fue medir el efecto del tamafio del diametro hidrodinamico a diferentes
valores de pH. Por un lado, se encontr6é que, a pH &cidos, de 1.2, 2.0, 3.0, 4.0y 5.0,
el didmetro hidrodinamico era muy grande (= 1000 nm aprox.); se considera que
esto fue debido a que los nanogeles se encontraban en un estado colapsado por la
ausencia de cargas, lo que llevo a uniones hidrofébicas resultantes, provocando que
los nanogeles se precipitaran o aglomeraran, obteniendo tamafos grandes. Por otro
lado, a pH ligeramente acido, neutro y basico, de 6.0, 7.0, 7,4, 8 y 9, se obtuvieron
diametros hidrodinamicos pequefios (< 100 nm), lo cual, podria deberse a que el
polimero, al encontrarse a un pH muy cercano o por encima de su pKa, se
desprotona, incrementando el caracter hidrofilico del polimero, ademas, la repulsion
electrostética y la presion osmotica generada dentro del nanogel debido a los
contraiones atrapados provoca el hinchamiento y, por tanto, evita que los nanogeles
se agreguen, por lo que se encontraran separados y presentaran un tamafio mas
pequefio. En la figura 14 se presenta el tamafio promedio obtenido en cada pH, en
donde se puede observar que los tamafios de los pH 6 a 9 estuvieron entre los 60
y 90 nm (figura 15). Estos tamafos son buenos tomando en cuenta que previamente
se ha reportado la sintesis de nanogeles para su uso en cancer de colon con un
diametro medio de 150 nm (Ashwanikumar et al., 2012), similar a los diametros que

se obtuvieron en este trabajo. En el anexo 6 se presentan los datos obtenidos.
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Figura 14. Tamafio promedio de los nanogeles sintetizados a distintos valores de pH

(promedio = D.E., n=3).
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Figura 15. Tamafio promedio de los nanogeles sintetizados a los valores de pH de 6.0, 7.0,

8.0y 9.0 (promedio + D.E., n=3).

IV.2.2. Potencial zeta

Los nanogeles también fueron caracterizados a partir de su potencial zeta a

diferentes valores de pH (figura 16). La medicion del potencial zeta permitio
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determinar las cargas eléctricas presentes en la superficie de las nanoparticulas, en
donde se observa que el potencial zeta disminuyé a medida que incrementaba el
pH, lo que demuestra la ionizacion del PCAM10. Se menciona en diversos articulos
que la existencia de los grupos —OH dentro del polimero es el factor clave para la
capacidad de respuesta al pH de las nanoparticulas (Sahu et al., 2017), tal y como
es el caso de nuestro polimero. Por otro lado, el pKa reportado para este monémero
es de 7.0 (Magafa et al., 2017). El cual, es importante conocer debido a que se
encontré que a partir del pH 6.0, se obtuvo una carga superficial de -25.8 mV+9.32,
considerada como la mayor carga negativa, es decir, donde se considera que las
nanoparticulas son mas estables debido a la mayor repulsion de las cargas, lo cual
es ideal ya que a ese pH es en donde nuestro polimero comienza a incrementar su
ionizacién debido a que se acerca a su pKa. Ademas, el valor del potencial zeta
revela que la naturaleza aniénica de PCAM10 exhibe una buena estabilidad ya que,
de acuerdo a Sahu et al. 2017, el valor de los potenciales zeta que caen en el rango
de +30 a 60 mV se consideran dentro del margen de dispersion estable para las
nanoformulaciones, por lo que nuestras nanoparticulas, al encontrarse cerca de tal
rango, son estables en el rango de pH deseado. Se debe tomar en cuenta que en
soluciones acuosas como agua o buffers, las nanoparticulas son uniformemente
dispersadas y estabilizadas debido a las fuerzas repulsivas entre las nanoparticulas
originadas de los grupos de carga, incluyendo grupos carboxilicos (Jung et al.,
2009). Sin embargo, debido a la alta hidrofobicidad del PCAM10, los nanogeles
sintetizados no se dispersaban por completo en agua. En el anexo 7 se presentan

los datos de potencial zeta obtenidos.
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Figura 16. Potencial zeta a diferentes valores de pH (promedio £ D.E., n=3).

IV.2.3. Imdgenes STEM

Los estudios morfolégicos de los nanogeles se caracterizaron por un
analisis STEM. En la figura 17 se muestra el resultado obtenido en donde se
encontré que los nanogeles presentaron una morfologia con estructura esférica y
cilindrica; 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. Resultado similar al
encontrado en agua, aproximadamente (figura 18). 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 observé

previamente en otro estudio (Cornejo-Bravo et al., 2021).
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Figura 17. Analisis STEM. Las flechas indican cuales son las nanoparticulas.
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Figura 18. Tamafio promedio de las nanoparticulas en agua.
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IV.2.4. Andlisis FT-IR

La figura 19 muestra el espectro FT-IR del acido 11-metacriloilamido
undecanoico, 5-fluorouracilo y nanoparticulas cargadas con 5-fluorouracilo. Las
nanoparticulas muestran una banda amplia a 3379 cm™ equivalente al
estiramiento N-H de una amina secundaria. Los picos a 2923 y 2852 cm! estan
relacionados al estiramiento C-H de un alcano, también un pico distintivo a 1707
cm? correspondiente a la vibracién de grupos carboxilicos C=0 no ionizados v,
se encontré un pico a 1616 cm ! de la vibracién C=C. Los picos principales para
5-FU son una banda amplia de 3350 a 2750 cm™ que esta relacionado con la
vibraciéon de estiramiento N-H, un pico distintivo a 1648 cm™ que muestra la
vibraciéon de estiramiento de C=0 y un pico a 1244 cm™* que coincide con el
estiramiento del enlace C-F. Las bandas en la regién de la huella dactilar se deben
a las vibraciones del anillo de pirimidina sustituido (994-550 cm). Con respecto
a los espectros de las nanoparticulas cargadas con 5-FU, Se encontr6 la banda
correspondiente a la vibracion de estiramiento de N-H a 3379 cm, los picos a
2923 cm y 2852 cm™ corresponden al estiramiento del enlace C-H de un alcano
y los picos a 1710 cmy 1616 cm™ se relacionan al grupo C=0 y al enlace C=C.
Finalmente el pico de estiramiento de C-F fue encontrado a 1244 cm™. Estos
hallazgos prueban la presencia de 5-FU en las nanoparticulas, asi como la
interaccion entre el polimero y el farmaco cuando el pico C=0 se desplazé de

1707 cm?y 1648 cm*a 1710 cm,
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Figura 19. Espectro FT-IR del acido 11-metacriloilamido undecandico, 5-fluorouracilo y

nanoparticulas cargadas con 5-fluorouracilo.

IV.3. Liofilizacién y reconstitucion de los nanogeles
Se procedi6 a realizar el estudio de estabilidad del material mediante
liofilizado y reconstitucién. El liofilizado resulté ser un polvo blanquecino, sélido,

esponjoso y fino (figura 20).
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Figura 20. Muestra del liofilizado de los nanogeles sintetizados.

Para la reconstitucion de los nanogeles, se volvi6 a medir el diametro
hidrodindmico a diferentes valores de pH con el fin de verificar su estabilidad luego
del liofilizado, estos resultados se encuentran promediados en la figura 21 en donde
se observa que los didmetros hidrodinamicos incrementaron en tamafio a diferencia
de los didmetros hidrodindmicos obtenidos en la sintesis, lo cual, se podria deber
precisamente a que luego del proceso de liofilizacién, de acuerdo a varios autores,
las nanoparticulas pueden llegar a presentar cambios en sus caracteristicas, tal
como este caso en el que ocurrié un aumento de tamafio en medio tampodn, después
de la liofilizacion debido a que suele generar tensiones en las NPs durante los pasos
de congelacion y secado (Azizi et al., 2010), de hecho, se sabe que durante la
congelacion de una muestra se produce una separacion de fases en hielo y en una
solucion criocentrada, esta ultima solucion se compone de NPs y otros
componentes de la formulacion como tensoactivos libres, amortiguadores y
farmacos descargados. Esta alta concentracion de particulas puede inducir
agregacion y, en algunos casos, fusion irreversible de NPs; ademas de que la

cristalizacion del hielo puede ejercer una tensibn mecanica sobre las NPs
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conduciendo a su desestabilizacion. Por tal razon, se recomienda agregar
protectores dentro de la suspensién de NPs antes de congelar con el fin de proteger
estos sistemas, uno de los mas comunmente utilizados es el manitol (Abdelwahed
et al., 2006). En este caso, los tamafios de los hanogeles en un rango de pH de 6.0
a 9.0 fueron de los 250 a 660 nm (figura 22). Estos tamafios se consideran
adecuados y efectivos aun para un sistema de administracion de farmacos debido
a que en la literatura se menciona que, generalmente, se prefiere que el tamafio de
los nanomateriales se encuentre en un rango de ~350-800 nm ya que estos
tamafos seran mas permeables a través de tejidos cancerosos en lugar de tejidos

sanos (Banerjee et al., 2017). En el anexo 6 se presentan los datos obtenidos.
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Figura 21. Tamafio promedio de los nanogeles a distintos pH luego del reconstituido (promedio +

D.E., n=3).
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Figura 22. Tamarfio promedio de los nanogeles a los pH 6.0, 7.0, 8.0 y 9.0, luego del reconstituido

(promedio = D.E., n=3).

IV.4. Cargado de los nanogeles con 5-FU

Los experimentos de cargado con 5-FU en los nanogeles se realizaron de
acuerdo al método de equilibrio. Con base en lo reportado por Ashwanikumar et.,
2012 y, Zhu et al., 2013, los grupos carboxilicos presentes en las cadenas del
polimero pueden formar enlaces de hidrogeno 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 nuestros complejos polimero-farmaco. En
la tabla 3 se muestran los resultados obtenidos de acuerdo a la curva de calibracion
obtenida por UV-VIS (anexo 2) y a los calculos utilizados en el anexo 1 para obtener

la capacidad de carga del farmaco (CCF) y la eficiencia de carga del farmaco (EFC).
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Tabla 3. Capacidad de carga del farmaco (CCF) y eficacia de carga del farmaco (ECF).

CCF (%) ECF (%)

14.34 37.58

La encapsulacion de un sistema de administracion se informa muy
comunmente en términos de su porcentaje de CCF, es decir, el porcentaje en peso
del farmaco cargado por unidad de peso del vehiculo de administracion. Para la
mayoria de los acarreadores de administracion de farmacos, se sugiere que el valor
razonable para un CCF se encuentra entre 5 y 25%. Normalmente, las altas
capacidades de carga informadas estan en el rango del 10 al 60% (Chacko et al.,
2012). Por otro lado, con respecto a la ECF, Sahu et al, 2017 menciona que una
ECF cerca del 40% indica una carga de farmaco decente. Por tales razones, el CCF

y la EFC obtenidos en esta investigacion se consideran buenos.

IV.5. Estudio de liberacion in vitro de 5-FU
Los experimentos para la liberacion del 5-FU incorporado a los hanogeles se
realizaron variando el pH del medio de liberacion, con la finalidad de analizar la
aplicacién de los nanogeles en la liberacion controlada y sostenida de los farmacos
en condiciones fisioldgicas similares a las encontradas en el TGI. Para cuantificar la
cantidad de farmaco liberado con respecto a su absorbancia, se utilizaron las curvas

de calibracién mostradas en los anexos 3, 4 y 5 para cada pH. Por otro lado, para
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obtener la fraccion liberada con respecto al tiempo, se utilizaron los célculos
mostrados en los anexos 8, 9y 10. El estudio de liberacion in vitro de los nanogeles
de CAM10 se realizé mediante el uso de bolsas de dialisis conteniendo buffers a pH
1.2, 6.8 y 7.4, junto la muestra, a 37°C. El patron de liberacion de nuestra
nanoformulacion a los diferentes pH se muestra en la figura 23 en donde en pH
acido, se liberd una baja concentracion de farmaco, aproximadamente menos del
10% en 24 h. Por otro lado, a los pH de 6.8 y 7.4 se observé 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. También se observa que, en el caso de la liberacién
a pH 6.8, inicia muy similar a la liberacion en pH 74, sin embargo, a partir de las 2 h
hay una disminucién de la liberacion. Ademas, la liberacion de 5-FU libre fue mayor
con respecto a la liberacion del 5-FU cargado en los nanogeles, lo cual podria
deberse a que el polimero utilizado al ser muy hidrofébico, se ioniza, pero no se
hincha lo suficiente como para liberar suficiente farmaco. Sin embargo, debido a
que el 5-FU es un acido débil (anién), existe cierta repulsiéon con los grupos acidos
del nanogel. Por tales motivos, se demostré que la liberacion del farmaco de los
nanogeles aumenta a medida que se incrementa el valor de pH, pero de una forma
lenta y sostenida. Un caso similar se observé también en lo reportado por
Ashwanikumar et al, 2012, en donde la liberacién de 5-FU a partir de nanogeles a
base de metacrilatos incrementaba conforme aumentaba el pH, mostrando a pH
basico (7.8) un patrén de liberacion sostenida a lo largo del tiempo y, llegando a una
liberacion de hasta el 90% a las 15 h, esta liberacion controlada del farmaco de la
matriz polimérica se atribuyo en gran medida a la hidrofilia y versatilidad de los

nanogeles. Nuestros nanogeles siguen este modelo de liberacion sostenida.
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En la figura 24 se presenta la fraccion liberada del 5-FU libre a los diferentes
valores de pH. De acuerdo con un reporte previo, el 5-FU a pH acido (6.0) fue
liberado de hidrogeles en un 90.9% luego de 15 dias de incubacion, mientras que
solo el 58.9% fue liberado a pH fisiologico (pH 7.4), esto podria atribuirse a la
protonacion a pH acido de los grupos amino presentes en el 5-FU. Esto no presento
un problema en nuestro caso probablemente debido a la alta hidrofobicidad del

polimero utilizado (Wu et al., 2016).

ESTUDIO DE LIBERACION

1.0 1
| —a—pHT74
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Figura 23. Fraccion liberada in vitro de los nanogeles cargados con 5-FU y de 5-FU libre a

los valores de pH 1.2, 6.8 y 7.4 (promedio = D.E., n=3).
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Figura 24. Fraccion liberada promedio del 5-FU libre a los valores de pH 1.2, 6.8y 74
(promedio £D.E., n=3).

IV.6. Estudio de viabilidad en la linea celular HeLa mediante el método de
MTT

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 90% a las 24 h (figura 25-27). Las
concentraciones utilizadas se presentan en el anexo 11. En el caso de los
nanogeles libres (figura 27), se muestra una baja toxicidad hacia las células de
cérvix, HelLa. Por otro lado, la baja toxicidad en el caso del 5-FU libre (figura 25)
podria deberse a que las concentraciones utilizadas fueron muy pequefias como

para provocar muerte celular, esto se puede corroborar con base en lo reportado
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por Sahu et al, 2017, en el que utilizaron concentraciones de 200 a 1000 pg/ml de
5-FU con las que se observo que las células empleadas HaCaT (queratinocitos
humanos inmortalizados) presentaron una viabilidad del 50% a la méaxima
concentracion (1000 pg/ml) pero, al aplicar estas concentraciones a una linea
celular de melanoma, se encontré una citotoxicidad mayor por parte del 5-FU.
Ademas, de acuerdo aWu et al, 2016, se realizé un estudio de citotoxicidad en
donde se evalu6 el porcentaje de viabilidad en las lineas celulares C26 (células
de carcinoma de raton), utilizando concentraciones de 5-FU que iban de los 8x10
8 hasta 80 pg/ml y, se observd en los resultados que a partir de las
concentraciones de 0.8 a 80 ug/ml se obtuvieron porcentajes de viabilidad de 20
a 50%, por lo que si existi6 una muerte celular considerable a concentraciones
similares a las utilizadas en este estudio. Sin embargo, en otro estudio se
aplicaron concentraciones de 50 y 100 uM (650 y 13.050 ug, respectivamente) a
la linea celular HeLa para evaluar la citotoxicidad, dentro de los resultados se
encontro que el porcentaje de viabilidad fue de 65% para la concentracion de 50
MM y 39% para la concentracién de 100 uM (Benito-Miguel et al., 2015). Por lo
tanto, es importante tomar en cuenta que el grado de citotoxicidad dependera de
la linea celular a utilizar, si se trata de una linea cancerigena o sana y, de las
concentraciones seleccionadas. De acuerdo con este Ultimo articulo, podriamos
inferir, ya que se utiliza la misma linea celular empleada en esta investigacion,
gue las concentraciones utilizadas en el experimento de viabilidad celular fueron
muy bajas como para producir citotoxicidad en la linea celular HelLa.

Por otro lado, también se observo que el 5-FU libre fue ligeramente mas

citotoxico en comparacion con los nanogeles cargados (figura 26) para lo cual, se
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tienen dos especulaciones, la primera se podria deber a que se utilizé la misma
cantidad de nanogeles cargados que la utilizada con el 5-FU libre, sin tomar en
cuenta la cantidad de 5-FU dentro de los nanogeles, razon por la cual, la
concentracion de 5-FU resulté ser mucho menor a la utilizada con el 5-FU libre.
La segunda razon se podria deber a que el 5-FU es mas toxico al ser empleado
de manera libre a diferencia de que si se encuentra encapsulado, sin embargo,
se tendrian que realizar nuevos estudios con las concentraciones de farmaco
dentro de nanogeles equivalentes a las del farmaco libre para poder comprobar
esta idea, ya que en varios estudios en los que se encapsulé 5-FU dentro de
nanogeles se observé mayor citotoxicidad con los nanogeles que con el farmaco
libre, tal como lo reporté Ashwanikumar et al, 2012.

Es importantes tomar en cuenta que esta baja citotoxicidad por parte de los
nanogeles cargados también se podria deber a la lenta liberacién observada en
el estudio anterior, otro motivo por el cual deberian repetirse algunos de los

estudios aqui realizados.
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Figura 25. Evaluacion de viabilidad celular del 5-FU libre mediante el ensayo MTT en la linea

celular HeLa (promedio = D.E., n=3).
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Figura 26. Evaluacion de viabilidad celular de los nanogeles cargados de 5-FU mediante el ensayo

MTT en la linea celular HeLa (promedio + D.E., n=3).
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Figura 27. Evaluacion de la citotoxicidad de los nanogeles libres mediante el ensayo MTT

en la linea celular HelLa (promedio + D.E., n=3).
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CAPITULO V. CONCLUSIONES
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El tratamiento del cancer de colon con 5-FU se asocia con una alta toxicidad,
un alto metabolismo y baja biodisponibilidad. Por lo tanto, la terapia con 5-FU a
menudo es ineficiente para el tratamiento del cancer de colon. En este estudio
desarrollamos NGs que fueron cargados con el farmaco 5-FU para superar estas

limitaciones.

Los NGs sintetizados poseen tamafios dentro del rango 6ptimo para su uso
como DDS, sin embargo, para mejorar su estabilidad luego del proceso de
liofilizacion seria deseable utilizar un crioprotector. Ademas, mostraron una
liberacion muy lenta pero sostenida e incrementada a medida que el pH se elevaba
por lo que, si demostraron ser sensibles a pH y podrian ser empleados para
favorecer la liberacion del farmaco directo en el colon en estudios in vivo. Ademas,
se podrian utilizar para probar la liberacion de otro tipo de farmacos o compuestos,

debido a que también presentan un porcentaje de carga y eficiencia muy bueno.

A pesar de que no resultaron ser toxicos para las células HelLa a las
concentraciones utiizadas en este estudio, se debe de tomar en cuenta el
incremento y la equivalencia de las concentraciones para obtener mejores
resultados de citotoxicidad y poder evidenciar de mejor manera la posible
citotoxicidad mayor por parte de los nanogeles cargados en comparacién con el 5-
FU libre, ya que no se realizd la conversion debida para tener dentro de los
nanogeles la misma cantidad de 5-FU libre utilizada, asimismo, podrian ser
probados en lineas celulares de cancer de colon para conocer si las nuevas
concentraciones utilizadas resultan ser mas téxicas en comparaciéon con las células

gue se utilizaron en este estudio.
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ANEXO 1. Calculos para obtener el porcentaje de carga y la eficiencia.

Capacidad de carga del farmaco:

MFng

CCF = Mng + MFng

x 100

Eficacia de carga del farmaco:

_ MFng
ECF = VI

x 100

Donde:

MFng= masa del farmaco en los nanogeles
Mng= masa de los nanogeles

MF= masa del farmaco
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ANEXO 2. Curva de calibracion para el cargado y la liberacion de 5-fluorouracilo

con etanol por UV-VIS.

ng/ml  Absorbancia
10 0.182
20 0.369
30 0.545
40 0.711
50 0.885

a
o
©

0.6
0.4
<0.2

bsorbanci

y =0.0175x + 0.014
R2 =0.9996

20 40
Concentracion (ug/ml)

60
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ANEXO 3. Curva de calibracion para el cargado y la liberacion de 5-fluorouracilo
a pH 7.4 por UV-VIS.

ug/ml  Absorbancia

1

c 0.8 y = 0.0176x + 0.0046
w0 0165 S R2=0.991

§ 0.6
20 0.348 Q

204
30 0.579 202
40 0.700 0

0 20 40 60

>0 0.868 Concentracion (ug/ml)
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ANEXO 4. Curva de calibracion para la liberacion de 5-fluorouracilo a pH 6.8 por

UV-VIS.
ug/ml Absorbancia
10 0.213
20 0.355
30 0.535
40 0.725
50 0.948

® 0.8
0.6
0.4

bsorbanc

A
o
(N}

y = 0.0184x + 0.0032
R2=0.9937

20 40
Concentracién (ug/ml)

60
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ANEXO 5. Curva de calibracion para la liberacion de 5-fluorouracilo a pH 1.2 por

UV-VIS.
ug/ml Absorbancia 1
0.8 y = 0.1778x + 0.0036
10 0.190 s R2 = 0.9767
€ 0.6
20 0.385 S
S04
30 0.463 o]
<02
40 0.751
0
50 0.896 0 2 4 6

Concentracién (ug/ml)
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ANEXO 6. Tablas de los tamafios a diferentes valores de pH de la sintesis y de la

reconstitucion de los NGs.

pH Sintesis 1  Sintesis 2 Sintesis 3 Promedio Dh (nm) PDI
(nm) (nm) (nm)

1.2 986.03 1168.00 202.80 785.61 +512.86 0.70
2 479.45 1094.00 7517.33 3030.26 + 3898.05 0.68
3 1146.00 369.47 1454.47 989.98 + 559.07 0.73
4 995.40 458.70 381.13 611.74 + 334.51 0.85
5 2010.00 65.99 77.45 717.81+£1119.08 0.23
6 62.68 52.04 74.74 63.15 + 11.36 0.05
7 63.45 73.18 84.88 73.84 £ 10.73 0.07
8 78.07 68.77 108.03 84.96 + 20.52 0.05
9 73.81 58.09 78.20 70.03 £ 10.58 0.11

AGUA 148.50 78.8 72.59 99.96 +42.15 0.36
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pH Reconstitucion Reconstitucion 2 Reconstituciéon 3 Promedio Dh (nm)

1 (nm) (nm) (nm)

1.2 224 302.9 547.23 358.04 £ 168.52
2 348 3812.0 2383.67 2181.22 £ 1740.85
3 347.4 1151.2 1220.40 906.33 + 485.29
4 299.7 544.6 1161.67 668.67 + 444.17
5 147.2 400.7 2008.00 851.97 £ 1009.15
6 229.6 874.9 736.10 613.52 + 339.65
7 174.9 405.5 196.97 259.11 £ 127.23
8 132.5 779.8 963.00 625.10 £ 436.33
9 136.9 667.9 1169.67 658.17 £ 516.45
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ANEXO 7. Tabla de potencial zeta de los NGs.

pH lra 2da 3ra Promedio (mV)
sintesis  sintesis  sintesis
(mV) (mV) (mV)

1.2 -2.03 -3.89 -21.7 -9.2+10.8
2 -4.25 -12.3 -17.3 -11.3+6.5
3 -17.2 -6.65 -19.3 -14.4 £ 6.7
4 -18.7 -11 -20.8 -16.8+5.1
5 -32.4 -3.25 -32.9 -22.9+16.9
6 -29.3 -15.2 -32.8 -25.8+9.3
7 -32.8 -16.9 -15 -21.6 +9.7
8 -18.5 -16.7 -31.9 -22.4 + 8.3
9 -24.5 -15 -29.4 -23.0+7.3

Agua -18.9 -5.03 -46.7 -23.5+21.2
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ANEXO 8. Andlisis para cuantificar la liberacion del 5-FU libre y de 5-FU de los

nanogeles a pH 1.2.

FARMACO PURO (5-FU)

. . Liberado |Liberado s

JUEIRE Absorbancia CEMERrIED alicuota | parcial total F_raccmn

(h) (ng/ml) liberada

(H9) (H9)

0 0 0 0 0 0 0

0.25 0.162 1 1 36 36 0.051
0.5 0.131 1 1 60 61 0.087
0.75 0.218 1 1 68 70 0.100
1 0.246 2 2 80 83 0.119
2 0.287 1 1 32 37 0.053
4 0.118 1 1 36 41 0.059
8 0.13 1 1 29 35 0.050
12 0.107 1 1 29 36 0.051
24 0.106 1 1 30 37 0.053
36 0.109 0 0 1 7 0.010

NANOGELES CARGADOS (nano+5-FU)

Ti . Liberado | Liberado .
'€MPO | Apsorbancia CEEE T alicuota | parcial total Eraccmn
(h) (ng/ml) liberada

(Lg) (1g)

0 0 0 0 0 0 0

0.25 0.005 0.01 0.01 0.39 0.39 0.001
0.5 0.007 0.02 0.02 0.96 0.96 0.001
0.75 0.012 0.05 0.05 2.36 2.39 0.003
1 0.017 0.08 0.08 3.77 3.84 0.005
2 0.024 0.11 0.11 5.74 5.89 0.008
4 0.014 0.06 0.06 2.92 3.19 0.005
8 0.01 0.04 0.04 1.80 2.12 0.003
12 0.013 0.05 0.05 2.64 3.00 0.004
24 0.013 0.05 0.05 2.64 3.06 0.004
36 0.036 0.18 0.18 9.11 9.58 0.014

-118 -




. .| Concentracion . Liberqdo = DB Fraccion
Tiempo (h) | Absorbancia alicuota | parcial total ,
(ng/ml) liberada
(H9) (H9)
0 0 0 0 0 0 0
0.25 0.019 0.09 0.09 4.33 4.33 0.006
0.5 0.022 0.10 0.10 5.17 5.26 0.008
0.75 0.028 0.14 0.14 6.86 7.05 0.010
1 0.021 0.10 0.10 4.89 5.22 0.007
2 0.02 0.09 0.09 4.61 5.04 0.007
4 0.005 0.01 0.01 0.39 0.91 0.001
8 0.013 0.05 0.05 2.64 3.17 0.005
12 0.014 0.06 0.06 2.92 3.50 0.005
24 0.02 0.09 0.09 4.61 5.25 0.007
36 0.023 0.11 0.11 5.46 6.18 0.009
_ | concentracion ) Liberz_ido Liberado Eraccion
Tiempo (h) | Absorbancia alicuota | parcial total ,
(ug/ml) liberada
(ug) (ug)
0 0 0 0 0 0 0
0.25 0.003 0.00 0.00 0.17 0.17 0.000
0.5 0.011 0.04 0.04 2.08 2.08 0.003
0.75 0.017 0.08 0.08 3.77 3.81 0.005
1 0.019 0.09 0.09 4.33 4.44 0.006
2 0.029 0.14 0.14 7.14 7.34 0.010
4 0.03 0.15 0.15 7.42 7.77 0.011
8 0.034 0.17 0.17 8.55 9.04 0.013
12 0.033 0.17 0.17 8.27 8.93 0.013
24 0.04 0.20 0.20 10.24 11.06 0.016
36 0.042 0.22 0.22 10.80 11.83 0.017
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ANEXO 9. Andlisis para cuantificar la liberacion del 5-FU libre y de 5-FU de los

nanogeles a pH 6.8.

FARMACO PURO (5-FU)

: - Liberado |Liberado .
Tiempo ._|Concentracion | _,. : Fraccion
(h) Absorbancia (ug/ml) alicuota| parcial total liberada
(19) (19)
0 0 0 0 0 0 0
0.25 0.117 6.18 6.18 309.24 | 309.24 0.44
0.5 0.139 7.38 7.38 369.02 | 375.21 0.54
0.75 0.139 7.38 7.38 369.02 | 382.59 0.55
1 0.148 7.87 7.87 393.48 | 414.42 0.59
2 0.219 11.73 11.73 586.41 | 615.23 0.88
4 0.15 7.98 7.98 398.91 | 439.46 0.63
8 0.104 5.48 5.48 273.91 | 322.43 0.46
12 0.1 5.26 5.26 263.04 | 317.04 0.45
24 0.088 4.61 4.61 230.43 | 289.70 0.41
36 0.053 2.71 2.71 135.33 199.20 0.28
NANOGELES CARGADOS (nano+5-FU)
Tiempo . |Concentracion| _,, L|berz_;1do Liberado Fraccion
h) Absorbancia (ug/ml) alicuota | parcial total liberada
(H9) (H9)
0 0 0 0 0 0 0
0.25 0.008 0.26 0.26 13.04 13.04 0.02
0.5 0.021 0.97 0.97 48.37 48.63 0.07
0.75 0.032 1.57 1.57 78.26 79.49 0.11
1 0.046 2.33 2.33 116.30 | 119.10 0.17
2 0.064 3.30 3.30 165.22 | 170.34 0.24
4 0.015 0.64 0.64 32.07 40.49 0.06
8 0.013 0.53 0.53 26.63 35.70 0.05
12 0.01 0.37 0.37 18.48 28.08 0.04
24 0.041 2.05 2.05 102.72 | 112.68 0.16
36 0.078 4.07 4.07 203.26 | 215.28 0.31
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: . | Concentracién | _,. L'ber?‘do = Dl Fraccién
Tiempo (h) | Absorbancia alicuota | parcial total ,
(ug/ml) liberada
(H9) (9)
0 0 0 0 0 0 0
0.25 0.03 1.46 1.46 72.83 72.83 0.10
0.5 0.034 1.67 1.67 83.70 85.15 0.12
0.75 0.04 2.00 2.00 100.00 | 103.13 0.15
1 0.045 2.27 2.27 113.59 | 118.72 0.17
2 0.046 2.33 2.33 116.30 | 123.71 0.18
4 0.048 2.43 2.43 121.74 | 131.47 0.19
8 0.028 1.35 1.35 67.39 79.55 0.11
12 0.045 2.27 2.27 113.59 | 127.10 0.18
24 0.038 1.89 1.89 94.57 110.35 0.16
36 0.057 2.92 2.92 146.20 | 163.87 0.23
., Liberado |, . L,
Tiempo (h) | Absorbancia CEMEETUCEIET alicuota | parcial iEls F_raccmn
(ug/ml) (L) total (ug) | liberada
0 0 0 0 0 0 0
0.25 0.014 0.59 0.59 29.35 29.35 0.04
0.5 0.021 0.97 0.97 48.37 48.96 0.07
0.75 0.022 1.02 1.02 51.09 52.64 0.08
1 0.031 151 1.51 75.54 78.12 0.11
2 0.043 2.16 2.16 108.15 112.24 0.16
4 0.046 2.33 2.33 116.30 122.55 0.18
8 0.045 2.27 2.27 113.59 122.16 0.17
12 0.046 2.33 2.33 116.30 127.15 0.18
24 0.047 2.38 2.38 119.02 132.20 0.19
36 0.06 3.09 3.09 154.35 169.90 0.24
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ANEXO 10. Analisis para cuantificar la liberacion del 5-FU libre y de 5-FU de los

nanogeles a pH 7.4.

FARMACO PURO (5-FU)

: ., Liberado | Liberado .,
Ul Absorbancia CRMEETUEELGT alicuota arcial total F_rac0|on
(h) (ug/ml) P liberada
(19) (19)
0 0 0 0 0 0 0
0.25 0.135 7.41 7.41 370.45 370.45 0.53
0.5 0.166 9.17 9.17 458.52 465.93 0.67
0.75 0.17 9.40 9.40 469.89 486.47 0.69
1 0.17 9.40 9.40 469.89 495.86 0.71
2 0.193 10.70 10.70 535.23 570.60 0.82
4 0.192 10.65 10.65 532.39 578.47 0.83
8 0.174 9.63 9.63 481.25 537.98 0.77
12 0.177 9.80 9.80 489.77 556.13 0.79
24 0.186 10.31 10.31 515.34 591.49 0.84
36 0.184 10.19 10.19 509.66 596.11 0.85
NANOGELES CARGADOS (nano+5-FU)
Tiempo | Absorbancia Concentracion alicuota Libergdo Liberado F_racci()n
(ng/ml) parcial total liberada
0 0 0 0 0 0 0
0.25 0.035 1.73 1.73 86.36 86.36 0.12
0.5 0.045 2.30 2.30 114.77 116.50 0.17
0.75 0.048 2.47 2.47 123.30 127.32 0.18
1 0.059 3.09 3.09 154.55 161.03 0.23
2 0.04 2.01 2.01 100.57 110.15 0.16
4 0.042 2.13 2.13 106.25 117.84 0.17
8 0.043 2.18 2.18 109.09 122.81 0.18
12 0.045 2.30 2.30 114.77 130.67 0.19
24 0.056 2.92 2.92 146.02 164.22 0.23
36 0.069 3.66 3.66 182.95 204.07 0.29
. .| Concentracion . Liberado | Liberado | Fraccién
Tiempo | Absorbancia alicuota X .
(ug/ml) parcial total liberada
0 0 0 0 0 0 0
0.028 0.028 1.33 1.33 66.48 66.48 0.09
0.031 0.031 1.50 1.50 75.00 76.33 0.11
0.032 0.032 1.56 1.56 77.84 80.67 0.12
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0.032 0.032 1.73 1.73 86.36 90.75 0.13
0.035 0.035 3.66 3.66 182.95 189.07 0.27
0.069 0.069 4.17 4.17 208.52 | 218.30 0.31
0.078 0.078 4.23 4.23 211.36 225.31 0.32
0.079 0.079 4.63 4.63 231.25 249.42 0.36
0.086 0.086 4.68 4.68 234.09 256.89 0.37
0.087 0.087 4.68 4.68 234.09 | 261.57 0.37
: .| Concentracion . Liberado | Liberado | Fraccion
Tiempo | Absorbancia alicuota . .
(ug/ml) parcial total liberada
0 0 0 0 0 0 0
0.25 0.012 0.42 0.42 21.02 21.02 0.03
0.5 0.02 0.88 0.88 43.75 4417 0.06
0.75 0.036 1.78 1.78 89.20 90.50 0.13
1 0.038 1.90 1.90 94.89 97.97 0.14
2 0.05 2.58 2.58 128.98 133.95 0.19
4 0.082 4.40 4.40 219.89 227.44 0.32
8 0.082 4.40 4.40 219.89 231.84 0.33
12 0.079 4.23 4.23 211.36 227.72 0.33
24 0.063 3.32 3.32 165.91 186.49 0.27
36 0.075 4.00 4.00 200.00 223.90 0.32
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ANEXO 11. Calculos y tabla de concentraciones utilizadas en el estudio de

viabilidad celular.

Los calculos se tomaron en cuenta utilizando 0.5 ml de medio para tener medio
suficiente para cubrir los 3 pocillos de cada triplicado. Para los nanogeles libres y

los cargados se utilizaron las siguientes ecuaciones:

Nano+5-FU y nanogeles libres: Se tom6 1.5 mg y se mezclé con 1.5 ml de medio
DMEM (1 mg/ml).

(100 %)(0.5 ml)

5 pg/ ml = —1- e 0.0025 ml
(20 89 0.5 mi)
— ml —
20 pg/ ml = g 0.01 ml
50 g/ mi = 2O ™_ o 005 1y
Hg/mi = 1000 g m
100 pg/ mi = {CmOS™_ o
Hg/mi= 1000 pg m

En el caso del 5-FU, debido a que se prepar6 una solucién de menor concentracion,

se utilizaron las siguientes ecuaciones:

5-FU: Se tomd 1 mg y se mezcl6 con 1.5 ml de medio DMEM (0.6 mg/ml).

(100 %)(0.5 ml)

5ug/ ml= 00w 0.0041 ml
20 ug/ mi = Pa@™_ 4 016 mi
Hg/ ml = "—¢2 -0 m
50 ¥9)(0.5 ml
50 pg/ ml = M: 0.041 ml

600 pg
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(100 %)(0.5 ml)

100 pg/ ml = B0 0.083 ml
5-FU libre y Concentracion
nano+5-FU de 5-FU dentro

Concentracion de nanogeles
(Hg/ml) (g/ml)
5 0.7
20 2.5
50 7
100 14

Nanogeles
5-FU Nanogeles 5-FU cargados
libre cargados Medio con 5-FU

(ul con5-FU tomado Medio
tomado) (pl tomado) (uh) tomado (ul)
4.1 2.5 495.8 497.5

16.6 10 483.4 490
41.6 25 458.4 475
83.3 50 416.7 450
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