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RESUMEN

Los farmacos quimioterapéuticos (doxorrubicina, valrubicina y metotrexato) y los agentes
fotosensibilizantes (rodamina B y protoporfirina IX) son ingredientes farmacéuticos activos
(API, por sus siglas en inglés Active Pharmaceutical Ingredient) altamente empleados en el
tratamiento contra diferentes tipos de cancer. Sin embargo, sus efectos adversos son graves,
y desafortunadamente sus caracteristicas fisicoquimicas y toxicoldgicas limitan su
administracion oral, lo que reduce significativamente la respuesta a la terapia. La
administracion parenteral es la via més utilizada y suelen observarse multiples efectos que

reducen la calidad de vida de los pacientes.

Para potenciar los efectos de estos agentes, se propuso que sean administrados y
transportados en sistemas de entrega de farmacos auto-nanoemulsionantes (SNEDDS, por
sus siglas en inglés in self-nanoemulsifying drug delivery systems), los cuales son vehiculos
que forman una emulsidon nanométrica, que gracias a sus caracteristicas permitieron

optimizar el transporte, captacion y liberacion de los APl mencionados.

En la presente investigacion se caracterizaron fisicoquimica y biol6gicamente dos tipos de
nanosistemas: SNEDDS simples (O/W), capaces de acarrear API, denotados como
(API)SNEDDS y SNEDDS multifasicos (W/O/W), compuestos de un nucleo de quitosano
(CTS) capaz de encapsular ARN (no caracterizado en este trabajo de tesis) y el API,
CTS@(APISNEDDS. Los SNEDDS obtenidos presentaron un tamafio promedio de
particula menor a 50 nm, de forma cuasiesférica bien definida. Se observo una eficiencia de
atrapamiento entre 48 y 98 %, se observo la proteccion de los SNEDDS en el tracto
gastrointestinal (pH 1.2), asi como una mayor liberacion del API en fluidos intestinales a pH
6.8. A una concentracién de 10 uM se observd el efecto sinérgico de los APl en SNEDDS
en lalinea celular HCT-116, asi como el aumento en la internalizacion celular, y se identifico
que tiene un efecto de permeabilidad y retencion aumentada, por lo que se concluye que estos

sistemas son una nueva opcion para la liberacion de APIs para el tratamiento oral del cancer.
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ABSTRACT

Chemotherapeutic drugs (doxorubicin, valrubicin and methotrexate) and photosensitizing
agents (rhodamine B and protoporphyrin IX) are active pharmaceutical ingredients (APIs)
widely used in the treatment of various types of cancer. However, their toxic side effects are
severe and, unfortunately, their physicochemical and toxicological characteristics limit their
oral administration, which significantly reduces the response to therapy. Parenteral
administration is the most used route and multiple effects are often observed that reduce the

patients quality of life.

To enhance the effects of these agents, it was proposed the administration and transportation
of APIs in self-nanoemulsifying drug delivery systems (SNEDDS), which are vehicles that
form a nanometric emulsion, which due to their intrinsic characteristics allowed optimizing

transport, uptake and APIs release.

In the present investigation, two types of nanosystems were characterized physicochemically
and biologically: simple SNEDDS (O/W) carrying API, denoted as (API)SNEDDS and
multiphase SNEDDS (W/O/W), composed of a chitosan (CTS) carrying RNA and API (not
characterized in this thesis work), CTS@(API)SNEDDS. The SNEDDS obtained presented
an average particle size of less than 50 nm, quasispherical and well defined shape. An
entrapment efficiency between 48 and 98 %, protection of the SNEDDS in the
gastrointestinal tract (pH 1.2), as well as a higher release of the API in intestinal fluids at pH
6.8 was observed. At 10 uM of API concentration in SNEDDS, synergistic effect was
observed in HCT-116 cell line, also, an increase in cell internalization was identified.
SNEDDS had an increased permeability and retention effect, so it is concluded that these
systems are a new option for the release of APIs for the oral treatment of cancer.
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Capitulo 1. Fundamentos teoricos

1.1 Sistemas nanoparticulados basados en lipidos

El cancer es un conjunto de enfermedades caracterizadas por la division anormal de las
células del cuerpo, en las cuales pueden formarse tumores malignos. Los tratamientos
adyuvantes, después de la cirugia, suelen ser quimioterapia, inmunoterapia, radioterapia,
terapia hormonal, terapia génica y la terapia fotodinamica (TFD) (Wong et al. 2019; Lee et
al. 2021).

Desafortunadamente, en el tratamiento secundario se pueden producir diversas respuestas
que limitan el ataque a la enfermedad, como la farmacorresistencia, baja concentracion del
Principio farmacéutico activo (API) en el sitio de interés, distribucion no especifica en
tejidos sanos y una tasa de excrecion rapida que se asocia con efectos adversos graves, como
nauseas, alopecia, alteracion de la mucosa de la boca, la faringe, médula 6sea, toxicidad
hepaética, renal, cardiaca, entre otros (Aviral et al. 2011; Gonzalez-Fernandez et al. 2017,
Jeught et al. 2018).

La nanotecnologia se ha convertido en el pilar para la mejora en la respuesta terapéutica y
disminucion de la toxicidad. Los sistemas nanoparticulados son aquellos que miden menos
de 100 nm, y se ha comprobado que pueden superar las limitaciones ocasionadas por la
terapéutica convencional, gracias a sus propiedades fisicoquimicas U(nicas y sus
modificaciones funcionales debido a su composicion. Permiten generar tamafios y carga de
superficie adecuados que interactian con los sistemas bioldgicos, que permiten cargar
farmacos lipofilicos e hidrofilicos, generar una liberacion controlada y sostenida. También
son biocompatibles o biodegradables, lo que genera un perfil de baja toxicidad (H. Li et al.
2023).

Cuando se desarrolla un sistema nanoparticulado, es importante considerar en el tipo de API
por acarrear y la forma de administracion. Las nanoparticulas organicas de tipo lipidicas son

los liposomas, nanoparticulas lipidicas solidas (SLN, solid lipid nanoparticle),
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transportadores de lipidos nanoestructurados (NLC, nanostructured lipid carrier),
conjugados de lipidos y farmacos (LDC, lipid drug conjugates) y nanoemulsiones, como los
sistemas de entrega de farmacos auto-emulsionantes (SEDDS). El objetivo de este tipo de
nanoparticulas es aumentar la carga util de API lipofilicos, sin embargo, también se puede
hacer la carga de APIs hidrofilicos, como en los liposomas. Este tipo de nanoparticulas en
general presentan una produccion facil, purificacion simple, liberacion controlada de
farmacos, vida 0til de varios meses, absorcion y disolucién mejoradas de API, ademas,
permiten generar terapias combinadas, como la quimio-inmunoterapia, quimio-radioterapia,

quimio-terapia génica y la quimio-fotodindmica (AbouAitah et al. 2022).

El direccionamiento eficaz de los API se basa en el comportamiento de entrega pasivo o
activo. La entrega pasiva dependerd de la concentracion de las particulas, se basa
principalmente en el tamafio reducido que permite la extravasacién en los tejidos tumorales
mientras que evita la precipitacion o degradacion temprana de los API, ademas, se ha
descrito ampliamente el efecto de retencion y permeabilidad aumentada (EPR, enhanced
permeability and retention effect), el cual es un fenédmeno que se caracteriza por la
acumulacion de API en la vasculatura del tumor.

La entrega activa estd mediada por receptor, y se basa en generar nanoparticulas
multifuncionales que tengan en su superficie moléculas de direccionamiento, como
anticuerpos, fragmentos de anticuerpos, péptidos o polisacaridos que permiten el

reconocimiento y union a las células cancerosas (Alavi and Hamidi 2019).

La eficacia de la terapia del cancer depende entre otros factores, de la administracion
adecuada del principio activo. La ruta mas comun es la via parenteral, sin embargo, esta
puede acarrear inconvenientes a los pacientes que incluyen la dolencia relacionada con el
acceso intravenoso, trombosis, extravasaciones e infecciones (Peltier et al. 2006; Aviral et
al. 2011). La via oral es la via mas favorable debido a su comodidad, y puede ser
autoadministrable, sin embargo, los API se enfrentan a barreras fisioldgicas y quimicas que
limitan su absorcion, incluido un metabolismo previo a su paso a sistema circulatorio,

inestabilidad a pH fisioldgicos y/o baja solubilidad acuosa (El-Kattan and Varm 2012).

Es por ello que se han utilizado ampliamente sistemas lipidicos nanoparticulados para la

entrega oral de diversos API, ya que funcionan como escudo. Para ello, las nanoparticulas

4



UAEM LARL

deben evitar su degradacién por accion del pH, y de enzimas digestivas como proteasas,
lipasas y amilasas, para evitar la fuga temprana del APl y precipite, ademés de pasar la
mucosa intestinal (Salvo et al. 2015). Se ha demostrado que la matriz del nanovehiculo
lipidico evita la precipitacion de los API, pueden difundir de manera efectiva a través de la
barrera mucosa, pasar por diferentes vias (paracelular, transcelular o endocitosis) por las
células del epitelio del intestino delgado hacia su transporte linfatico, y de esta manera
generar una mejora de la biodisponibilidad oral de los API (Borkar et al. 2016; Suchaoin and
Bernkop-Schniirch 2017).

1.2 SNEDDS

El uso de formulaciones lipidicas para mejorar la absorcion oral de APIs clase Il y clase 1V,
segun el Sistema de clasificacién biofarmacéutica (BCS), es decir, aquellos con baja
solubilidad y ademas baja permeabilidad, respectivamente, han sido foco de atencién desde
hace ya muchos afios (Mu, Holm, and Mdullertz 2013). Los sistemas de entrega de
farmacos auto-nanoemulsionantes (self-nanoemulsifying drug delivery systems, SNEDDS)

son una alternativa efectiva para mejorar la biodisponibilidad de este tipo de APIs.

. Fase dispersante
Fase dispersa <100 nm

Sedsent”
o
o
3
H
3
",
O

",
L

Figura 1. Fases de un sistema coloidal (emulsion).
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Los SNEDDS son coloides (ver Figura 1), de tipo emulsiones de tamafio nanométrico (<100
nm). Se definen como mezclas isotrépicas de aceites, tensioactivos, cosolventes y el API
(Krsti¢ et al. 2018). Estos sistemas pueden formar espontdneamente (10 - 40 segundos)
emulsiones de aceite en agua (O/W) en el fluido gastrointestinal (GI) que pueden interactuar
con las membranas intestinales (Nasr, Gardouh, and Ghorab 2016; Mahmood and Bernkop-
Schnirch 2019).

La formacion y estabilidad del coloide estd gobernada principalmente por el tensioactivo que
debe tener un balance hidrofilico-lipofilico (HLB, por el inglés hydrophilic-
lipophilic balance) >12 para la formacion de las nanoemulsiones O/W. A cierta
concentracion, conocida como concentracion micelar critica (CMC), el tensioactivo altera la
energia libre de Gibbs de la interfase, lo que disminuye la tension interfacial generada entre
la fase dispersa y fase dispersante (Figura 2). Se ha reportado que la entropia del sistema
permite el autoensamblaje espontaneo (segundos), ya que genera interacciones hidrofobicas
entre los componentes (Nasr, Gardouh, and Ghorab 2016; Llera-Rojas et al. 2017).
Dependiendo del tipo de tensioactivo, de su concentracion, y de otros componentes que lo

acomparian se define el tamafio de la nanoparticula.

/ Lipidogs

2 >
oy .
> - v 1 Tensioactivo H .
4 o“....'o N 0}

=) =)
> > = > ‘>« Tension s s kY ‘ ----------- o -«
> QT Q O — " interfacial :. ipido .: e §
Y o y d 0.. ... . o : <>
o 0 0. .09 .0 %sse00® . -
o U d P s \ Q, -«
-0 O é '

a. Agua b.

Figura 2. Interacciones entre los componentes de SNEDDS y el agua. a. El lipido y el agua son
liquidos inmiscibles y tienen una alta tension superficial, las moléculas alejadas de esta
interaccionan de la misma manera en todas direcciones. b. El tensioactivo se sitla en la interfase,

disminuyendo tension interfacial.
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Entre las multiples ventajas de los SNEDDS destacan aumentar la dispersabilidad de los API
lipofilicos, evita el metabolismo de primer paso ya que su absorcion es linfética, brinda
proteccion al farmaco de precipitacion y/o degradacion en el tracto gastrointestinal (TGI)
(Williams et al. 2012; Ye etal. 2019; Yin et al. 2021), permitiendo llegar al sitio de absorcion
deseado. El perfil de liberacion de los farmacos en los SNEDDS es de tipo sostenida, primero
se identifica una liberacion répida seguido de una fase estable, lo cual permite establecer un
control de la absorcion del API (Usmani et al. 2019; Kazi et al. 2020; Yin et al. 2021).

El Sistema de Clasificacion de Formulaciones de Lipidos (LFCS) categoriza las
formulaciones a base de lipidos en cuatro tipos diferentes segun sus composiciones, las
formulaciones tipo I1I1B en la que se encuentran los SNEDDS comprenden de aceites (<
20 %), tensioactivos (20 % - 50 %) y cosolventes hidrofilicos (20 % - 50 %) (Mu, Holm, and
Miillertz 2013; Cueto, Ortega, and Sotomayor 2019).

C agua

. o SN

agitacion o ey e
o. S
®

Figura 3. Estructura de SNEDDS. A: lipido; B: tensioactivo; C: cosolvente; D: API, al colocar la

mezcla en agua bajo agitacion se forman los nanosistemas.

La parte lipidica comprende al nucleo del sistema, permite al API lipofilico mantenerse
disuelto, suelen ser triglicéridos de cadena media o larga, acidos grasos o mezclas de ellos,

como aceite de ricino, soja y oliva. Es por ello que los estudios de solubilidad entre el APly
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el lipido es fundamental para obtener una alta carga del API (Bu et al. 2017; Cueto, Ortega,
and Sotomayor 2019).

Los tensioactivos son estabilizadores del sistema, son moléculas anfipaticas que actdan
como mediadores en las interfases aceite-agua (ver Figura 3). Son esencialmente ésteres de
acidos grasos, y se prefiere aquellos no idnicos. Los mas utilizados son el Cremophor® EL
(aceite de ricino polioxietilenado) y los polisorbatos, como el Tween 80 (Benson and Pleiss
2014; Bu et al. 2017; Krsti¢ et al. 2018). Una bondad de este excipiente es la inhibicion
moderada de las bombas de eflujo, principalmente de la Glucoproteina P (P-gp), resultando
en un aumento en la biodisponibilidad oral (Tomaru et al. 2015; Murakami, Bodor, and
Bodor 2020).

La inclusion del cosolvente a la formulacion facilita el proceso de dispersion, evita la
coalescencia, mejora la capacidad de solubilizacion del farmaco, incrementa la fluidez
interfacial y permite reducir la concentracion de tensioactivos lo que permite reducir efectos
adversos, como irritacion en el TGI. Los cosolventes mas utilizados corresponden a los
alcoholes o polioles de cadena corta, los cuales deben ser de caracter hidrofilico (Krsti¢ et
al. 2018; Cueto, Ortega, and Sotomayor 2019; Mohd Izham et al. 2019). En la tabla 1 se
pueden observar algunos farmacos que fueron incorporados en estos sistemas nano

acarreadores.

La formulacion de los SNEDDS, en un sentido estricto, implica elaborar un modelado para
la prediccion termodinamicay estabilidad, entre los excipientes y el API, sin embargo debido
a la complejidad de las formulaciones, en cuanto a las variables experimentales, se pueden
hacer aproximaciones semi empiricas, que se evaltan empleando modelos de respuesta

como los diagramas de fase ternarios.
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Farmacos

Hidrofilico | | Lipofilico
LogP LogP LogP
<0.5 06-19 >2

I Ejemplos |Ejemplos | Ejemplos
Etosuximida: 0.38 Morfina:0.87 Carvedilol: 4.19
Metotrexato: -1.18 Colchicina: 1 Celecoxib: 4.37

Decitabina: -2 Aspirina: 1.18 Paclitaxel: 4.73
Lipidos
HLB <10
Ejemplos 1 Concentracion < 40% Ejemplos
[ 1
Capryol 90: 6 Transcutol: 4
Capmul MCM: 6~ ——— HLB HLB _ Labrafil:4
Aceite de olivo: 7 5-10 114 Peceol:1
|}
Tensioactivos
HLB >10
HLB [ Concentracion 20 - 50 % HLB
10-12 Ejemplos | 13-15

Tween 80: 15
Cremophor EL: 11-14
Cremophor RH40: 14-16
Labrasol: 12-14
Gelucire: 11-14
Kolliphor HS15: 12-14

Figura 4. Diagrama de proceso de eleccién de los componentes de la formulacion: ingredientes

farmacéuticos activos, lipidos y tensioactivos, segln la solubilidad, log P y HLB con ejemplos.

En la Figura 4 se propone el proceso de eleccion de lipidos y tensioactivos en funcion de la
solubilidad del API. Los API hidrofilicos (Log P menor a 0.5) no se suelen cargar en
nanoparticulas lipidicas, sin embargo, para aquellos ligeramente lipofilicos (Log P 0.6 y 1.9)
se pueden utilizar lipidos con valor de HLB de 5-10 para disolverlos, y para APIs lipofilicos
(Log P mayor a 2) lipidos con HLB entre 1 y 4. La eleccion del tensioactivo se basa
principalmente en el valor de HLB del lipido, si el valor es bajo el HLB del tensioactivo es
alto (mayor a 12), sin embargo, en la gran mayoria formulaciones lipidicas se utilizan

tensioactivos con HLB entre 12 y 15, siendo Tween 80, Cremophor y Labrasol los
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mayormente reportados.

Otro factor importante es la concentracién de cada componente. Para emulsionar los lipidos
en formulaciones de SNEDDS las concentraciones de tensioactivos suelen ser mayor a la del
lipido, 20-50 % y < 40 %, respectivamente (Leichner et al. 2019; Cueto, Ortega, and
Sotomayor 2019), ademas se adiciona el cosolvente en la formulacién, la mezcla de

tensioactivo y de cosolvente se suele reportar como Smix, la cual también permite disolver

el APIy facilitar la autoemulsificacion.

Tabla 1. Ejemplos de farmacos que fueron potenciados gracias a SNEDDS.
Componentes de SNEDDS .
o Lipido/Tensioactivo/Cosolvente MBS REI
Concentracion ~ maxima  (Cma) E;l\frlfjrc;uh
ol Capryol® 90/ Cremophor® RH40 | incrementada 1.72 y 2.77 veces, y ’
mesartan |/ Transcutol® HP biodisponibilidad relati jorada | 2N
ponibilidad relativa mejorada
1.44 y 2.09 veces respectivamente: | ororad
' ' 2016)
Cmax aumentada mas de 2 veces,
Bruceine D mg;lenélicgloluml HS-15 / biodisponibilidad relativa mejorada (Zlgig)ﬂ al.
un 280 %"
Cmax €xhibidé un aumento dos veces (Cui
Docetaxel Capryol 90 / Cremophor® EL /| mayor, biodisponibilidad relativa Zha(; ot
Transcutol HP® mejorada en aproximadamente dos '
c al. 2019)
veces
Curcumina Acei_te de semilla negra /| Mejora §ignificativa de la liberacion (Kazi et
y piperina Imwitor® 988 / Transcutol® P / | de los farmacos en un 45 % y 51 % al. 2020)
Cremophor® RH 40 respectivamente® '
| Maisine® CC / Labrasol® ALF / | Cmex aumentada mas de 4.34 VeCes y | .y, o¢ oy
Genkwanin Transcutol® HP biodisponibilidad relativa mejorada 2021)
un 353.28 %°
a: Comparado con los productos convencionales comercializados de olmesartan y en suspension.
b: En comparacion con bruceine D en suspension.
c: En comparacién con docetaxel en suspension.
d: Pardmetros comparados con curcumina y piperina puras en polvo.
e: Pardmetros comparados con genkwanin en suspension.
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1.3 DOX, AD32 y MTX como adyuvantes en el tratamiento de

quimioterapia

1.3.1 Doxorrubicina

La doxorrubicina (DOX) pertenece al grupo de las antraciclinas, las cuales son antibioticos
citostaticos ampliamente utilizados en la practica oncoldgica, son derivados de la bacteria
Streptomyces peucetius (Edwardson et al. 2015). Su férmula quimica es C27H29NO11 (Figura
5a), de peso molecular 543.52 g/mol y presenta baja permeabilidad (BCS de clase IlI).
(Castro et al. 2006; Benival and Devarajan 2012; Brunton L, Chabner B 2019).

Su mecanismo de accién aln no estd completamente elucidado, sin embargo, se sabe que el
mecanismo principal consiste en intercalarse en las hebras de ADN estabilizando el complejo
entre la enzima topoisomerasa Il y el ADN, impidiendo la replicacion de las células
tumorales. También pueden formar radicales hidroxilo que oxidan las bases del ADN
(Salazar-Mendiguchia et al. 2014; Brunton L, Chabner B 2019).

La DOX induce respuestas tanto en células tumorales como en células sanas, ademas de
acumularse en diversos érganos, lo que contribuye a sus efectos adversos toxicos, como la
cardiotoxicidad (Barrett-Lee et al. 2009; Cardinale, lacopo, and Cipolla 2020). También es
comin que se genere resistencia a DOX vya que es sustrato de la

Glucoproteina-P (Gonzalez-Fernandez et al. 2017).

a. b. C.
o] OH [8]

O OH 0]
6} o} (;JOOH
o COLTw =
SOPOL : r w
H N
H N

0 O OH 0.0 N)\/l/L j/\l COOH
0 O OH 0,0 i [lJ:C)H - SN P
qOH F’}\H/NH

F o}

Figura 5. Estructura molecular de: a. doxorrubicina, b. valrubicina, c. metotrexato

NH,
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1.3.2 Valrubicina

La valrubicina (AD32) es un farmaco quimioterapéutico andlogo semisintético de DOX,
presenta mayor permeabilidad que DOX debido a que es mas lipofilica. Su formula
molecular es CasH3sF3sNO13s (Figura 5b), tiene un peso molecular de 723.6 g/mol y es
insoluble en agua; por lo que es un compuesto de clase 11 segtin el BCS. Ha sido usado para
tratamientos contra cancer de mama, ovario y prostata, asi como antiinflamatorio, sin
embargo, es mayormente usado para tratar el cancer de vejiga, siendo su administracion
intravesicular (Hauge et al. 2012; Lacko et al. 2012; Johnson et al. 2017).

AD32 afecta la replicacion, reparacion del ADN, asi como la sintesis de ARN y proteinas,
ademas detiene la progresion del ciclo celular en la fase G2. AD32 es convertida
intracitoplasmaticamente en  N-trifluoroacetiladriamicina que interactta con la
topoisomerasa I, estabilizando el complejo de ADN-enzima. Ademas, AD32 al acumularse
en el citoplasma puede inhibir a la proteina cinasa C debido a que se asemeja
estructuralmente al diacilglicerol, un ligando natural de la proteina.

AD32 presenta limitaciones para su administracién, como en pacientes con hipersensibilidad
al aceite de ricino polioxilado que es necesario para mantener disuelto el farmaco, una
administracion intravenosa puede causar dafio fetal y generar concentraciones citotoxicas,
ademas, su escasa solubilidad acuosa ha limitado las rutas de administracion (Onrust and
Lamb 1999; Sharma, Zargar-Shoshtari, and Sexton 2015).

1.3.3 Metotrexato

El metotrexato (MTX), es un farmaco quimioterapéutico importante para el tratamiento de
multiples canceres y trastornos autoinmunes. Su férmula molecular es CoH22NgOs (Figura
5c), tiene un peso molecular de 454.45 g/mol. Sus formas farmacéuticas son de
administracion oral y parenteral, sin embargo, es un farmaco altamente hidréfobo clasificado
como un compuesto de clase 1V segun el BCS, y es quimicamente inestable (Castro et al.
2006; D. S. Kim et al. 2019).

Es un farmaco que compite con el folato, una vez metabolizado puede inhibir diferentes
enzimas, principalmente a la dihidrofolato reductasa, que esta relacionada en la sintesis de

purinas y pirimidinas, necesarias para la formacion de ARN y ADN (Igualada Quintanilla,

12


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/methotrexate

UAEM LARL

Romero Candel, and Tejada Cifuentes 2016). Los efectos toxicos del MTX se atribuyen a
que es poco selectivo entre las células tumorales y las células normales que se dividen
rdpidamente, como las del epitelio intestinal y la médula 6sea, por lo que los pacientes suelen
presentar leucopenia, trombocitopenia, anemia, hemorragias, ademas de toxicidad hepatica
(Musmade et al. 2014; Brunton L, Chabner B 2019).

1.4 Rodamina B y Protoporfirina 1’X como agentes fotosensibilizantes

1.4.1 Rodamina B

La rodamina B (RB) es un fluoréforo que posee una fuerte emision fluorescente, es una sal
de cloruro perteneciente a la familia de los xantenos, con formula molecular C2sH31CIN2O3
(Figura 6a) y peso molecular de 479.0 g/mol, y es altamente soluble en agua. Es ampliamente
usado como colorante histologico, y como sonda fluorescente para el seguimiento in vivo y
la obtencion de imagenes de manera no invasiva (Tseng, Hu, and Chiu 2019; Craparo et al.
2021).

Actualmente ha sido empleada en terapias contra el cancer; en la terapia fototérmica tiene
un papel como sonda de deteccion de temperatura bajo la irradiacion laser (Wang et al. 2020;
Agabeigi et al. 2020), y en la TFD como un agente fotosensibilizante, ya que RB es capaz
de generar especies reactivas de oxigeno citotoxicas que puede causar apoptosis, necrosis,
autofagia y ferroptosis en las células cancerosas (Davies et al. 2016; Hu et al. 2021;
Vadarevu et al. 2021).

Al ser administrado el API, idealmente debe dirigirse Gnicamente al tumor, sin embargo,
como toda molécula no dirigida, RB puede migrar a otros tejidos generando citotoxicidad,
que puede provocar intoxicacién aguda. La RB absorbe en longitudes de onda de luz
demasiado cortas para una penetracion efectiva en el tejido (500-550 nm) lo que limita la
ruta de administracion, y la intensidad de la emision fluorescente disminuye rapidamente
(Tseng, Hu, and Chiu 2019; Wang et al. 2020; Zhu et al. 2019; Serbian et al. 2020; Macasoi
et al. 2020).
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HO,C CoH

Figura 6. Estructura molecular de: a. rodamina B, b. protoporfirina X

1.4.2 Protoporfirina IX

La protoporfirina 1X (PplX) es un precursor metabdlico del hemo, PplX interviene en
procesos de transferencia de electrones, transporte de oxigeno y almacenamiento de iones
metalicos. Su férmula molecular es C3sH34N4O4 (Figura 6b), y tiene peso molecular de 562.7
mg/mol. Es ampliamente usado en la TFD ya que es un fotosensibilizador cuyo rango de
excitacion y emision es adecuado para tratar tanto tumores superficiales como profundos,
también ha sido usado en cirugias guiadas por fluorescencia (Eshghi et al. 2013; Basoglu,
Bilgin, and Demir 2016; Yoshioka et al. 2018).

Su biosintesis comienza a partir del &cido 5-aminolevulinico (5-ALA), por lo que también se
ha reportado el uso de 5-ALA para generar acumulacion selectiva de PplX en células
neoplasicas, sin embargo, aun existen incognitas de este método de produccién de PpIX'y su
comportamiento en células cancerosas. También este fotosensibilizador es quimicamente
inestable, tiene baja solubilidad acuosa y precipita en rangos de pH fisioldgicos, por lo que
su administracion directa reduce su disponibilidad (Hoseini, Sazgarnia, and Sharifi 2019;
Kiening and Lange 2022).

Todas las células contienen PplX a concentraciones bajas que ayudan a su crecimiento, sin
embargo, a concentraciones altas puede resultar en muerte celular tanto en células cancerosas
como sanas, y el aumento en tejidos sanos puede causar fotosensibilidad de la piel, calculos
biliares y dafio hepatobiliar (Eshghi et al. 2013; da Silva et al. 2021).
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Capitulo 2. Antecedentes

2.1. DOX, AD32, MTX, RB y PplX en nanoparticulas lipidicas

La busqueda para mejorar la biodisponibilidad oral de farmacos cuyas propiedades son
limitantes y altamente toxicas ha evolucionado de numerosas formas, y en los casos
particulares de DOX, AD32 y MTX no son la excepcion, actualmente existen estudios de
una gran variedad de estos nanotransportadores lipidicos, como liposomas (Daeihamed et al.
2017), micelas (Hou et al. 2017), emulsiones (Tiwari and Amiji 2006; Karasulu et al. 2007;
J.-E. Kim et al. 2014) y nanoparticulas poliméricas (Benival and Devarajan 2012; Coutinho
et al. 2020).

Como se puede observar en la tabla 2, diferentes formulaciones de SEDDS se han
desarrollado a lo largo de los afios. Benival et al. desarrollaron un sistema con DOX en un
sistema auto-microemulsificante (SMEDDS, por el inglés self-microemulsifying drug
delivery system), en el cual se observo un aumento de la biodisponibilidad oral en un modelo
de roedores de méas del 400 % en comparacion con la solucion de DOX (Benival and
Devarajan 2015). Usmani et al. describen sistemas SNEDDS cargados con DOX y aceite de
Nigella sativa. El estudio general mostrd que su entrega conjunta inhibe la proliferacion de
células cancerosas hepaticas en mas de un 60 % Yy reduce la cardiotoxicidad (Usmani et al.
2019).

Tabla 2. DOX, AD32 y MTX cargados en nanoparticulas lipidicas.

API Formulacién Tipo Ref.

Capmul® MCM / TPGS? SMEDDS" | (Benival and Devarajan 2015)

DOX I Labrafil®, aceite N. sativa / Kolliphor®
RH40 / glicerol

AD32 ApoAl/FC/CE/PC* rHDL

Oleato de etilo / Tween 80 / Propilen
glicol
Aceite de ricino / Tween 80 / Plurol®
diisoesteérico
a. TPGS: Succinato de D-alga-tocoferil polietilenglicol 1000

SNEDDS | (Usmani et al. 2019)

(Lacko et al. 2012; Shah et al.
2016; Johnson et al. 2017)

SMEDDS | (Bourkaib et al. 2013)

MTX
SMEDDS | (D. S. Kim et al. 2019)
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b. Con un agente lipidizante Aerosol OT ™
c. FC: colesterol libre, CE: oleato de colesterol, PC: fosfatidilcolina

Bourkaib et al. mediante la inclusion de un protector de luz en un sistema SMEDDS cargado
con MTX observaron el aumento de la biodisponibilidad oral y disminucion de efectos
adversos, lo que se atribuye al perfil de liberacion sostenida del sistema (Bourkaib et al.
2013). Kim et al. desarrollaron una formulacion solida de SMEDDS con MTX para mejorar
su biodisponibilidad oral y fotoestabilidad. El analisis farmacocinético demostré la
formacion de particulas estables y la liberacion del farmaco mejorada, en comparacion con
el MTX no incorporado en los SMEDDS (D. S. Kim et al. 2019).

No se han reportado SEDDS-AD32, sin embargo, la nanotecnologia es un area de rapida
expansion en la terapéutica del cancer. Lacko et al. desarrollaron nanoparticulas rHDL/AD32
(lipoproteina de alta densidad, rHDL), las cuales mostraron una carga del farmaco del 92 %
debido a que las rHDL ayudan a superar la baja solubilidad de AD32 (Lacko et al. 2012).
Shah et al. observaron que el rendimiento de la fluorescencia de AD32 aumento seis veces,
lo que es una aplicacion potencial para conocer su biodistribucion (Shah et al. 2016). Johnson
et al. evaluaron la eficacia de rHDL/AD32 en cancer de mama triple negativo, observaron
una mejora significativa en la muerte celular en AD32 transportada por rHDL en més de dos

veces, en comparacion con AD32 libre (Johnson et al. 2017).

2.2 RB y PplX en nanoparticulas lipidicas

Para RB, en el estudio de Charoenputtakun et al. desarrollaron nanoparticulas lipidicas
solidas (SLN) y nanoparticulas lipidicas nanoestructuradas (NLC) para el suministro dérmico
de ATRA (&cido holo-transretinoico), las cuales se cargaron con RB para evaluar la
distribucion de las nanoparticulas en la piel (Charoenputtakun et al. 2014). Qin et al.
investigaron un tratamiento para cicatrices hipertroficas, formularon una nanoparticula
lipidica cargada con acetonido de triamcinolona, observaron una permeabilidad del tejido
dos veces mayor que las suspensiones comerciales, la RB se utilizO como marcador
fluorescente para evaluar la profundidad de penetraciéon (Qin et al. 2019). Topal et al.

generaron SLN marcadas con RB como colorante fluorescente y ApoE como molécula de
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direccionamiento, para mejorar la permeabilidad de donepezilo en la barrera
hematoencefélica, se observé que la permeabilidad aumento 3.2 veces en las SLN con ApoE
en comparacion con las no dirigidas (Topal et al. 2020) (Tabla 3).

Tabla 3. RB y PplX cargados en nanoparticulas lipidicas

API Formulacion Tipo Ref.
ATRA?/ CP"/ D-limoneno / Transcutol® P /
BH® / Tween 20 / Tween 80 SLN S perns
ATRA?/ cidos oleicos / CP? / D-limoneno, NLC 2014) '
RB Transcutol® P / BHT®/ Tween 20 / Tween 80
Fosfolipidos de soja / a-tocoferol / colato de Nanoparticulas (Qinetal.
sodio / Tween-80 / PLGA lipidicas 2019)
Dynasan® 116 / Tween 80 / ApoE / DSPE- SLN (Topal et al.
PEG®-avidina 2020)
L : . (Przybylo et
Fosfatidilcolina de huevo / PS Liposomas al. 2016)
o i h . (Basoglu,
PpIX DPPC®/ DSPE PEGFZeOCC))O / nanoparticulas de Magnetoliposomas | Bilgin, and
s Demir 2016)
i . . (Figueira et
POPC' / DPPE-PEG2000! Liposomas al. 2020)

a. ATRA: 4cido holo-transretinoico

b. CP: palmitato de cetilo

c. BHT: hidroxitolueno butilado

d. PLGA, acido poli(lactico—co—glicélico)

e. DSPE-PEG: 1,2-distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-[amino(polietilenglicol)]
f. PS: (1-estearoil-2-oleoil-sn-glicero-3-[fosfo-L-serina])

g. DPPC: fosfolipidos 1,2-dihexadecanoil-sn-glicero-3-fosfocolina

h. DSPE-PEG2000: 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-[metoxi(polietilenglicol)-2000](sal
de amonio)

i. POPC: palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-fosfocolina
j. DPPE-PEG2000: 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-[metoxi- (polietilenglicol) -2000]

Algunas estrategias para solucionar las limitantes sobre la PplX han sido los liposomas,
Przybylo et al, generaron liposomas de tipo LUV (por el inglés large unilamellar vesicles,
grandes vesiculas unilaminares), ellos determinaron que la PplX en suspension celular se
cristalizaba, y al no ser biol6gicamente activa, los liposomas sin carga actuaban como un
vehiculo capaz de mantener en un estado disuelto a la Pplx y de internalizar a las células
HeLa (Przybylo et al. 2016). Basoglu, et al. generaron magnetoliposomas que consisten en
liposomas y nanoparticulas magnéticas, que pueden usarse como agentes de contraste de

imagenes, en concentraciones nanomolares la PplX cargada en estos sistemas puede resultar
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en la mejora de los efectos terapéuticos en comparacion con 5-ALA (Basoglu, Bilgin, and
Demir 2016). Figueira et al. desarrollaron LUV’s para la entrega combinada de enfuvirtida y
PplX, que tienen la funcidn de inhibir la fusion e inhibir la union, respectivamente, del virus
de la inmunodeficiencia humana tipo 1, observaron que la actividad sinérgica de los API
mejoraba significativamente, con comparacion con los API en solucion (Figueira et al. 2020)
(Tabla 3).

La naturaleza de estos sistemas de administracion mejora la solubilizacion de farmacos
quimioterapéuticos, y de moléculas que permiten generar imagenes en tiempo real, asi como
la generacion de muerte en células de cancer, permiten aumentar la biodisponibilidad oral,
mejorar parametros farmacocinéticos, reducir los efectos toxicos, pueden ser dirigidos, y

ademas brinda una administracion mas comoda para el paciente.
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Capitulo 3. Justificacion, planteamiento del problema

y pregunta de investigacion

3.1 Justificacion

Los sistemas de entrega basados en lipidos han permitido el desarrollo de aplicaciones como
vehiculos de liberacion modificada de APIs cuyas caracteristicas fisicoquimicas,
farmacocinéticas y toxicas limitan el éxito de la terapia. Se ha reportado ampliamente que
su uso mejora la dispersabilidad de los API lipofilicos al encontrarse mayormente disueltos
en la fase lipidica, también mejoran la permeabilidad de compuestos hidrofilicos que no

pueden atravesar facilmente las membranas celulares.

Pueden ser administrados tanto de manera oral como intravenosa ya que han demostrado ser
formas farmacéuticas seguras, estas Ultimas debido al conjunto de excipientes (lipidos
solidos, lipidos liquidos, tensioactivos y cosolventes) permite generar nanoparticulas
resistentes a la degradacién en el tracto gastrointestinal evitando la precipitacion y posible
oxidacion de los API, asi como la formacion de estructuras menores a 100 nm que pueden

acceder por sistemas linfatico y evitar asi el efecto de primer paso.

Se pueden obtener nanoparticulas de liberacion controlada que permiten obtener efectos
terapéuticos prolongados. La produccién de este tipo de sistemas suele ser mas simple, y se
ha visto alta estabilidad en largos periodos de tiempo, la dispersabilidad de las nanoparticulas

lipidicas permite una entrega mas eficiente de los API.

La administracion oral de APIs para quimioterapia presenta desafios importantes, esto
debido a que la gran mayoria de los API presenta baja solubilidad acuosa, inestabilidad
aparente a pH fisioldgicos, fotosensibilidad, deficiente permeabilidad, efecto de primer paso
extenso, eflujo por transportadores y escasa estabilidad gastrica, todo lo cual conduce a una
mala biodisponibilidad y reduccion de la respuesta terapéutica. Ademas, presentan poca
selectividad, lo que conlleva a efectos adversos que comprometen la calidad de vida del

paciente.
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En consecuencia, se propone el desarrollo de sistemas de entrega de farmacos auto-
nanoemulsionantes (SNEDDS) que fungiran como acarreadores y estabilizadores selectivos
de los farmacos citostaticos ampliamente utilizados, doxorrubicina, valrubicina vy
metotrexato (DOX, AM-32 y MTX), y de los agentes fotoestabilizantes rodamina B y
protoporfirina IX (RB y PplX). Su caracterizacion fisicoquimica y bioldgica permitira

evaluar su estabilidad y comportamiento de los API en los SNEDDS y en un sistema vivo.

La liberacion sostenida y dirigida de estos transportadores nanométricos mejorara su
dispersabilidad en medios acuosos, permitirad el paso a través de las membranas celulares,
favorecera la inhibicion de la bomba de eflujo y la absorcién por sistema linfatico,
aumentando asi la biodisponibilidad oral de los farmacos, lo que resultaria en la reduccion
de los efectos adversos y la mejora de la capacidad antitumoral. Ademas, promoveria la
terapia oral, una forma de administracién considerablemente mas comoda para el paciente.
Este tipo de nanoacarreadores han sido ampliamente usados debido a su facil produccion, su

baja o nula toxicidad y sus favorables resultados.

Es importante destacar que el producto del presente estudio es un concentrado de SNEDDS,
o de diferentes SNEDDS cargados con distintos agentes quimioterapéuticos, cuya
formulacién fue optimizada de un estudio previo del grupo de investigacion. Ademas, la
propuesta de forma farmacéutica final (tabletas orodispersables, capsulas, tabletas con

recubrimiento entérico, etc.) sera un estudio posterior.

3.2 Planteamiento del problema

Los API doxorrubicina, valrubicina, metotrexato, rodamina B y protoporfirina X, presentan
propiedades fisicoquimicas que los vuelven inestables en el TGI, como baja solubilidad
acuosa Yy sensibilidad aparente al pH. El logaritmo del coeficiente de particién (Log P)
también es una limitante ya que aquellos con un valor mayor a 0 presentaran mayor facilidad
para pasar la membrana, sin embargo, durante su transporte por el TGI pueden precipitar
debido al medio acuoso, caso contrario, aquellos con valor de Log P menor a 0 pueden estar
en estado soluble pero no atravesar las membranas celulares, debido a la hidrofobicidad de
la misma. Ademas, los APl en estado ionizado debido al pH gastrointestinal seran

hidrosolubles por lo que su paso a través de la capa mucosa del TGI se vera limitada, lo que
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resulta en una baja biodisponilidad de los farmacos.

También son sustratos de proteinas que generan resistencia en las células como la
Glucoproteina-P, pueden ser metabolizados por células intestinales antes de llegar al torrente
sanguineo y producir su efecto terapéutico, presentan efecto de primer paso extenso y alta

unidn a proteinas plasmaticas que limita su biodistribucion.

En la quimioterapia se suelen presentar efectos adversos, ya que los APIs, presentan baja
selectividad entre las células tumorales y las células sanas que se dividen rapidamente, lo
que ocasiona alopecia, debilidad, nduseas, vomitos, fatigas, fiebres hasta dafios hepaticos,
cardiacos, pulmonares, renales, entre otros. Todos son factores clave que limitan la terapia,
ademas, la via de administracion parenteral limita la mejora en la calidad de vida de los
pacientes. Es necesario potenciar los beneficios terapéuticos de los APIs de amplio uso, por

lo que cargarlos en los sistemas propuestos es una solucion prometedora.

3.3 Pregunta de investigacion

¢ Los sistemas de entrega de farmacos auto-nanoemulsionantes (SNEDDS) seran un vehiculo
oral que permitird la optimizaciébn en un modelo in vitro de distintos ingredientes

farmacéuticos activos?
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Capitulo 4. Hipdtesis y objetivos

4.1 Hipdotesis
Los SNEDDS seran un vehiculo oral que optimizaran el transporte, la liberacion y la
captacion especifica de los agentes quimioterapéuticos, doxorrubicina, valrubicina y

metotrexato, asi como de los agentes fotosensibilizantes rodamina B y protoporfirina IX.

4.2 Objetivos

4.2.1 Objetivo General
Disefiar y caracterizar fisicoquimica y bioldgicamente sistemas de entrega de farmacos auto-
nanoemulsionantes (SNEDDS) de liberacion de doxorrubicina, valrubicina, metotrexato,

rodamina B y protoporfirina IX.

4.2.2 Objetivos especificos
I. Desarrollar una formulacion para la optima formacion de SNEDDS y SNEDDS con
quitosano (CTS@SNEDDS)

I1. Desarrollar SNEDDS y CTS@SNEDDS capaces de encapsular DOX, AD32, MTX, RB
0 PpIX.

I1l. Caracterizar los nanosistemas fisicoquimicamente por métodos espectroscopicos y

espectrométricos.

IV. Evaluar la captacion especifica e internalizacién celular, asi como, los efectos en la

viabilidad celular y citotoxicidad de los nanosistemas SNEDDS.
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Capitulo 5. Disefio metodologico

5.1 Materiales

El clorhidrato de doxorrubicina (DOX) (PM: 580) fue adquirida de Quimicos Cayman, la
valrubicina (AD32) (PM: 723.64), el metotrexato (MTX) (PM: 454.44), la rodamina B (RB)
(MW 479.01), la sal disodio de protoporfirina IX (PplX) (PM: 606.62), el quitosano de bajo
peso molecular (PM: ~50,000), la solucién de DAPI, el Kit Il de proliferacion celular (XTT)
se adquirieron de Sigma-Aldrich, el Labrafil® M 1944 CS (mono-, di- triglicéridos y PEG-6
(PM 300) mono — y diésteres de acido oleico (C18:1) se adquirié de Gatefossé. El
Cremophor® RH 40 (aceite de ricino hidrogenado polioxietilenado-40) se adquirié de Avanti
Polar Lipids, el PHOSPHOLIPON® 90 G (fosfatidilcolina de aceite de soya) fue adquirida
de Lipoid, el medio de cultivo DMEM fue obtenido de Gibco™, las células HCT-116 fueron
adquiridas de ATCC.

5.2 Métodos experimentales

5.2.1 Curvas de calibracion

Se realizaron curvas de calibracién de los APl en solucién acuosa para conocer sus
concentraciones. Primero se realizaron barridos de cada molécula desde 200 nm a 800 nm en
un espectrofotometro UV-Vis (Thermoscientific Genesys 50) para identificar la longitud de
onda () de trabajo, las cuales fueron las siguientes: DOX a 480 nm, AD32 a 496 nm, MTX
a 302 nm, RB a 554 nm y PplX a 470 nm. Se determinaron los limites de deteccion
instrumental (LDI) y los limites de cuantificacion instrumental (LCI) utilizando como matriz
los SNEDDS sin carga, los cuales se calcularon por las siguientes formulas (Quino, Israel,
Ramos 2007):

LDI| = (Desviacion estandar) (3)(Concentracién del estandar alto o bajo) LCl=3.3 ( |_D|)
Promedio del estandar alto o bajo
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En la determinacion de los estandares se utilizaron SNEDDS diluidos en agua (1:100) y el
valor de absorbancia obtenido a la longitud de onda de cada AP se multiplic6 por cinco para
el estdndar bajo y por diez para el alto, debido a que la sefial leida para los API sea cinco o
diez veces la desviacion estandar del blanco. Se realizaron las soluciones de los estandares
con el API'y la matriz (1:100), y se realizaron al menos tres lecturas de la siguiente manera:
blanco, estandar bajo, matriz, estandar alto, y matriz. Se realizaron las lecturas a la A
correspondiente, y se obtuvieron promedios y desviaciones estdndar para determinar los
limites.

Después, se realizaron las curvas con minimo 8 niveles de concentracion por duplicado, se
realizaron series de diluciones evitando los limites obtenidos, y se obtuvieron los anélisis de

regresion lineal (R?) y las ecuaciones de la recta correspondientes (y = mx + b).

5.2.2 Preparacion de SNEDDS sin carga

Se prepararon dos tipo de SNEDDS: SNEDDS simples, que constd de una emulsion O/W
(ver Figura 8), la cual se refiere en este documento como SNEDDS, y SNEDDS multifésicos,
en la cual se generé una emulsion W/O/W (ver Figura 9), la cual se denota como
CTS@SNEDDS. CTS refiere a quitosano (por el inglés, chitosan), ambos se prepararon de

acuerdo con la formulacion obtenida por el grupo de investigacion.

Para ello primero se realiz6 un cribado de lipidos, tensioactivos y cosolventes que formaron
sistemas coloidales azules-translicidos en agua, a partir de las concentraciones empleadas,
se optimiz6 la formulacion de SNEDDS mediante la evaluacién de las variables
dependientes: tamarfio de particula, indice de polidispersion, potencial £y grado de hemdlisis

(citotoxicidad), en el software Design-Expert 11 con un disefio D-optimal.

La mezcla consistié en A + B + C = 100 %, donde A era el cosolvente (PHOSPHOLIPON®
90G en etanol), B era el lipido (Labrafil® M 1944 CS) y C el tensioactivo (Cremophor® RH
40). A las concentraciones A: 50-10 %, B: 40-15 % y C: 75-35 %. Se realizaron analisis de
medias (ANOVA) para determinar si las variables independientes (los excipientes)

generaban una significancia estadistica en las variables de respuesta.
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Los datos de prediccion indicaron un tamafio de 30 nm, un PDI de 0.28 y un porcentaje de
hemolisis de 7.9 %. Se identificd una amplia dispersion de los datos obtenidos con los datos
de prediccién en el potencial £ por lo que esta variable no fue Gtil para la optimizacion. Se
observé que a mayor concentracion de excipiente lipidico el tamafio de particula fue mayor,
y cuando las proporciones de tensioactivo y lipido aumentan, se disminuye el tamafio de
particula. Se observd que se obtienen valores bajos de PDI cuando la concentracion de
tensioactivo es mayor. El excipiente que presentd mayor grado de hemolisis fue el lipido,
seguido del tensioactivo y por ultimo el cosolvente. De esta manera se determin6 que las
proporciones de los excipientes son: de lipido el 39 %, de tensioactivo el 40 % y de cosolvente
el 21 % (Figura 7), con la formacion de SNEDDS de tamafios de 26.38 nm, PDI de 0.25, y

porcentaje de hemolisis de 5.12 + 0.18 %, valores cercanos a las predicciones.

21 39
1 o | L al

10 30 15 -40

A:Cosolvente = 21 B:Lipido = 3¢
40

35 75 18.22 N3

C:Surfactante = 40 Tamaiio = 30,0093
M

1.25 943 0.1358 0.917

Citotoxicidad =7.90 PDI = 0.279909

Figura 7. Graficos de la optimizacion de los SNEDDS por Design-Expert 11. Obtenido de la tesis
de maestria de Morales, A. 2022, (Morales 2022).

El objetivo de la preparacion y caracterizacion de ambos fue conocer el comportamiento de
la nanoparticula con y sin el CTS, el cual funge como polimero capaz de cargar ARN, el cual
se conoce como poliplejo, ademas de identificar si el CTS produjo cambios para la carga de

los API. Los componentes de ambos nanosistemas son los mismos, y la secuencia de
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preparacion es similar. Los analisis UV-Vis, Infrarrojo (IR), tamafio de particula, indice de
polidispersion (PDI, por el inglés Polydispersity Index), y los estudios in vitro en células
HCT-116 (linea celular de cancer de colon) fueron realizados con CTS@SNEDDS.

A. Preparacion de SNEDDS sin carga
Para la preparacion de SNEDDS se colocaron 390 pL de lipido (Labrafil® M 1944 CS), 400

ul de tensioactivo (Cremophor® RH 40), el cual debe calentarse a 40 + 5 °C para poder ser
agregado a la mezcla, ya que es un compuesto solido a temperatura ambiente, y 210 uL de
cosolvente (PHOSPHOLIPON® 90 G al 0.25 % p/v en etanol, y filtrada en poro de 0.22 pum)
para formar 1 mL de la mezcla de componentes, y se mezclaron en vortex por diez minutos.
Después 200 pL de la mezcla formada se agreg6 gota a gota en agua destilada en agitacion

(Figura 8). Los SNEDDS se forman en menos de 30 segundos.

Lipido

390 uL

,
Tensioactivo P —
@ 10 minutos

400 pL

+
Cosolvente Mezcla de Colocar en Agua

@ componentes agua y agitacion

210 uL Emulsion O/W
! SNEDDS

Figura 8. Procedimiento para la preparacién de SNEDDS sin carga.

La mezcla de componentes sobrante se almacend en condiciones de congelacion (-4°C) para
su uso posterior, en el cual se descongelaba y se volvia a mezclar en vortex por 10 minutos

y las propiedades de los SNEDDS se mantuvieron constantes.

B. Preparacion de CTS@SNEDDS

Primero se realizo la preparacion de la solucion de 0.25 % (p/v) de CTS de bajo peso
molecular en &cido acético 1 % (v/v), la solucion se centrifugo a 4 000 rpm por 10 minutos,
se ajustd su pH a 5.5 con NaOH 0.1M, y se filtré en una membrana de poro 0.22 uM.
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Para la preparacion de CTS@SNEDDS, primero se preparo el poliplejo (en este trabajo, sin
ARN), para ello se colocaron 20 pL de la solucion de CTS y 80 pL del cosolvente
(PHOSPHOLIPON® 90 G al 0.25 % (p/v) en etanol), y se mezclaron en vortex. Después se
generd la primera emulsion W/O, se colocaron 148 L de lipido (Labrafil® M 1944 CS), y
se mezcld en vortex. Posteriormente se agregaron 152 pL de tensioactivo (Cremophor® RH
40), y se mezcld en vortex. El volumen final de la formulacién son 400 pL, los cuales se
agregaron gota a gota en 10 mL de agua destilada en agitacion con una barra magnética, para
formar los CTS@SNEDDS, es decir la segunda emulsion (Figura 9). Los SNEDDS se

formaron en menos de 30 segundos, sin embargo, se mantiene la agitacién por diez minutos.

Quitosano
Poliplejo y *?%99, S
20 pL — :° P °.. 000,
e (S
"1' ) o Tensioactivo S =3 .0. Vil
Cosolvente 27 2 ® = © S S—=an—9
129, P, . <O % o — Wru—e
oFad f\‘f*‘g‘ (f"{:j 0.0 400 uL ...... ® e Fod .O
e =\ _— A
‘\f( ;}‘ 152 uL ‘ en 10 mL 0........ ..o °
80 uL e se: } S o %e¢e0®
+ U = —%
Lipido D Mezcla de N3
Emulsion W/O componentes 'o. .o.
®oo00® Agua
148 uL Emulsion W/O/W
CTS@SNEDDS

Figura 9. Procedimiento para la preparacién de CTS@SNEDDS sin carga

5.2.3 Preparacion de SNEDDS con carga

Para la formacion de los complejos, las concentraciones finales se definieron de acuerdo con
las propiedades fisicoquimicas de los farmacos como su solubilidad, asi como en los
resultados de eficiencia de atrapamiento. Para los CTS@SNEDDS con carga se modifico la
concentracion de API en funcion del volumen final de la mezcla de componentes, de tal
manera que las concentraciones finales son 40 pg/mL para DOX y MTX, 64 pg/mL para
AD32, 37.2 pg/mL para RB, y 32.5 pg/mL para PpIX en ambos tipos de SNEDDS.

A. Preparacion de SNEDDS-(DOX, AD32, MTX, RB o0 PplX)

El proceso para preparar SNEDDS con carga, es la misma descrita en 5.2.2, seccion A, sin
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embargo, el API en polvo se agrega a la mezcla de componentes y se agita en vortex hasta
disolver completamente. Las cantidades de API por mL de componentes se puede observar

en la Figura 10.

C—o
(e

-
® DOX =1mg
® AD32=1.6mg

Lipido Tensioactivo Cosolvente
+ ® + * +{ o MIX=1mg —>
390 pL 400 pL 210 pL @ RB=0.93mg
@ PpIX = 0.81 mg 1 mL de mezcla de
~ componentes

Figura 10. Concentraciones de los componentes de los SNEDDS con carga de API.

B. Preparacion de CTS@SNEDDS -(DOX, AD32, MTX, RB o PpIX)

El proceso para producir CTS@SNEDDS con carga el API en polvo se disuelve primero en
el lipido, y después se agrega a la mezcla de quitosano y cosolvente para generar la primera
emulsion. Los pasos siguientes son los mismos descritos en 5.2.2 seccion B, de esta manera
el API se mantiene dentro de las nanoparticulas. Las cantidades de AP1 para CTS@SNEDDS
se puede observar en la Figura 11. Es importante mencionar que la PplX no fue posible

cargarla en este tipo de SNEDDS multifasicos.

a— Quitosano Poliplejo
- —
® DOX = 0.4 mg
Lipido
® AD32 =0.64 mg 20 pL o742
< — v
MTX = 0.4 mg =
148 pL Cosolvente
® RB=0.37 mg )
~ 148 pL de lipido 80 yiL

y API Emulsion W/O

Figura 11. Concentraciones de los componentes de los CTS@SNEDDS con carga de API.
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5.2.4 Caracterizacion fisicoquimica

A. Pruebas de estabilidad coloidal y de eficacia de emulsificacion

Se realizaron cuatro pruebas de estabilidad de los SNEDDS sin carga con el objetivo de

conocer su comportamiento bajo diferentes condiciones:

1)

1)

Prueba de centrifugacion: se tom6 1 mL de SNEDDS de reciente preparacion (menos
de 1 h) sin carga y sin diluir. Se sometieron a centrifugacién (3,500 rpm) a diferentes
tiempos: 15, 30, 45y 60 minutos. Se midio el porcentaje de transmitancia (% T) al inicio
del ciclo y al término del tiempo de centrifugacion, y se evaluo su aspecto fisico (n=3).
Prueba de congelacion-descongelacion: se tomé 1 mL de SNEDDS de reciente
preparacion (menos de 1 h) sin carga y sin diluir. Se midi6é su (% T) inicial, y se
sometieron a congelamiento (-4 °C) por 48 horas, junto con su grupo control a
temperatura ambiente (~19 °C). Al término del ciclo de congelamiento, se

descongelaron, y se evalu6 su aspecto fisico y el (% T), se realizaron tres ciclos (n=3).

I11) Prueba de calentamiento-enfriamiento: se utilizdé 1 mL de SNEDDS sin cargar de

reciente preparacion sin diluir, y se midié a temperatura ambiente (~19 °C) el (% T). Se
colocaron en calentamiento (45 °C) y enfriamiento (4 °C) por 48 horas cada uno, junto
con su grupo control a temperatura ambiente, siendo asi un ciclo. Se midio el (% T)

después al inicio y final de cada ciclo, y se realizaron seis ciclos en total (n=3).

IV) Prueba en fluidos fisiologicos: se prepararon fluidos gastricos simulados (FGS) y

fluidos intestinales simulados (FIS) (Benival and Devarajan 2015). Para preparar la
solucién de FGS se agrego6 cloruro de sodio, acido clorhidrico, pepsinay se ajusté el pH
a 1.2. Para la solucion de FIS, se utilizé fosfato monobasico de potasio, hidroxido de
sodio, pancreatina y se ajustd el pH a 6.8. Después se colocaron 0.5 mL de SNEDDS
sin carga en 4.5 mL de cada fluido (dilucién 1:10) y se incub6 por dos horas en FGS y
por seis horas en FIS, para simular el tiempo de permanencia en el TGI. Se centrifugaron
las muestras a 3,600 rpm por 15 minutos para realizar la lectura del (% T) antes y

después de la incubacién (n=3, y el control fue incubacién en agua destilada).

B. Eficiencia de encapsulacidn y eficiencia de carga

La Eficiencia de encapsulacion (% EE) y la Eficiencia de carga (% EC) pueden ser medidos

por dos métodos, directo e indirecto, el primero consta del rompimiento de la particula para
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conocer la concentracion del API dentro de ella, y la segunda es la medicion del API fuera
de la nanoparticula, por lo que es necesario separar los SNEDDS cargados del agua con el
API no incorporado en el sistema para la correcta medicion por UV-Vis. En este proyecto,

se llevo a cabo el segundo método.

Se agregaron diferentes concentraciones de API en polvo a la mezcla de componentes y se
generaron los SNEDDS simples. Se centrifugaron a 3,000 rpm por 20 minutos en tubos con
membrana de 30,000 MWCO para obtener el API libre, y se determiné la concentracion por
UV-Vis a las longitudes de onda de lectura de cada API. La % EE y % EC se determinaron

por las siguientes formulas (Trujillo-Nolasco et al. 2019):

API agreado—API libre API agreado—API libre
g x 100 % EC = g

% EE =
% API libre Masa de los SNEDDS

x 100

C. Espectrofotometria UV-Vis

Se realizaron barridos de 200 nm a 800 nm con una resolucion de 0.5 nm de los API, de los
componentes de los SNEDDS y CTS@SNEDDS, de los SNEDDS y CTS@SNEDDS con y
sin carga, en un espectrofotometro Thermoscientific Genesys 50. Se utilizé una cubeta de
cuarzo de 1 cm de paso Optico para cuantificar el API en los SNEDDS, realizando diluciones
hasta 1:1000, principalmente para la lectura de los componentes de la formulacion, pero sin
Ilegar a los limites de deteccidn obtenidos, con el fin de comparar los espectros de las distintas
muestras. Los espectros se normalizaron, es decir, se dividieron las absorbancias obtenidas a

cada longitud de onda por el valor de absorbancia mas alto, designado como 1.

D. Espectroscopia FT-IR

En un portaobjetos se colocaron gotas de 5 pL de las muestras CTS@SNEDDS vacios y
CTS@SNEDDS con carga hasta secar (aproximadamente 5 gotas), y se cubrieron para evitar
contaminacion. Los espectros FT-IR de las muestras se analizaron en un espectrometro
PerkinElmer System 2000 con plataforma ATR (Pike Technologies), mediante la aplicacion

de espectroscopia infrarroja transformada de Fourier de reflexion total atenuada (ATR-FT-
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IR). Los espectros se adquirieron con 40 escaneos, en un rango operativo de 4000-400 cm™*

y una resolucion de 0.4 cm™.

E. Tamafio de particula, PDI y potencial {

Se analizaron los tamafios de particula, el indice de polidispersion (PDI) de CTS@SNEDDS
cony sin carga, asi como el tamafio, potencial { y PDI de SNEDDS sin carga. Se realizo por
dispersion dinamica de luz (DLS) utilizando un analizador Nanotrac Wave, modelo MN401.
Los anélisis se realizaron con una longitud de onda de 657 nm a 20 °C, corriente de 15,79
mA, campo eléctrico de 14.35 V/cm y tiempo de muestreo de 128 us. Las muestras se

analizaron en una dilucién 1:10.

F. Morfologia

La morfologia de los SNEDDS sin carga fue analizada mediante Microscopio Electronico de
Transmision en el microscopio JEOL JEM 2010 HT operando a 200 kV. Las muestras fueron
colocadas en una rejilla de cobre TEM recubierta de carbono (Formvar/Carbon samples) en
una dilucion 1:50. Se coloc6 una gota de ~3 pL de la preparacion, se cubrid la muestra para
evitar contaminacion del ambiente, y se dejé evaporar. Las muestras fueron analizadas

después de 24 horas.

G. Liberacion de ingredientes farmacéuticos activos

La liberacion de los API desde los SNEDDS se realizé exponiendo los SNEDDS a diferentes
valores de pH, el API liberado se extrajo por el método de dialisis. Para ello se coloc6 dentro
de la membrana de dialisis hidratada (14,000 Da MWCO) 1 mL de SNEDDS cargados de
reciente preparacion en 5 mL de medio con pH 1.2 y pH 6.8 (misma preparacién que FGS y
FIS, sin enzimas) en tubos de vidrio con tapa.

Se realizaron las dialisis por triplicado para cada evaluacién de los tiempos 0, 1, 3,6, 9, 24 y
48 horas. Despues de cada periodo, se tomd una muestra del medio exterior se analizé por
UV-Vis a la longitud de onda respectiva de cada API y se determino el modelo cinético, para

proponer el mecanismo de liberacion.
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5.2.5 Caracterizacion biologica in vitro

A. Cultivo celular

Las células HCT-116 de cancer de colon se cultivaron en medio Eagle modificado de
Dulbecco (DMEM) el cual contiene alto contenido de glucosa, y fue suplementado con suero
fetal bovino al 15 %, con antimicéticos y antibidticos (anfotericina B, estreptomicina y

penicilina) al 1 %, y se incubaron a 37 °C y 5 % de CO;,

B. Estudio de la viabilidad celular

Se llevo a cabo por el ensayo colorimétrico XTT (2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-
2H-tetrazolio-5-carboxanilida) y el reactivo de acoplamiento de electrones. El estudio
permitio medir la actividad metabdlica de las células HCT-116 control y después de ser
tratadas con CTS@SNEDDS con y sin carga.

Se incubaron 15,000 células/pozo en placas de 96 pozos y se incubaron por 24 horas, después
se agregaron concentraciones de 0.1, 1, 4, 8 y 10 uM de API en solucion, CTS@SNEDDS
sin cargay CTS@SNEDDS con carga, y se incubaron por 24 horas. Se retir6 el medio y se
realizaron lavados con PBS 1X a 37 °C, se agreg6 50 puL de XTT y 1 uL del reactivo de
acoplamiento por pozo, y se incub6 por 24 horas. Se midi6 la absorbancia en un lector de
placa a 450 nm y 690 nm. En el andlisis de resultados se realizo6 la diferencia entre ambas
longitudes de onda para eliminar la lectura del plastico (690 nm) de la placa de 96 pozos. Se
tomé como viabilidad del 100 % al control negativo. Las muestras se realizaron por
triplicado. Se determin la concentracién letal 50 (CL50) mediante andlisis Probit.

C. Evaluacion de la internalizacion celular in vitro

Las células HCT-116 se sembraron en placas de 6 pozos con 5x10° células/pozo con un
cubreobjetos en el fondo, y se incubaron durante 24 horas. Las células se trataron con 1 uM
de API en solucion y de los CTS@SNEDDS con carga de DOX y PplX durante 24 horas.
Posteriormente se realizaron las fijaciones en los portaobjetos. Las placas con las células y
los tratamientos se lavaron delicadamente dos veces con PBS 1X a 37 °C, luego se coloco 1
mL de paraformaldehido al 2 % y se incubd durante 15 minutos. Después se retiro el

paraformaldehido, y se afiadi6 50 uL de DAPI 300 nM durante 5 minutos y se coloc6 un
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cuadro de parafilm. Finalmente, se colocé el cubreobjetos sobre el portaobjetos con 30 pL
de medio de montaje, de manera que las células estuvieran en contacto con el medio de

montaje.

Las longitudes de onda de excitacion (Aex) y emision (Aem) de DOX fueron 480 nmy 590 nm,
y para PpIXa 405 nmy 630 nm, respectivamente, bajo el microscopio de fluorescencia Nikon
Eclipse Ti con el objetivo de 60x. También se determinaron los porcentajes de internalizacion
celular en un lector de placa de fluorescencia VICTOR Nivo ™ de (PerkinElmer) a las
mismas longitudes de onda. Se retird el sobrenadante después de la incubacion con los
tratamientos y se coloc6 en una placa de 96 pozos limpia, los valores obtenidos se restaron a

las concentraciones de tratamiento iniciales, los analisis se realizaron por triplicado.

5.2.6 Evaluacion de la permeabilidad ex vivo

Se utilizaron ratones hembra los cuales se obtuvieron de la Facultad de Medicina de la
Universidad Auténoma del Estado de México. Los ratones se mantuvieron a una temperatura
y humedad constantes, bajo periodos de luz:oscuridad de 12:12 y se alimentaron ad libitum.
El bienestar animal y los procedimientos experimentales se llevaron a cabo bajo Norma
Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999.

El estudio de permeabilidad se realiz6 mediante el método del saco intestinal no evertido
usando como guia el procedimiento de Veja-Rojas et al. 2021 (Vega-Rojas et al. 2021). Los
animales se sacrificaron, y enseguida se diseccioné el intestino delgado. Se obtuvieron
secciones de 4 cm de largo del duodeno, yeyuno e ileon, y se lavaron con solucién fria de
Krebs-Ringer. Se obturd uno de los extremos con cuidado de no romper el intestino y de

manera que no hubiese salida de las muestras de SNEDDS o solucion.

Se agregd 500 pL de solucion de rodamina B o rodamina B en los SNEDDS que fueron
preparados en solucién de Krebs-Ringer. Se cerrd cuidadosamente el otro extremo y se
coloco el saco intestinal en un tubo de vidrio con tapa con medio Krebs-Ringer y se mantuvo
bajo agitacion suave por 30 minutos (Figura 12). Después se retiraron los nudos y la muestra,
y los tejidos se almacenaron en formaldehido al 10 % en PBS para los cortes histoldgicos
longitudinales, los cuales fueron tefiidos con hematoxilina y eosina. Las laminillas fueron

observadas bajo el microscopio de fluorescencia OLYMPUS BX43 con el filtro de 500-700
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nm. Los parametros del microscopio se mantuvieron a un tiempo de exposicion de 31.25 ms,

de saturacion 44, brillo 0 y contraste 2. Las muestras se realizaron por duplicado.

5.2.7 Pruebas estadisticas

Los analisis de datos estadisticos se informaron como la media + desviacion estandar (DE).
Las diferencias significativas entre los grupos se determinaron y evaluaron mediante pruebas
ANOVA seguidas de la comparacion de medias de Bonferroni utilizando el software

OriginPro, estableciendo la significancia estadistica en p < 0.05.
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Capitulo 6. Resultados y discusion de resultados

6.1 Curvas de calibracion

La aplicacion de métodos analiticos es fundamental en estudios si se cuenta con analitos que
deben identificarse y cuantificarse (Quino, Israel, Ramos 2007). Debido al propoésito del
analisis, la construccion de las curvas de calibracion fue fundamental para determinar la
concentracion de los API en los métodos desarrollados. Se identificaron las bandas de
absorbancia de los analitos, los limites de deteccion y cuantificacion instrumental, se
generaron curvas de calibraciéon y se obtuvo la ecuacidn de regresion lineal de minimos

cuadrados, datos que pueden observarse en la Tabla 4 y Figura 12.

Tabla 4. Valores obtenidos de las curvas de calibracion de los API.
API LDI? LCIP Ecuacién R?
DOX 0.027 4.80 y = 0.0165x +0.0076 0.9998
AD32 0.009 2.09 y =0.013x + 0.0046 0.9995
MTX 0.002 0.16 y =0.0374x +0.0131 0.9998
RB 0.008 0.21 y =0.11x-0.0115 0.9987
PpIX 0.001 0.31 y = 0.0435x - 0.0086 0.9977
a: Limite de deteccion Instrumental en unidades de absorbancia.
b: Limite de cuantificacion instrumental en unidades de concentracion (pg/ mL).

Los limites de deteccion y cuantificacion son de importancia debido a que se elimina la sefial
que puede generar el ruido de la matriz (SNEDDS), y de esta manera se precisa que las
lecturas posteriores son valores obtenidos del analito. Las curvas de calibracion obtenidas
tienen valores de R? > 0.99, esto indica que los datos se ajustan a la linea de regresion. Las
ecuaciones obtenidas se utilizaron para calcular la concentracion de los APIs, en la ecuacion

de la recta se despeja “x”, que representa el valor de la concentracion, y “y” es el valor de la

absorbancia obtenida del equipo.
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Figura 12. Gréficos de las curvas de calibracion de los APy su linea de ajuste. a. DOX, b. AD32,
c. MTX, d. RB, e. PpIX.
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6.2 Preparacion de SNEDDS sin carga

Los SNEDDS son sistemas que tienen la capacidad de autoformarse en nanoemulsiones O/W
cuando entran en contacto con el liquido gastrointestinal. La mezcla de aceite, tensioactivo y
cosolvente adecuada en la formulacion permite generar un sistema ordenado. La funcién de
cada componente es fundamental para su formacion, asi como definir su capacidad de entrega

del API en las células. Por lo que los componentes adecuados y sus cantidades son claves.

Para definirlos se suelen realizan pruebas de solubilidad del APl y los componentes, se
selecciona aquellos que generen mayor solubilidad, después se realizan diagramas de fase
ternario con diferentes proporciones de los componentes, que permite identificar las zonas
en las que se generan las nanoparticulas. Para optimizar las formulaciones de SNEDDS se
suelen realizar pruebas de estabilidad coloidal y se clasifican segun su apariencia y por el
tiempo de emulsificacion. Después, se realizan pruebas de caracterizacién que definen la
calidad de la nanoparticula. Actualmente, con el objetivo de reducir el numero de
experimentos y errores se utilizan software que permiten generar formulaciones a partir de
los efectos que los componentes pueden tener en ciertas variables, como tamario, PDI, (% T),
Potencial 'y hemdlisis (F. Li et al. 2016; Shrivastava et al. 2022).

El equipo de investigacion formulo y optimiz6 CTS@SNEDDS adecuados para la carga de
ARN, por lo que el objetivo de este proyecto fue caracterizar SNEDDS y CTS@SNEDDS
capaces de cargar API de diferentes caracteristicas fisicoquimicas.

Figura 13. Fotos de los SNEDDS. a. SNEDDS de reciente preparacion, b. SNEDDS en el cual se

coloca un laser para evidenciar el Efecto Tyndall.
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La autoformacion de ambos SNEDDS comienza cuando la mezcla de componentes tiene
contacto con el agua en movimiento, por lo que los SNEDDS se obtienen en cuestion de
segundos. Esto es debido a que el tensioactivo tiene un HLB de 14-16, el cual permite
emulsionar al Labrafil® (HLB de 4).

La apariencia final fue de un sistema coloidal azul-translucido, sin floculaciones o
coalescencia visible (Figura 13a). En la formacion de CTS@SNEDDS, el sistema coloidal,
inicialmente, se tornd blanco indicando que se formo una emulsion (W/O), ya que el poliplejo
(sin ARN) y el cosolvente fungen como la fase acuosa y el Labrafil® el lipido exterior. Al
agregar el tensioactivo, y agregar la mezcla en agua se forma la emulsion doble (W/O/W).
En ambos tipos de SNEDDS se puede observar el efecto Tyndall, una caracteristica comin
de los sistemas coloidales, en el cual las nanoparticulas dispersan la luz (Figura 13b)
(Williams et al. 2012).

Si la nanoemulsion no se formaba adecuadamente, se observaba blanca o con alta cantidad
de espuma. Lo anterior debido a que se agregaron de manera inadecuada los componentes de
la formulacidn, particularmente del tensioactivo, el cual ha sido reportado que relaciones

menores del mismo y mayores de lipido impiden la nanoemulsificacion (Dou et al. 2018).

La estructura de las nanoparticulas seria la siguiente: las cadenas de tensioactivo junto con el
cosolvente etanolico en los SNEDDS simples se encuentran en el exterior y en el interior el
ndcleo lipidico (Figura 8), mientras que para los SNEDDS hibridos (W/O/W) el cosolvente
se encuentra en el nacleo junto con el polimero que estaran rodeados del lipido para generar
la primera emulsién, y en el exterior el tensioactivo que tendra contacto con el agua para

formar la emulsion multifasica (Figura 9).

6.3 Preparacion de SNEDDS con carga

Los SNEDDS son ampliamente usados debido a su potencial para acarrear y liberar
ingredientes farmacéuticos activos pocos solubles en agua y/o poco permeables, aumentando
asi su biodisponilidad oral. La principal justificacion es que los API estaran predisueltos en
la mezcla de componentes, lo que evita el paso de disolucion, y la posible precipitacién del

API. Se han comparado las formulaciones comerciales de farmacos con baja
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biodisponibilidad oral con los SNEDDS vy los resultados obtenidos son la mejora en
pardmetros como proteccion del fa&rmaco del ambiente del TGI, permeabilidad en la mucosa,
absorcion linfatica, que evita el metabolismo de primer paso, y lo que lleva al aumento de la
concentracion plasmatica de los APl (Ashfaq et al. 2022).

Figura 14. Fotografias de SNEDDS cargados con los API. a. (DOX)SNEDDS, b.
(AD32)SNEDDS, ¢. (MTX)SNEDDS, d. (RB)SNEDDS, e. (PpIX)SNEDDS.

Cuando se agreg0 el API, se observo el color caracteristico del farmaco en el sistema coloidal,
se tornd rojo con DOX, naranja con AD32, amarillo con MTX, rosa con RB, y café con PplX,
junto con la caracteristica transllcida, ver Figura 14. Debido a las pruebas de eficiencia de
encapsulacién se conocieron las concentraciones de los API que la formulacion de SNEDDS
puede acarrear. Se observo como los API liposolubles que se encuentran afuera de los
SNEDDS precipitan, como es el caso de AD32 y PplX, y se comprob6 como los SNEDDS
confieren proteccion contra diversos factores como luz y pH.

Se lograron producir CTS@SNEDDS con carga, manteniendo las mismas caracteristicas de
los demas sistemas, con la Unica diferencia de que al cargar la molécula de sal disodio de
PpIX los SNEDDS multifasicos no se forman. Esto posiblemente se debe a que la sal disodio
de PplX es altamente soluble en &cidos, diversos autores han reportado la disolucion de esta
molécula en este tipo de solventes para cargarlos en nanoparticulas (Gutiérrez Fuentes et al.
2007; Basoglu, Bilgin, and Demir 2016). La PplX al ser adicionada a la formulacion (en

cualquier fase de preparacion) atrapa las moléculas de acido acético presentes en la solucién
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de quitosano, haciendo que el polimero no se encuentre disuelto y precipite, por lo cual
posiblemente se formen Unicamente SNEDDS simples. Por lo que Unicamente se utilizd
PpIX en SNEDDS simples en este proyecto.

6.4 Caracterizacion fisicoquimica

6.4.1 Pruebas de estabilidad coloidal y de eficacia de emulsificacion

Las pruebas de estabilidad coloidal son estudios que permiten conocer el comportamiento de
los sistemas nanoparticulados bajo diferentes pardmetros, como temperatura, movimiento,
pH y enzimas, ya que las muestras pueden verse perturbadas en sus propiedades, y limitar su
produccién, manejo y almacenamiento. Se realizaron cuatro pruebas de los SNEDDS O/W
sin carga, las cuales permitieron identificar las condiciones de almacenamiento, y la calidad

de las nanoparticulas.

Se midio el (% T) de una muestra diluida (1:10), de reciente preparacion y sin centrifugar.
Se encontr6é un promedio de 96.2 %, valores similares (97.34 %, y 97.3 %) a los reportados
por otros equipos de investigacion (M. Ahmad et al. 2017; Alshahrani et al. 2018).

1) Prueba de centrifugacion
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Figura 15. Grafico de % Transmitancia (% T) contra tiempo de la prueba de centrifugacion.
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El aspecto fisico de las muestras se mantuvo a lo largo de los periodos de centrifugacion, no
se observaron floculaciones o cambios de fase. Se realiz6 un analisis ANOVA entre los
resultados de % T y el grupo control sin centrifugar, obteniéndose resultados entre 84 y 86 %
(muestras sin diluir). No se encontraron diferencias significativas entre las muestras
centrifugadas a diferentes tiempos (p < 0.05), lo que indica estabilidad a la prueba de

centrifugacion (Figura 15).

I1) Prueba de congelacion-descongelacion
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Figura 16. Grafico de % Transmitancia de la prueba de congelacién y descongelacién. TA,
temperatura ambiente, C-D, congelacién—descongelacion, *, diferencia significativa (p<0.05) entre
C-D inicial y C-D final.

Las pruebas se realizaron sin diluir, por lo que el (% T) disminuye, sin embargo, se mantienen
valores > a 80%. En la prueba de congelacion y descongelacion se observé que después de
la descongelacion se presentd pérdida de la integridad de los SNEDDS (Figura 16). El
sistema coloidal cambi¢ su apariencia a una sustancia lechosa y turbia, el (% T) cambio de
80.1 £ 0.43% a 0.13 + 0.32 %, lo que indica el aumento en el tamafio de las particulas.
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Esto posiblemente es debido a que en la etapa de congelacion se formen cristales de hielo
entre las particulas coloidales. Tarsitano et al. observaron este mismo efecto, utilizaron
Labrafil® M2125 y Phospholipon® 90G, observaron que al congelar se aumentaba
drasticamente el tamafio de las nanoparticulas hasta >1000 nm; también agregaron
crioprotectores (glucosa y manosa) y realizaron un congelamiento rapido, concluyeron que
aungue se coloque la misma concentracion de crioprotector, la pérdida de estabilidad de los
sistemas dependera de los tipos de componentes en la formulacion (Tarsitano et al. 2022).
Un comportamiento observado por Usmani et al, en las formulaciones de SNEDDS en las
gue no se adiciond y las que tenian mayor cantidad de cosolvente no pasaron la prueba
(Usmani et al. 2019). Se concluye que los SNEDDS presentados no deben almacenarse bajo
congelacion (-4 °C).

I11) Prueba de calentamiento-enfriamiento
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Figura 17. Gréfico de % Transmitancia de estabilidad de calentamiento y enfriamiento. TA,

Temperatura ambiente, CE, calentamiento-enfriamiento, C, calentamiento, E, enfriamiento.

Se completaron los seis ciclos correspondientes de calentamiento y enfriamiento junto con el
grupo control, la cual fue a temperatura ambiente. No se observaron cambios en la apariencia

de los coloides, y en el (% T) no hubo diferencias significativas entre tratamientos (p < 0.05)
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(Figura 17). Los (% T) se mantuvieron entre 75 % y 82 %, valores obtenidos de SNEDDS
sin diluir. Por lo que se los sistemas son estables a temperaturas de 4 °C a 45 °C. También se
observé que los SNEDDS son estables a temperatura ambiente por més de 24 dias, y que

pueden ser estables a la temperatura corporal.

IV) Prueba en fluidos fisiologicos
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Figura 18. Grafico de % Transmitancia contra tiempo de la prueba en fluidos fisioldgicos
simulados. FGS, Fluidos gastrointestinales simulados, FIS, Fluidos gastrointestinales simulados, *

diferencia significativa (p<0.05).

Las pruebas de estabilidad en fluidos fisiologicos a los que estuvieron expuestos las
nanoparticulas ayudaron a conocer si las nanoparticulas son capaces de mantener su
estructura y de esta manera proteger a los API de esas condiciones. El (% T) de todas las
muestras fue mayor al 95 %. En las muestras incubadas en FGS no se identificaron
diferencias significativas entre el antes y después (p<0.05), caso contrario de FIS, en el cual
se obtuvieron diferencias significativas (p<0.05) (Figura 18). Esto posiblemente es debido a
que los ésteres de acidos grasos de polioxietileno de los tensioactivos son hidrolizados por

las enzimas pancreaticas.
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Se ha reportado que Cremophor® RH 40 se hidroliza a una extension inferior del 6.1 %, el
cual es un valor menor en comparacion con el tensioactivo polisorbato 80 (14.4 %), esto es
debido que también se ha investigado que el Cremophor® RH40 es un inhibidor de las lipasas,
ya que puede bloquear la union de lipasa-colipasa causada por las cadenas PEG o debido a
una interaccion directa con el tensioactivo unido a la superficie lipidica que genera complejos
inactivos de enzima-tensioactivo (Christiansen, Backensfeld, and Weitschies 2010; Chen et
al. 2020). Probablemente se obtuvieron diferencias entre el antes y después de la incubacion
en FIS por la accion enzimatica, sin embargo, los cambios si bien significativos, son minimos
debido al potencial inhibidor de RH40. Por lo que los SNEDDS resisten tanto pH acidos y

enzimaticos del estbmago, como del intestino.

6.4.2 Eficiencia de encapsulacion y eficiencia de carga

La eficiencia de encapsulacion (% EE) es esencial para determinar qué porcentaje del API
agregado se encuentra en las nanoparticulas, asi como la eficiencia de carga (% EC) que
ayuda a conocer el porcentaje de API cargado por unidad de masa de la nanoparticula. Para
maximizar los valores de ambos, el tamizaje y seleccion de los componentes es un factor
importante, ya que la base es la solubilidad del API en ellos. Ademas, mayor solubilidad de
los farmaco en el lipido indica que se coloca menos lipido en la formulacién, lo que requiere
menor cantidad de tensioactivo y cosolvente para emulsionar, los cuales en altas cantidades
pueden generar irritaciones en el TGI, y a nivel celular la pérdida de la fluidez en la
membrana y su posible ruptura (Khan et al. 2022).

En estos nanosistemas, no se determind la solubilidad de los API debido a que la formulacion
se optimizo para la carga de ARN, y no es el objetivo de este proyecto cambiar la
formulacién, sin embargo, al contar con ingredientes farmacéuticos activos de caracteristicas
fisicoquimicas distintas se obtuvieron datos enriquecedores sobre la calidad y capacidad de

la formulacion para cargar APIs.

DOX es una molécula lipofilica, sin embargo, la sal acida (C27H20NO11°HCI) es hidrofilica,
su solubilidad en agua cambia de aproximadamente 2.6 mg/mL (DOX) a 10 mg/mL (DOX«
HCI). Como se puede observar en la Figura 19a, la % EE de DOX fue de 76.50 + 1.6 % a
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una concentracion final en los SNEDDS simples formados de 40 pg/mL con un % EC de
0.079 £ 0.0016 %.

Se logro disolver 1 mg de DOX en un mililitro de la mezcla de componentes. Usmani et al,
lograron disolver hasta 2 mg en su formulacion de SNEDDS, ellos utilizaron Labrafil® M
1944 CS y Kolliphor RH40 como lipido y cosolvente, en los cuales reportan una solubilidad
de 14.09 = 2.703 mg/mL, y 34.32 £ 2.512 mg/mL, respectivamente. Ellos también agregan
otro aceite (Nigellia Sativa) y utilizan glicerol como solvente (solubilidad de DOX fue de
14.758 + 2.758 mg/mL), que posiblemente permitié disolver mayor cantidad de DOX
(Usmani et al. 2019). Esto indica que probablemente DOX se mantuvo mayormente soluble
en el tensioactivo y cosolvente que, en la fase lipidica, y de utilizarse esta formulacién en un

futuro, utilizar DOX sin HCI aumentaria la carga del API.

80

a.
704
60

DOX-EtOH
50 4 ( )
40 -
=3
304
204
0.087 ..o
0.06 4 —s— 0p EE _.," ~’.‘ _____
0044 --e- %EC JUDNPPEEL L ‘e 064 ] ... PR @----n"
o-- 0081 g...--4----"®"

0021 - ooo{ ° ¢
0.00 19— T T T T T T : T T T T T T T T

496 64 10 12 184 24 32 40 672 24 32 40 48 56 64 72 80

Doxorubicina [ug/mL] Valrubicina [ug/mL]

Figura 19. Gréaficos de Eficiencia de atrapamiento y eficiencia de carga. a. DOX en SNEDDS
simples, se sefiala como DOX-EtOH a los valores obtenidos con DOX predisuelta en etanol, b.
AD32 en SNEDDS.

También se realizaron pruebas agregando el farmaco en un estado predisuelto (etanol) para
conocer los cambios en la carga de este, se logré observar como disminuye la capacidad
cuando se agrega de esa manera en comparacion con agregar el farmaco directamente a la
mezcla de componentes. Esto probablemente se debe a la solvatacion del farmaco en el

etanol, ademas, agregar el etanol fungiria como cosolvente, lo que implica la modificacién
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de la formulacion de SNEDDS. Los valores obtenidos para 12 pg/mL predisuelto en etanol
fue de 65.28 £ 1.62 % y a la misma concentracion, pero con el farmaco en polvo fue de 75.86
* 2.63 %, los cuales son significativamente diferentes (p < 0.05).

Un valor cercano al antes mencionado es el de su andlogo, AD32, en el cual se agreg6 1.6
mg/ mL, valor similar, también reportado por Lacko et al, quienes desarrollaron particulas
lipidicas (rHDL) con carga de 2 mg/ mL (Lacko et al. 2012). AD32 presenta solubilidad en
agua de 0.0325 mg/ mL, por lo que es mas afin a los componentes de esta formulacion. La
concentracion final de AD32 en los SNEDDS fue de 64 ug/ mL con una % EE de 98.76 £
0.51 %y % EC de 0.1635 £ 0.005 % (Figura 19b), valores mas altos obtenidos de los cinco
APIs utilizados.

%
N
(53]

5 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Metotrexato [ug/mL]

Figura 20. Graficos de Eficiencia de atrapamiento y eficiencia de carga del metotrexato en
SNEDDS simples (O/W).

Se considera que un factor importante es la solubilidad del farmaco, el MTX es un farmaco
clase 1V, sin embargo, tiene un log P de -1.8, por lo que tiene mayor solubilidad acuosa (1
mg/mL) que lipidica. Esto puede explicar la baja carga del MTX.

Se logré disolver 1 mg en la formulacion, la cual posiblemente sea debido a los tensioactivos
y cosolventes, por lo que el farmaco mayormente se encontrara en las zonas hidrofilicas de
los SNEDDS. D.S Kim et al, reportaron SMEDDS de aceite de ricino, Tween® 80 y Plurol®

diisoestearico, ellos disolvieron 100 mg de MTX en 1 mL de la mezcla, sin embargo, el API
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presentd mayor solubilidad en los tensioactivos (>300 pug/mL) y cosolventes (> 900 pg/mL),
que en el lipido (74.40 ug/mL), ademas, la formulacion constaba de una relacion de volumen
de 30/70/10, es decir, que la gran cantidad de MTX se disolvid gracias al tensioactivo (D. S.
Kim et al. 2019). EI MTX presenté una % EE de 48.17 £ 0.91 % y una % EC de 0.028 +
0.0007 % a 40 pg/ mL (Figura 20).

Con el objetivo de conocer si el estado de ionizacion del MTX pudiese estar alterando la
carga en los SNEDDS, se realizaron pruebas utilizando como factor el pH, ya que el MTX
es un acido deébil, y posiblemente al estar en un estado ionizado el MTX disminuya su
encapsulamiento. Se realizo el andlisis tedrico para conocer los estados de disociacion. Sus
pka son, pKai = 3.5 (&cido carboxilico, COOH - COO"), pKa, = 8.8 (aminas, NH,>NH3"),
y pKas = 9.2 (aminas, NH,>NH?3"), después de medir el pH de los SNEDDS con carga de
MTX (pH de 6-6.7), y utilizando el analizador CurTiPot (Potentiometric Titration Curves,
https://www.ig.usp.br/gutz/Curtipot_.html), aparentemente en el rango de pH de 5.8y 7.2 no
hay cambios significativos en las especies quimicas. Por lo que se enfatiza que el parametro

mas importante es la solubilidad de los API para este tipo de sistemas SNEDDS.
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Figura 21. Gréficos de Eficiencia de atrapamiento y eficiencia de carga. a. Rodamina B en
SNEDDS simples, b. Protoporfirina IX en SNEDDS.

Se identificé que el % EE de Rodamina B en los SNEDDS fue del 93.17+2.43% a una
concentracion de 37.2 ug/mL, y su % EC de 0.091 + 0.0006 % (Figura 21a). La Rodamina B,

47



UAEM LARL

tiene un valor de Log P de 1.95, es decir que es mayormente soluble en agua, es probable que
por esa razon la concentracion final sea menor, sin embargo, el valor de % EE es alta, por lo
que la RB es afin a los componentes de la formulacion. Se logré disolver 0.93 mg, valor
cercano reportado por Topal et al, quienes disolvieron 1 mg de RB en el lipido de SLN (Topal
et al. 2020). No se han reportado SNEDDS con agentes fotosensibilizantes, sin embargo,
diversos estudios demuestran que aumentar la liposolubilidad de RB permite una mejor
biodisponibilidad (Mottram et al. 2012).

La sal disodio de PplX utilizada es mas hidrosoluble (Log P 1.37) que la PpIX (Log P 7.33),
es por ello que se disolvié 0.81 g/mL del API en los componentes de la formulacion, los cuales
constan tanto de zonas hidrofilicas como lipofilicas. Przybylo et al, agregaron 0.1 mg/mL de
PplIX en fosfatidilcolina para formar liposomas (Przybylo et al. 2016), esto indica que la carga
de PplX suele ser baja para este tipo de moléculas. Ademas, se debe tomar en consideracion
que las nanoparticulas cargadas con agentes fotosensibilizantes no deben causar ningun efecto
o0 dafio cuando no estan siendo irradiadas (da Silva et al. 2021).

El % EE fue de 98.85+ 0.21 % y % EC de 0.083 + 0.0018 % a 32.5 ug/mL (Figura 21b), esto
es la concentracién de API mas baja, pero con una alta capacidad de encapsulacion. La sal
disodio de PplX es soluble en metanol y en éacidos fuertes como el HCI, sin embargo, como

se demostro que la carga disminuye al predisolver, se mantuvo utilizando el polvo del API.

Todos los valores de % EC son pequefios, estos valores indican el porcentaje del API que cabe
en el nanosistema, es decir, en un SNEDDS. Los sistemas tienen un tamafio de particula menor
a 35 nm, esto podria explicar los porcentajes obtenidos. También se determind que siempre
habra farmaco en el medio debido al gradiente de concentracion que se crea por la difusion
pasiva entre las nanoparticulas y el agua.

6.4.3 Espectrofotometria UV-Vis

Al incidir luz a una longitud de onda (L) especifica a una muestra, se produce un cambio en
sus niveles de energia, los electrones de la sustancia cambian a un estado de mayor energia,
generado transiciones electronicas debido a la luz absorbida. Entonces la espectroscopia

UV-Vis brinda informacion sobre la posicion de electrones y enlaces quimicos.
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En los espectros UV-Vis se observan bandas de absorcion de las transiciones electronicas,
las longitudes de onda mas cortas son méas energéticas y las longitudes de onda mas largas
son menos energéticas, es decir, que si en el espectro se observan bandas de absorcion en 200
nm se necesita mayor energia para producir una transicion electrénica cuando se compara
con una banda de absorcién a 800nm, es por ello que se observan en diferentes A las bandas

de absorcion caracteristicas de las sustancias.
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Figura 22. Espectros UV-Vis de los API en solucion, SNEDDS sin carga y los (API)SNEDDS. a.
Componentes de la formulacion, b. DOX, c¢. AD32, d. MTX, e. RB, f. PplX.

Las soluciones fueron diluidas en 1:100 y normalizadas. Los componentes de los SNEDDS
y CTS@SNEDDS tienen bandas de absorcion desde 200 nm hasta 280 nm. El quitosano
presenta transiciones en 218 nm, el lipido en 206 nm, 234 nm, 268 nm y 278 nm, el
tensioactivo en 204 nm, 268 nmy 280 nm y el cosolvente en 204 nm, 268 nmy 278 nm. Los
SNEDDS y tienen bandas de absorcion en 262 nm, 272nm y 284 nm, esto confirma la

formacion de las nanoparticulas debido al movimiento de las bandas de absorcion presentes
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en los compuestos individuales. Las transiciones de los maltiples alcanos de los SNEDDS
son 6—c a una A de 135 nm, C-O se encuentran a una A de 177-184 nm con transiciones
n—ac’, y los algquenos presentan transiciones t—m* a una A de 204 nm, estos no son visibles
en los espectros presentados. A lasA de 262 nm, 272nm y 284 nm se presentan transiciones
n—x" de los grupos carbonilo (Figura 22a).

Los componentes de la formulacion generan espectros superpuestos, es posible que por esta
razon en los espectros de los SNEDDS generados solo se observe el ligero movimiento de
las bandas y no la combinacién de las mismas, comportamiento reportado anteriormente
(Kamberi and Tran 2012; Mabrouk, Hamed, and Mansour 2021).
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Figura 23. Espectro UV-Vis. a. Solucion de DOX y (DOX)SNEDDS, b. Solucién de RB y
(RB)SNEDDS.

Se observaron las bandas de absorcidon caracteristicas de los agentes terapéuticos en solucién:
DOX a 480 nm, AD32 a 496 nm, MTX a 302 nm, mismas que se seleccionaron para que la
matriz de SNEDDS no interfiriera con la lectura del API, RB a 554 nm, y PpIX a 470 nm.

Se observd la difusion total o parcial de las bandas de absorcidn caracteristicas de cada API,
y las bandas de los SNEDDS se mantuvieron, esto es en parte debido al coeficiente de
extincion molar (g) de los mismos, por ejemplo, el de la rodamina B es de 106 000 Mt cm™*
y el de Doxorrubicina es 500 M2 cm, por lo que es posible ver su banda de absorcion (Figura
23), comportamiento reportado por Rout, et al. en el cual utilizaron el fotosensibilizador Azul

de toluidina O (TBO) en nanoparticulas lipidicas, ellos observaron como el TBO aumenta de
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manera correspondiente con la concentracion de fotosensibilizador (Rout, Liu, and Wu
2017). Sin embargo, esto es solo visible si se analiza fuera del rango dindmico del

instrumento.

Se propone que debido a que los API se encuentran en el nicleo de los nanosistemas no es
posible obtener informacion de los mismos, por interferencia del Labrafil®, la fosfatidilcolina
y el Cremophor® RH 40, asi como la posibilidad de que se disperse la luz por burbujas
generadas por el tensioactivo. Otra posible explicacion se basa en el funcionamiento del
equipo de UV-Vis, al incidir la luz y tener contacto con los SNEDDS, la luz se dispersa,
(efecto Tyndall), y la luz que fue transmitida y detectada no es necesariamente toda la luz
que fue absorbida, sin embargo, el instrumento lo interpreta de esta manera. Esto se debe a
que los SNEDDS son sistemas coloidales de tamarfio de particula menor a 35 nm, es decir,
son mas pequefios que la longitud de onda de la luz emitida, esto se conoce como dispersion
de Rayleigh. Los espectros de absorcion de (API)SNEDDS y CTS@(API)SNEDDS no
presentaron diferencias (no mostrado en este trabajo).

6.4.4 Espectroscopia FT-IR

Al irradiar una molécula con momento dipolar permanente, con radiacion infrarroja generara
un cambio en la energia vibracional de sus enlaces que puede generar vibraciones de flexién
(0) en el plano o fuera del plano, y de estiramientos (st) o llamados de tension que pueden ser
simétricos o asimétricos, con esta informacion se puede obtener la estructura e identidad de

la molécula, asi como interacciones moleculares.

En el espectro FTIR de los SNEDDS sin carga (Figura 24) se identificaron bandas
correspondientes al Cremophor® RH40. En 723 cm™ por la flexion de enlaces en C-Ha, en
1458 cm! por flexion en enlaces C-H, en 2928 cm™, 2855 cm™ y 3006 cm™ por estiramiento
en enlaces C-H de la cadena hidrocarbonada, en 848 cm?® , 950 cm?! vy
990 cm? por la flexion de enlaces CH=CH, en 1295 cm™ por flexion en el plano en los
enlaces del grupo CH= del alqueno, en 1100 cm™,1247 cm™, y 1349 cm™ por estiramiento
asimetrico de los enlaces C-O del alcohol, y por flexién en el plano de los enlaces O-H del
alcohol, en 1636 cm™, y 1736 cm™ por estiramiento en los enlaces de C=0 de los grupos

éster, y en 3465 cm™ por estiramiento en enlaces OH.

51



UAEM LARL

15

95

Numero cm-1

723
2 848
3 950
4 990
5 1100
6
7
8

©
o
1

1247
1295
1349

Transmitancia [%]
[ee]
(52}

9 1458
10 1636
11 1736
2855
13 2928
14 3006
15 3465

[e<]
o
1
-
)

5

75 T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda [cm™]

Figura 24. Espectro infrarrojo de SNEDDS O/W sin carga, se indica el nimero de onda de las

bandas.

No se observaron bandas de otros compuestos, debido a que el tensioactivo solo se
encontraba en el exterior, en contacto con el agua, y todos los demas componentes en el
interior de la nanoparticula. El espectro infrarrojo de CTS@SNEDDS no presenté cambios
con respecto al de SNEDDS simples. Ademas, las bandas caracteristicas de los API no se
observaron en los SNEDDS con carga, (no mostrado en este trabajo), esto indica que se
encuentran dentro de la particula ya que los SNEDDS provocan la proteccién de los bandas
de absorcion del APly no se ven, y que al agregar el API no hay cambios en la naturaleza de
los SNEDDS (Sun et al. 2019; Hosseini et al. 2019; Shrivastava et al. 2022).

6.4.5 Tamafio de particula, indice de polidispersion y potencial ¢

Los diametros hidrodinamicos e indices de polidispersion (PDI) de los SNEDDS se
determinaron por dispersion dinamica de luz. Las nanoparticulas se mueven continuamente
al azar debido a las colisiones con las moléculas de disolvente, es por ello que la luz laser
que se incide se dispersa en diferentes intensidades en el tiempo. Al generarse el analisis de

las diferentes intensidades de las fluctuaciones se obtiene la velocidad del movimiento
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browniano y por lo tanto el tamafio de particula. Si las particulas se mueven rapidamente es
un indicativo de particulas pequefias, por lo que se acelera la variacion de la intensidad de
dispersion. Se utiliza la relacion de Stokes-Einstein, la cual establece que el coeficiente de
difusion traslacional de una particula depende de su tamario, de la temperatura y viscosidad

del medio, pero resulta independiente de la densidad y composicién de la particula.

Tabla 5. Tamarfio y PDI de las muestras de SNEDDS
Muestra Tamario (nm) PDI
CTS@SNEDDS 27.25 0.27
CTS@(DOX)SNEDDS 27.64 0.39
CTS@(AD32)SNEDDS 25.02 0.36
CTS@(MTX)SNEDDS 25.68 0.62
CTS@(RB)SNEDDS 24.31 0.18
(PPIX)SNEDDS 28.95 0.52

La importancia del tamafio de particula en sistemas dirigidos contra tumores es muy
importante para la adecuada captacion celular y entrega del API. Gracias a los tamafios
<100 nm de los sistemas nanoparticulados resulta en un efecto de permeacion y retencién
aumentada, debido a cambios en la vasculatura y arquitectura en el tumor, este efecto es
altamente primordial para nanoparticulas pasivas. Se ha reportado que el rango 6ptimo en las
nanoparticulas debe ser de 10 a 60 nm, independientemente de su composicion. Un tamafio
mayor a este tiene alta susceptibilidad de ser eliminado por el sistema reticuloendotelial, y
particulas menores a ese rango se ven limitadas para unirse a los ligandos de las células por

lo que no podran acceder de manera efectiva a las células (Hoshyar et al. 2016).

Como se puede ver en la Figura 25 y Tabla 5, los tamafios de los CTS@SNEDDS con y sin
carga son menores a 30 nm. Se estima que las nanoparticulas se absorban en intestino
delgado, y puedan acceder al sistema linfatico y de esta manera mejorar parametros
farmacocinéticos, como también puedan llegar al colon como SNEDDS por el flujo del TGI.
Se ha mencionado que el tamafio 6ptimo de la nanoparticula depende del sitio de accion
deseado, por lo que el tamafio de nanoparticula obtenido en el presente trabajo es el adecuado.

Garg et al. reportaron SNEDDS con tamafio de particulas menor a 32 nm, ellos observaron
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que los SNEDDS ayudan a generar una mejor entrega del API, respecto al API en solucion
(Garg et al. 2017).

El PDI provee informacidn sobre la distribucion de tamarios de la muestra, los valores que
se obtienen son de 0 a 1, aquellos cercanos a 1 indican que la muestra es polidispersa, es decir
que se presentan diferentes tamarios, y si es un valor cercano a 0, la muestra es monodispersa.
Los resultados obtenidos de PDI para CTS@SNEDDS sin carga y con carga de DOX, AD32,
y RB, asi como (PpIX)SNEDDS son inferiores o igual a 0.5 (Tabla 5), esto sefiala que las
nanoemulsiones tienen wuna distribucion de tamafio monomodal. Sin embargo,
CTS@(MTX)SNEDDS presenta un valor de PDI de 0.62, es decir que la distribucion de

tamarios es mas irregular que en los demas sistemas.

Hay pocos factores que afectan el PDI, principalmente se pueden producir durante el proceso
de produccion o en la concentracion de componentes, debido a que CTS@(MTX)SNEDDS
fue generado de la misma manera que los demas, se puede suponer que para esta muestra en
particular la concentracion de tensioactivo fue ligeramente mayor (como es reportado en el
estudio de Morales, A. 2022, en la cual menciona que el Cremophor® RH40 es el principal
factor para la obtencion de un valor PDI alto, seguido del cosolvente (Morales 2022). Se
puede suponer que las nanoparticulas cumplen con las caracteristicas predichas, y se puede
garantizar que los sistemas tienen una distribucion homogénea de tamarfio de nanoparticulas.
(Lancheros et al. 2014; Mujica Alvarez, Matiacevich, and Bustos 2019)

El potencial ¢ es una medida de la carga efectiva de la superficie de las particulas coloidales,
permite conocer la energia potencial de superficie que existe entre las particulas en
suspension. Una nanoparticula tiene un potencial de superficie definido por su composicion,
esta se neutraliza con los contraiones del medio, a esta zona se le denomina capa de Stern,
externo a esta capa existe una region en la cual la distribucion de iones es difusa, conocida
como capa de Gouy-Chapman, el potencial ¢ se obtiene en el limite de la capa de Stern y la

capa difusa.
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Figura 25. Graficos de distribucion de los tamafios de SNEDDS sin carga. a. CTS@SNEDDS sin
carga, b. CTS@(DOX)SNEDDS, ¢. CTS@(AD32)SNEDDS, d. CTS@(MTX)SNEDDS, e.
CTS@(RB)SNEDDS, f. (PpIX)SNEDDS.

La medida se basa en la dispersion de luz electroforética, se aplica un campo eléctrico que

hace que las particulas se muevan continuamente (movilidad electroforética), y se incide un

laser en la muestra. Con los datos de la dispersion del rayo laser, la longitud de onda del rayo,

el angulo al cual la luz dispersada es detectada, y el campo eléctrico son utilizados para

determinar la movilidad electroforética, la cual es sustituida en la ecuacion de aproximacion

de Smoluchowski para finalmente obtener el { (Tibaquira et al. 2007).

El valor de potencial { permite determinar la fuerza de repulsion entre los SNEDDS, y de

esta manera determinar si la suspension es susceptible a la agregacion, floculacion o

coagulacion. Los SNEDDS se encuentran en agua, por lo que el valor del potencial  es una

buena aproximacion del potencial de superficie. El potencial { encontrado de SNEDDS fue
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de 20.5 mV. Los valores elegidos para deducir la estabilidad de sistemas nanoparticulados
son £ 30 mV. Sin embargo, se han reportado valores similares al obtenido en diversos
articulos, y demuestran que los SNEDDS son estables (Yin et al. 2021). Hay muchos factores
que afectan el potencial {, como el pH, la temperatura, la concentracion, la fuerza iénica de
la solucion, y la viscosidad, por lo que es necesario determinar en un futuro la variable que

permita aumentar el potencial £ (Tibaquira et al. 2007).

6.4.6 Morfologia

La morfologia de los SNEDDS se obtuvo mediante microscopia electronica de transmision
(TEM). El microscopio emplea un haz de electrones que colisionan con la muestra, los cuales
pueden absorberse o dispersarse en funcién del grosor y de la composicion de la muestra, los
electrones incidentes son conducidos y modulados por unas lentes hacia al detector y se
forman imégenes. Las nanoparticulas organicas, como los SNEDDS, son dificiles de
observar mediante TEM debido a su bajo contraste, ya que estan compuestos principalmente
de carbono, hidrégeno y oxigeno, es decir, de elementos muy ligeros, que interactlan
débilmente con el haz de electrones (Arnould et al. 2018). Los SNEDDS se prepararon en

rejillas de cobre TEM recubiertas de carbono.

Los SNEDDS (Figura 26) se observan cuasiesféricos ligeramente irregulares, con una
superficie lisa y bien definidos. Se observan diferentes tamafios de particula < 50nm, esto
concuerda con los valores de PDI determinados por dispersion dindmica de luz que, si bien
son datos hidrodinamicos, se puede inferir en el comportamiento de los SNEDDS. Se
observan nanoparticulas sobrepuestas, esto es probablemente debido a su aglomeracion
durante el proceso de secado. Shrivastava et al. 2022, reportaron imagenes de microscopia
electronica de barrido de la estructura cristalina de farmacos y de los SNEDDS con carga, en
estos Ultimos no se observaron cristales de farmaco lo que demostré su encapsulacion
(Shrivastava et al. 2022).
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Figura 26. Imégenes de SNEDDS simples obtenidas mediante microscopia electronica de

transmision.

6.4.7 Liberacion de ingredientes activos

El primer proceso farmacocinético que define la entrega de los ingredientes farmacéuticos
activos es la liberacion. Las formas farmacéuticas han ido desarrollandose de tal manera que
la concentracion eficaz en sangre pueda ser inmediata, retardada, prolongada o sostenida,
para mejorar y facilitar el tratamiento a los pacientes. La velocidad y el lugar son los
principales factores que definen el tipo de liberacion. Para sistemas orales cuyo objetivo es
que el API sea absorbido en Intestino delgado, la liberacion debe realizarse hasta que el
farmaco llegue al sitio, por lo que la forma farmacéutica debe ser gastrorresistente, como las

capsulas de recubrimiento entérico.

Las nanoparticulas exhiben propiedades quimicas y biologicas que permiten el
encapsulamiento de ingredientes farmacéuticos activos y administracion con mayor precision
con una liberacion controlada, lo que evita menores fluctuaciones plasmaticas. Algunos
mecanismos de liberacion propuestos en sistemas nanoparticulados son por difusién, por
solvente, por reacciones quimicas (pH, enzimas, etc.) y liberacion controlada por estimulos

(luz, temperatura, ultrasonido, etc.) (Patra et al. 2018).

Los perfiles de liberacion de los APl de los SNEDDS se determinaron mediante el método
de diélisis, el cual es ampliamente utilizado en sistemas nanoparticulados. Se basa en medir
el API desde el compartimiento donante (donde se encuentran los SNEDDS) al aceptor, es
decir, el API que difunde a través de la membrana. Debido a la exposicién de SNEDDS a
fluidos gastrointestinales e intestinales, se optd por que los medios de liberacién fuesen a pH
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1.2 y pH 6.8, sin enzimas. De esta manera se permite conocer si existen fugas tempranas de
los API en el estdbmago, e inferir si el farmaco se encontrara disponible para su absorcion en

las siguientes secciones del TGI.

La liberacidn general observada de los API consta de una liberacién rdpida inicial desde la
primera hora hasta las 9 horas, seguido de una liberacion sostenida, hasta las 24 horas a pH
1.2, el méximo de liberacion de DOX fue el 33.35 %, de AD32 fue 17.01 %, de MTX fue
60.69 %, de RB el 58 % y el 46.45 % de PpIX. A pH 6.8 a las 24 horas se liber6 mas del
80 %y a las 48 horas mas del 95 % de todos los API, con excepcion de AD32, cuya liberacion
maxima a las 48 horas fue de 29.14 % (ver Figura 27), esto posiblemente se deba a su alta
lipofilicidad y compatibilidad con el Labrafil, AD32 podria haber estado altamente unido a
los &cidos grasos del lipido, este tipo de perfil de liberacion ha sido reportado anteriormente

en moléculas modificadas para aumentar su carga en el lipido de SNEDDS.

A partir de los perfiles se puede inferir que el proceso de liberacion se basa en la difusion
simple a favor del gradiente de concentracion desde el medio donante al aceptor, seguido de
la degradacion de la particula (Cui, Zhang, et al. 2019). La mayor liberacién a pH 6.8 puede
atribuirse a una menor difusividad del API a través de la membrana debido al gran peso
molecular del tensioactivo, lo que permite mantener a los APl en un estado mayormente

disuelto en la camara donante (Incecayir 2015; Bernkop-Schnirch and Jalil 2018).
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Figura 27. Graficos de liberacion de los ingredientes farmacéuticos activos de los SNEDDS
simples a pH 1.2 y pH 6.8. a. (DOX)SNEDDS, b. (AD32)SNEDDS, c. (MTX)SNEDDS, d.
(RB)SNEDDS, e. (PpIX)SNEDDS.

La liberacion de AD32 a pH 1.2 y pH 6.8 se ajusta a un modelo exponencial (R? de 0.949 y
0.994, respectivamente), en el cual la liberacion del API es constante respecto al tiempo,
similar a una liberacién de tipo sostenida. Como se menciond, debido a la baja solubilidad
de AD32, el porcentaje de liberacion fue menor al 30 %, esto sugiere que se sobrepasaron
los limites de solubilidad de AD32 (32 pg/mL) y el farmaco no atravesd la membrana debido
a su precipitacion, asi como de la formacion de micelas con el API, el cual podria estar dentro

de las mismas y de esta manera no puede atravesar la membrana.

El modelo de liberacion para DOX es Shah tanto a pH 1.2 (R? de 0.982) como a pH 6.8 (R?
de 0.995), igual que para la liberacion de MTX a pH 1.2 (R? de 0.983) y de PpIX a pH 6.8
(R? de 0.999). Este modelo explica una funcién de decaimiento exponencial combinada con

59



UAEM LARL

una funcién lineal, es decir, el API se liberé de manera constante hasta aproximadamente las
9 horas, el API detectado en el medio receptor seguramente se encontraba en una zona alejada
del nucleo lipidico y se encontraban mayormente en el tensioactivo, ademas, los API con
mayor afinidad a este, pueden pasar la barrera interfacial mas rapidamente, de esta manera
migraron hacia la zona mas hidrofilica, y después hubo una liberacién dependiente del

tiempo, por lo que se propone que sea por la posible degradacion de la particula.

En la liberacion de MTX a pH 6.8 (R? de 0.998), de RB apH 1.2y pH 6.8 (R? de 0.991 y
0.995, respectivamente), y de PplX a pH 1.2 (R? de 0.996) el modelo ajustado es de una
funcion de crecimiento exponencial de dos fases con pardmetros constantes de tiempo
(ExpGro2), posiblemente a que la primer liberacion detectada a 1 hora fue alta e inmediata,
por las caracteristicas fisicoquimicas de los API, seguido de una liberacién constante tanto

por sus caracteristicas combinadas como a la degradacion de los SNEDDS.

La liberacidn del API es dependiente tanto de la solubilidad del AP1y del comportamiento
de los SNEDDS, se propone que el burst inicial se debe a la posiciéon de los API en los
SNEDDS, entre més hidrofilico sea el APl mayor porcentaje sera liberado primero,
posteriormente, los SNEDDS comienzan a degradarse antes de las 9 horas, en el cual el API
puede moverse a la fase acuosa o quedarse atrapado en las micelas que se forman por los

componentes libres.

El comportamiento de liberacion en los SNEDDS es similar en todos los API, se presentd
una mayor liberacién a pH 6.8 que a pH 1.2, perfil observado por otros autores, ellos
mencionan que las diferencias en el porcentaje de la liberacion se debe a las caracteristicas
fisicoquimicas de las moléculas en los SNEDDS, asi como de la interaccion de las mismas
con los componentes de la formulacion, como se menciond anteriormente (U. Ahmad et al.
2018; Cui, Zhao, et al. 2019). También se observo como la PplX en solucién formé agregados
en soluciones a pH 1.2, sin embargo, bajo el mismo pH pero cargado en los SNEDDS, no
precipito. Esto apoya la propuesta de que pueden cargarse moléculas tanto hidrofilicas como
lipofilicas en sistemas SNEDDS, que brindan proteccion a los API en entornos severos de

jugo gastrico, y fungen como vehiculos de entrega adecuados.
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6.5 Caracterizacion biologica

6.5.1 Viabilidad celular

La viabilidad celular se determiné mediante el ensayo con XTT (2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-
5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilidal) y el reactivo de acoplamiento de electrones. La
sal de tetrazolio de XTT se escinde en formazan, un producto soluble en agua, por la enzima
succinato-tetrazolio reductasa que se encuentra en las mitocondrias, y es dependiente del
potencial redox celular. Se correlaciona la produccion de formazan (mediante valores de
absorbancia) con las células metabdlicamente activas, entre mayores valores de absorbancia
mayor supervivencia celular.

La linea celular HCT-116 se utiliz6 como modelo para conocer el efecto de los API en
soluciéon, CTS@SNEDDS vacios y con carga de API. Se agregaron concentraciones de 0.1,
1, 4,8y 10 uM de los tratamientos y se incubaron por 24 horas (ver Figura 28). En todos los
tratamientos, con excepcion de PplX, se encontrd que a concentraciones de 0.1y 1 uM no se

produjo muerte celular.

En la viabilidad celular a concentraciones de 4 uM se encontraron diferencias significativas
(p<0.05) entre la solucion de DOX y CTS@(DOX)SNEDDS, 67.10 £ 1.25 % y 90.92 +
0.04 %, respectivamente. La muerte celular producida por la soluciéon de DOX fue mayor ya
que se encuentra disponible y puede acceder al nicleo de las células, caso contrario de la
DOX en los SNEDDS, la cual primero debe ser liberada de los SNEDDS para realizar su
mecanismo de accién. Efecto contrario con CTS@(API)SNEDDS de AD32 (82.84 +
1.73 %), MTX (92.65 = 3.93 %) y RB (64.81 + 0.91 %), que generan muerte celular
probablemente por efecto de los SNEDDS ya que a la misma concentracion de las soluciones
de API no hubo diferencias en la viabilidad celular (AD32 de 100 * 0.14%, MTX de 100 £
1.78 % y RB de 100 + 0.29 %).

A concentraciones de 8 puM se encontraron diferencias significativas (p < 0.05) entre la
solucion de DOX y CTS@(DOX)SNEDDS, 6290 + 299 % y 20.70 + 1.66 %,
respectivamente, asi como entre la solucion de AD32 (100+0.14%) y cargada en SNEDDS
(66.26 £ 0.11 %) y de la solucién de MTX (100 + 2.52 %) y en los SNEDDS (58.23 + 2.59 %).
Se observo que el comportamiento de CTS@SNEDDS y CTS@(API)SNEDDS generan
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muerte celular dependientes de la concentracién, a mayor concentracién, mayor muerte

celular.

A 10 puM, DOX en solucidn (tabla 6) presentd una supervivencia celular de 57.93 £ 1.25 %,
y de CTS@(DOX)SNEDDS de 7.60 £ 0.04 %, la disminucion del efecto de la DOX en la
solucién probablemente es debido a la expulsion del farmaco (6.8.2 Evaluacion de la
internalizacion celular in vitro). A la misma concentracion, la viabilidad celular de
CTS@(AD32)SNEDDS fue de 65.5 + 0.40 %, y de la solucion fue de 100 £ 1.44 %, fue
posible observar una menor muerte celular de AD32 en SNEDDS, esto es en concordancia
con los datos de liberacion, ya que AD32 estara posiblemente atrapado en las micelas
formadas después de la degradacion de los SNEDDS, asi como de la posible precipitacion

del activo libre por la alta liposolubilidad.

La supervivencia celular de CTS@(MTX)SNEDDS a 10 uM fue de 29.84 + 1.53 % y de la
solucion de MTX fue de 99 + 2.34 %, se puede observar la baja permeabilidad de la solucion
de MTX al ser un farmaco clase IV, sin embargo, aumenta gracias al vehiculo. De
CTS@(RB)SNEDDS de 17.62 + 0.19 % y de la solucién de 98 + 0.24 %, en todos se
encontraron diferencias significativas (p < 0.05). Es importante mencionar que al administrar
sistemas nanoparticulados no deben generan citotoxicidad si no se inducen al laser (Craparo
et al. 2021), debido a la viabilidad celular observada, en futuras investigaciones se deben
utilizar concentraciones menores a 10 uM de RB en SNEDDS para su aplicacion en terapia

fotodinamica.

Se ha propuesto que los tensioactivos en las nanoparticulas pueden generar aberturas en las
uniones intercelulares y de esta manera aumentar la permeabilidad de los API, sin embargo,
en altas concentraciones pueden destruir la integridad de la membrana y romperla. Esta
disrupcion puede explicar los porcentajes de muerte celular que se observaron en SNEDDS
sin carga a 10 uM se obtuvieron valores de 43.6 + 1.62 %, 91.39 + 0.40 %, 57.92 £ 2.09 %,
51.42 £1.15% Yy 47.65 £ 0.81 %, para DOX, AD32, MTX, RB y PplX, respectivamente. Sin
embargo, se menciona que debido a la dilucién a la que seran sometidos los SNEDDS en el
TGl este fendmeno podria minimizarse (Girsoy and Cevik 2014). También puede atribuirse
a lo reportado en la tesis de Morales A, 2022, que a mayor porcentaje de lipido Labrafil®,

menor hemocompatibilidad, es decir, mayor citotoxicidad (Morales 2022).
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Figura 28. Gréficos de viabilidad en células HCT-116 a 24 h de los API en solucién, SNEDDS sin
carga 'y SNEDDS con carga a. DOX, b. AD32, c. MTX, d. RB. *, diferencia significativa entre el
APl en solucion y CTS@SNEDDS, **, diferencia significativa entre APl en solucién y
CTS@(API)SNEDDS, ***, diferencia significativa entre CTS@SNEDDS y CTS@(API)SNEDDS.

Diferencias significativas a p < 0.05.

En todos los tratamientos con CTS@(API)SNEDDS la concentracion letal 50 (CL50) es
menor que el API en solucion y los CTS@SNEDDS, los valores de SNEDDS con carga
fueron desde 7.05 uM a 15.76 uM, y de SNEDDS sin carga de 13.61 uM a 1.14 M, y de los
API en solucién de 12.41 uM a 6.63 M (sin tomar en cuenta PplX). Esto indica que se
necesita menor cantidad de API para matar a la mitad de las células HCT-116 en 24 horas.
De estos resultados se puede observar claramente el efecto sinérgico de los SNEDDS vy de

los API, ya que CTS@(API)SNEDDS en todos los tratamientos presentd mayor muerte
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celular, esto indica que estos vehiculos mejoran la entrega y liberacion de los API de
diferentes caracteristicas fisicoquimicas.
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Figura 29. Graficos de viabilidad en células HCT-116 de PplIX en solucién, CTS@SNEDDS y
(PpIX)SNEDDS. *, diferencia significativa entre el API en soluciony CTS@SNEDDS, **,
diferencia significativa entre API en solucion y CTS@(API)SNEDDS, ***, diferencia significativa
entre CTS@SNEDDS y CTS@(API)SNEDDS. Diferencias significativas a p < 0.05.

En lo que respecta a la PpIX (Figura 29) la viabilidad celular al administrar SNEDDS (94.42
+0.17% a 0.1 uM y 47.65 + 0.81 % a 10 uM) y (PpIX)SNEDDS (77.89 + 2.64 % a 0.1 pM
y 20.81 + 3.04 % a 10uM) fue dependiente de la dosis, como se mencion6 anteriormente, sin
embargo, la viabilidad celular de la solucién de PplX disminuy6 a concentraciones de 1 a 8
UM (58.31 £ 0.80 % y 47.18 + 0.93 %, respectivamente), y después a 10 uM present6 un
porcentaje de viabilidad celular de 65.33 £ 0.25 %, es decir, aumento.

Tabla 6. Porcentaje de viabilidad celular de las soluciones de API, SNEDDS sin carga y
SNEDDS con carga a 10 pM.

API Solucion de API (%) | SNEDDS sin carga (%) | SNEDDS con carga (%)
DOX 57.93+1.25 43.6 £1.62 7.60£0.04
AD32 100+ 1.44 91.39+0.40 65.5+0.40
MTX 99+234 57.92 +2.09 29.84 £1.53
RB 98 +0.24 5142 +1.15 17.62 £0.19
PplX 65.33 £ 0.25 47.65 £ 0.81 20.81 £ 3.04
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Se ha demostrado que PplX, independiente del mecanismo de muerte celular por oxigeno
singlete de la terapia fotodinamica, induce apoptosis en células de cancer de colon humano
mediante la inhibicion de p53 (proteina supresora de tumores) mediante a la union de su
dominio N-terminal p53, de esta manera activa la muerte celular independiente y dependiente
de p53, y por la induccién de la condensacion de la cromatina. Se ha reportado que las
concentraciones de PplX y el numero de células son factores clave para producir muerte
celular o favorecer la proliferacién, asi como a altas concentraciones de PplX se puede

producir la expulsion de la molécula al medio (Eshghi et al. 2013; Sznarkowska et al. 2018).

6.5.2 Evaluacion de la internalizacion celular in vitro

La internalizacion celular indica la capacidad de los API de atravesar la membrana celular y
generar su mecanismo de accidn. Caracteristicas fisicoquimicas como bajo log P y el estado
de ionizacién limitan el paso de los APIs. Por lo que se estudid si los SNEDDS son capaces

de atravesar las membranas celulares y entregar los APl de manera eficiente.

Se tifieron las células HCT-116 con 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) después de los
tratamientos con solucion y CTS@(API)SNEDDS. EI DAPI se utiliza ampliamente para
identificar células sanas ya que se une a los grupos de Adenina-Timina de la molécula de
ADN, esta molécula es impermeable a las membranas, por lo que solo puede acceder en
células comprometidas, sin embargo, el tinte puede ingresar a las células vivas cuando se usa
a concentraciones altas, lo que seguramente sucedio, ya que se observé el DAPI tanto en

células sanas como dafiadas (Jiang et al. 2018).

Se identificé una mayor fluorescencia de DOX cargada en los SNEDDS, no se presentan
cambios en la morfologia celular, como condensacion nuclear, fragmentacion o contraccién
de la cromatina indicaciones de apoptosis (Figura 30a), lo que correspondié con los
resultados de porcentaje de viabilidad celular.

Los valores a 1 uM en la solucion de DOX y CTS@(DOX)SNEDDS fueron de 82.87 *
0.19 % y 89.718 + 0.34 %, respectivamente (Figura 30b), no se encontraron diferencias

significativas (p < 0.05) entre los tratamientos, sin embargo, la pequefia diferencia en la
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intensidad de fluorescencia es visible. A 10uM la solucién de DOX tuvo un porcentaje de
internalizacion de 33.58 £ 1.84 % y CTS@(DOX)SNEDDS de 69.06 + 0.46 %, valores
significativamente diferentes (p < 0.05), los cuales corresponden con la viabilidad celular
obtenida, se observd mayor porcentaje de muerte celular a 10uM en SNEDDS cargados que
en la solucion. También se identificd la posible inhibicion de la Glucoproteina P (P-gp)
gracias a los SNEDDS, ya que a mayor concentracion de DOX el porcentaje de
internalizacion fue menor, comportamiento significativamente diferente (p < 0.05) con DOX

en solucion, esto indica la posible expulsion del farmaco al medio.

SOLUCION DOX DAPI FUSION

CTS@(DOX)SNEDDS DAPI FUSION 401

30
20
104
0 T T T T
Solucion DOX ~ CTS@(DOX)SNEDDS  Solucién DOX  CTS@(DOX)SNEDDS
a b 1M 1uM 10 uM 10 uM

Figura 30. Diagramas de internalizacion en células HCT-116. a. fotografias de microscopia de
fluorescencia tratados con la solucién de DOX y CTS@(DOX)SNEDDS tefiidos con DAPI, b.
grafica de porcentaje de internalizacion celular con tratamientos de solucién de DOX 'y
CTS@(DOX)SNEDDS a1 uM y 10 uM,.* diferencia significativa a p < 0.05.
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Las propiedades descritas en los inhibidores de la P-gp son tener un log P mayor a 2.92, debe
de tener més de 18 numeros de atomos, debe tener anillos aromaticos y ser capaces de formar
interacciones hidréfobas con la proteina. Se ha demostrado que los tensioactivos tienen la
capacidad de inhibir a la P-gp, las multiples relaciones asociadas se basan principalmente en
su valor HLB y CMC del tensioactivo, ya que pueden generar cambios en el acomodo del
colesterol en la membrana celular y alteracion la bicapa de fosfolipidos, lo que esta
relacionado con el funcionamiento de la P-gp (Apte 2010; Klepsch, Vasanthanathan, and
Ecker 2014).
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Tomaru, et al. observaron el efecto inhibidor dependiente de la dosis del Cremophor® EL, el
méaximo efecto inhibidor se evalué en la regién que el metabolismo del farmaco y la
permeabilidad de la membrana no estaban saturados (Tomaru et al. 2015). En tejidos
tumorales se ha visto que el incremento en la expresion de P-gp conlleva a la resistencia a
maultiples farmacos, lo que limita las terapias contra el cancer, por lo que el efecto inhibidor

de los SNEDDS es un indicativo de la posible mejora en la terapia oral contra el cancer.
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Figura 31. Diagramas de internalizacion en células HCT-116. a. fotografias de microscopia de
fluorescencia tratados con la solucién de PplX'y (PpIX)SNEDDS tefiidos con DAPI, b. grafica de
porcentaje de internalizacion celular con tratamientos de solucion de PpIX'y (PpIX)SNEDDS a 1

UM y 10 uM,.* diferencia significativa a p < 0.05.

PpIX en solucién presentd menor fluorescencia que CTS@(DOX)SNEDDS y también se
observd muerte celular en la solucion a 1 uM (Figura 31a), esto indico la liberacién
controlada de los SNEDDS, por lo que causan menos dafios a concentraciones bajas de PplX.

Los resultados se relacionan con la viabilidad celular, en el cual la PpIX en solucién a
concentraciones bajas (1 a 8 uM) causan muerte celular y a concentraciones altas (10 uM)
proliferacion celular, y los SNEDDS cargados con PplX tienen un efecto dependiente de la
dosis, a dosis mas altas mayor muerte celular. No se cuantificd PpIX en el medio (Figura
30b) por lo que en ambas concentraciones el porcentaje de internalizacién fue del 100 %,
mientras que en los SNEDDS fue de 96.79 + 0.35 % para 1 pM y 97.46 + 0.11 % para 10
MM, en ambos fue mayor al 96 % por lo que también podria conferirse la inhibicion de la
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salida de la PpIX por tensioactivos, ademas del efecto sinérgico de los SNEDDS para

acumularse y dafiar células de cancer.

6.8.3 Permeabilidad ex vivo

La barrera intestinal permite la absorcion de nutrientes y evita el paso de sustancias dafinas
mediante la regulacion en las uniones estrechas, la integridad del tejido epitelial, incluidos
enterocitos, células de Paneth y células caliciformes, y la mucosa que estd compuesta de
mucina y componentes del sistema inmunoldgico, como anticuerpos. La permeabilidad
intestinal es el paso de moléculas desde la luz (apical) del intestino hacia el lado basolateral
para su paso a través de los vasos sanguineos o linfaticos (Schoultz and Keita 2020).

La membrana intestinal consta de varias capas y diferentes tipos de células, esto genera que
moléculas hidrofilicas presenten baja permeabilidad debido que no pueden pasar las
membranas del intestino delgado, y las moléculas lipofilicas pueden pasar méas facilmente,
pero pueden precipitar en el medio acuoso de la luz del intestino, también las sustancias
pueden degradarse al pH gastrico o debido a su estado de ionizacion no pueden atravesar las
membranas celulares, todas estas barreras disminuyen la biodisponibilidad oral de los API.
Es por ello que los desarrollos de sistemas que puedan pasar las membranas del intestino

delgado junto con el API han ido en aumento.

En las fotografias se observd mayor intensidad de fluorescencia desde la capa mucosa, hacia
el tejido epitelial, pasando por las criptas, la ldmina propia, las capas submucosa, muscular y
serosa con (RB)SNEDDS (Figura 32), esto indica el paso a través de las multiples capas del
intestino delgado gracias a los SNEDDS, también se pudo observar la retencion de las
nanoparticulas en la mucosa, y la proteccion de los SNEDDS al rapido apagamiento de RB.
Se identificé mayor permeabilidad en las primeras secciones del Intestino delgado (duodeno
y yeyuno), se ha reportado que la permeabilidad de los SNEDDS en las siguientes secciones
del intestino hasta el colon es muy similar, ademas de ser mayor que los API en solucion
(Cui, Zhao, et al. 2019; Yin et al. 2021).

68



UAEM LARL

SOLUCION SNEDDS
Luz visible GF Filter Luz visible Filtro GF

Duodeno

!
S bian R aglen

i

.

,’)‘-
m"w " “ds u" &

g Yeyuno
Qoo Q:%.
N N N v fleon

.09 1‘
b, N

. AN
‘. \ A Y ‘(‘v\lftoo \?

Figura 32. Fotos de la histologia de las secciones del duodeno, yeyuno e ileon del intestino delgado
de ratén bajo luz visible y fluorescencia después de ser tratados con RB en solucién y
(RB)SNEDDS.

Los SNEDDS demostraron ser capaces de atravesar las barreras bioldgicas del intestino
delgado, esto puede deberse a multiples factores, como el efecto sinérgico de los
componentes presentes en la formulacidn, el efecto del tensioactivo al generar aberturas entre
las uniones celulares, también puede disminuir la fuerza de unién de la mucosa al reducir la
interaccion entre las fibras de mucina y aumentar el tamafio de los poros de la mucosidad, a
su gran poder de retencién y bioadhesion, y a su reducido tamafio (<50 nm) que permite pasar
facilmente a través de la pared intestinal desde la mucosa hasta la capa muscular.

Se ha reportado que la profundidad de penetracion dentro de la luz intestinal gracias a los
SNEDDS es el doble que la solucion del API, 30 um para SNEDDS, y 15 um para la
solucion, con tamarios de particula de 92.5 + 3.98 nm (Sandhu et al. 2015; Karavasili et al.
2020; Shrivastava et al. 2022).

Los diferentes mecanismos propuestos para el paso de las membranas de las celulas
intestinales de los SNEDDS son variados, se ha reportado la absorcion en los enterocitos por

la formacidn de micelas mixtas procedentes de la lipolisis y la subsiguiente formacion de
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quilomicrones para su paso a sistema linfatico, por difusion pasiva, endocitosis, paso a traves
de las células M de las placas de Peyer y por via paracelular (paso a través de las uniones
estrechas y los espacios intercelulares) (Cui, Zhang, et al. 2019; Ye et al. 2019).

RB en solucion presentd fluorescencia mas débil en el epitelio y en la capa mucosa, esto
puede deberse a que el potencial de la membrana plasmatica dentro del citoplasma representa
una barrera menor a la entrada de cationes y iones hibridos (-30 a -60 mV), como las
rodaminas (Mottram et al. 2012). RB es una molécula que puede atravesar las membranas de
manera rapida, sin embargo, de esta manera no es posible ser utilizada como marcador, ya
que los tintes fluorescentes no deben apagarse o eliminarse rapidamente si se pretende que
representen comportamientos en las terapias al detectar las sefiales fluorescentes, y no puede

administrarse mayor agente debido a la toxicidad que puede presentar (Zhu et al. 2019).
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Capitulo 7. Conclusiones

El desarrollo de sistemas nanoparticulados lipidicos se basan en la incorporacion de agentes
terapéuticos con diferentes caracteristicas fisicoquimicas como baja solubilidad, baja
permeabilidad o fotosensibilidad, ya que estos nanosistemas permiten mantener al APl en
un estado mayormente disuelto, evitan su precipitacion en el tracto gastrointestinal y mejoran

su paso a traves de los tejidos del intestino delgado.

Los SNEDDS son emulsiones simples de aceite en agua (O/W), y los CTS@SNEDDS son
emulsiones multifasicas de agua/aceite/agua (W/O/W), que son capaces de transportar ARN
(la carga de ARN no fue determinado para este trabajo de tesis), y los CTS@(API)SNEDDS

que pueden cargar ingredientes farmacéuticos activos.

Los SNEDDS han demostrado ser sistemas que aumentan la biodisponibilidad oral de
farmacos terapéuticos desafiantes, es por ello que el nimero de investigaciones basados en
ellos ha tenido un gran crecimiento. En este proyecto se caracterizaron fisicoquimica y
biolégicamente SNEDDS, CTS@SNEDDS y CTS@(API)SNEDDS, las moléculas modelo
fueron tres agentes citotdxicos utilizados ampliamente para quimioterapia (doxorrubicina,
valrubicina y metotrexato), y dos moléculas fotosensibilizantes utilizadas en terapias
fotodinamicas (rodamina B y protoporfirina 1X), de esta Gltima no se tienen reportes de ser
cargadas en sistemas autoemulsionantes, por lo que este proyecto es el primer reporte de su

desarrollo.

Se conocieron las eficiencias de encapsulacion de DOX, AD32, MTX, RBy PplX, los cuales
se incorporaron en SNEDDS, la eficiencia de carga se identifico desde el 45% hasta el 98%.
Se identificd que no existen interacciones entre los componentes y los API, asi como la
estructura cuasiesférica de las nanoparticulas. Se observo el tamafio de particula, el cual se
mantuvo menor a los 30 nm, los SNEDDS tienen un indice de polidispersion menor a 0.5y
un potencial £ de 20.5 mV, valores que han sido reportados como estables en este tipo de

nanosistemas.

También se comprobd que los SNEDDS mantienen sus cualidades bajo diferentes
condiciones de movimiento, temperatura y fluidos fisioldgicos. Se conocieron las

condiciones de almacenamiento de estos sistemas orales. Los SNEDDS mostraron una
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liberacion de los APl mayor a pH 6.8 (intestino delgado) demostrando proteccion a pH 1.2
(tracto gastrointestinal), asi como su capacidad para mantener al fa&rmaco libre y disponible

para su absorcion.

Se observd en méas de dos veces la muerte celular en CTS@SNEDDS con API que en la
solucion de API en células HCT-116, debido a su efecto sinérgico, en congruencia con los
resultados de internalizacion celular (mayor muerte celular-mayor internalizacién celular).
Se identificaron las concentraciones de SNEDDS con RB y PplX para su aplicacion para
terapia fotodinamica (< 4 uM). Se observaron las imagenes de fluorescencia de los SNEDDS
con carga y de las soluciones, asi como su relacion con los valores de internalizacion celular,
también se observé el efecto de inhibicién de la glucoproteina-P causada por los
tensioactivos. Los SNEDDS mostraron mayor permeabilidad en el duodeno y yeyuno del
intestino delgado en modelos murinos, y se identificd el paso de los SNEDDS desde la

mucosa hasta la capa serosa.

La caracterizacién fisicoquimica de los SNEDDS formulados representan el primer paso de
una larga cadena de investigaciones detalladas posteriores que permitiran el desarrollo de

terapias orales contra el cancer. Una forma de administracion mas comoda para los pacientes.
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