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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Definicion de Cancer

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define el cAncer como un gran grupo
de enfermedades que comienzan en casi cualquier drgano o tejido del cuerpo cuando
las células anormales crecen sin control, y van mas alla de sus limites habituales para
invadir partes del cuerpo contiguas y/o diseminarse a otros érganos debido a la per-
dida de inhibicién de crecimiento por contacto célula-célula (World Health. Organ.,

n.d.).

Aunque el cancer es causado por defectos en el material genético de una célula y
se transmite a las células subsiguientes por la division de esa célula, en gran medida
dependen de los mecanismos moleculares presentes en ella. Sin embargo, comprender
la razén por la cual los diferentes tipos de cancer ocurren con mayor frecuencia en
personas que viven en diferentes paises, la incidencia de los canceres cambia con el
tiempo y la incidencia de los tipos de cancer en mujeres y hombres de manera diferente

también puede afectar nuestro enfoque de los canceres.

Todos los tipos de cdncer comienzan en la célula. Para entender el cancer, es im-
portante entender el mecanismo que ocurre cuando las células normales se transfor-
man en células cancerosas. El cuerpo esta formado por muchos tipos diferentes de cé-
lulas. Estas células crecen, se dividen y diferencian de manera controlada para asegu-
rar la continuacion de la vida. Cuando las células envejecen o se dafian, mueren y son

reemplazadas por células nuevas. Sin embargo, a veces este proceso ordenado puede



fallar y el material genético (ADN) de la célula puede dafiarse sufrir mutaciones, afec-

tando el crecimiento y la divisidn de las células normales.

1.2. La epidemiologia del cancer

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el cancer es la primera o se-
gunda causa de muerte antes de los 70 afios en 112 de 183 paises después de las enfer-
medades cardiovasculares en 2019 (Figura 1.1) (Wild and Weiderpass , 2020). Un esti-
mado de 10 millones de muertes y 19.3 millones de nuevos casos de cancer ocurrio en

todo el mundo en 2020 (Sung et al., 2021).

El cancer de mama femenino ha superado al cancer de pulmon como el cancer
mas comunmente diagnosticado, con un estimado de 2,3 millones de casos nuevos
(11,7%), seguido de canceres de pulmon (11,4%), colorrectal (10,0%), préstata (7,3%) y
estomago (5,6%). El cancer de pulmon siguid siendo la principal causa de muerte por
cancer, con un estimado anual de 1.8 millones de muertes (18,0%), seguido del cancer
colorrectal (9,4%), de higado (8,3%), de estdémago (7,7%) y de mama femenina (6,9%).
De 2020 a 2040, se prevé que la carga global de cancer aumente en un 47% a 28.4 mi-

llones de casos (Sung et al., 2021).

e
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Figura 1.1. Mapa mundial del cdncer como causa principal de muerte prematura



(entre los 30 y los 69 afios) (OMS, 2020)

A nivel mundial, mientras que en las mujeres el cancer de mama es el mas fre-
cuente (2.09 millones de casos), seguido del cancer de pulmodn (0.72 millones de casos),
cérvix (0.57 millones de casos) y colon (0.58), en los hombres, el de pulmon (1.37 mi-
llones de casos) y el de prostata (1.28 millones de casos) son los canceres siguen en
primera y segunda posicion, mientras que el estomago (0.68 millones de casos) ocupa
el tercer lugar, seguido del cancer de higado (y vias biliares intrahepaticas, 0.60 millo-

nes de casos) (Mattiuzzi & Lippi, 2019).

Los factores relacionados con el entorno, como pueden ser aquellos socioambien-
tales (contaminacidén del aire, agua, suelo), ocupacionales, genéticos, metabdlicos (pre-
sion arterial alta, nivel alto de colesterol, sobrepeso y obesidad) y conductuales (nutri-
cién poco saludable, tabaquismo, consumo nocivo de alcohol y falta de actividad fi-
sica) aumentan el riesgo de desarrollar cancer. Ademas, se han demostrado disparida-
des en la incidencia del cancer entre paises. Se pueden considerar como razones una
combinacion de factores individuales y contextuales como la cultura, la ubicacion geo-
grafica, la politica, la estructura social y econdmica y la desigualdad en la educacion y
los ingresos. (Wild and Weiderpass, 2020). Argentina se encuentra entre los paises
donde el cancer es la primera causa de muerte prematura y en América del Sur entre
los paises con alta incidencia (= 216,9 cada 100.000 habitantes) (Figura 1.2). En las mu-
jeres el cancer de mama es el mas frecuente (22.024 casos) representa el 32,1% de todos
los casos nuevos en 2020, seguido del cancer de colon (7.402 casos, 10,8%), cérvix (4.583
casos, 6,7%) y pulmon (4.372 casos, 6,4%), en los hombres, el de préstata (11.686 casos,
18,7%), colon (8.493 casos, 13,6%) y pulmon (7.738 casos, 12,4%) (OMS, 2020).
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Figura 1.2. Tasas de incidencia estimadas estandarizadas por edad en 2020 en América
del Sur, todos los canceres, ambos sexos, todas las edades. (OMS, Obser-

vatorio Global del Cancer, 2020)

1.3. La clasificacion del cancer

Neoplasia significa literalmente "nuevo crecimiento". Las células neoplésicas se
convierten en una masa de tejido anormal que no muestra limitacidén ni terminacion
de crecimiento, acttia fuera de los mecanismos de control celular y del organismo hués-
ped, y es el resultado de la proliferacion celular descontrolada. Pero la autonomia de
las neoplasias tiene sus limites porque todas las neoplasias dependen del huésped para
la incorporacién de nutrientes, intercambio gaseoso y el suministro de sangre. Algunas

neoplasias, ademas, requieren un soporte endocrino especifico.

En el lenguaje médico comuin de neoplasia, que a menudo se denomina tumor y
se identifican los tumores en "benignos" y "malignos". Esta distincion se hace sobre la
base del comportamiento clinico potencial, la apariencia microscopica y su estructura.

Teniendo en cuenta que las caracteristicas microscopicas y macroscopicas de un tumor



se dice que esta lesion es benigna si el tumor se encuentra encapsulado o sea que posee
procesos de diferenciacion celular marcada por células en su superficie que no son
metastdsicas, lo que significa que permanecera localizado donde se encuentra alojado,
y no se extendera a otras partes del cuerpo, por lo que la extirpacion quirtargica local

podria ser suficiente.

Por otro lado, los tumores malignos pueden invadir y destruir los tejidos circun-
dantes y diseminarse a sitios distantes a través de las vias sanguinea y linfatica produ-
ciendo metastasis, lo cual es causal de muerte. Ademads, poseen una velocidad de cre-
cimiento mayor que las células normales, y son heterogéneos en cuanto a el estado de
diferenciacion celular. Todos los tumores malignos se denominan “cancer” (Kumar et

al., 2017).

Los canceres se pueden clasificar basados en:

el tipo de tejido del que se origina el cancer (tipo histologico),

el sitio primario o donde el cancer se desarrolla por primera vez en el cuerpo.

El tipo histoldgico se examina en seis grupos principales; carcinoma, sarcoma, mie-

loma, leucemia, linfoma y tipos mixtos.

Carcinoma: Las neoplasias malignas de las células epiteliales se denominan carcino-
mas y representan del 80% al 90% de todos los casos de cancer. Las neoplasias malig-
nas que surgen de cualquiera de las tres capas germinales, como el epitelio tubular
renal (del mesodermo), la piel (del ectodermo) y el epitelio de revestimiento del intes-
tino (del endodermo) se consideran carcinomas. Los carcinomas se subdividen en ade-
nocarcinomas y carcinomas de células escamosas. Los adenocarcinomas crecen en un
patrén glandular y generalmente ocurren en las membranas mucosas y se ven primero
como una mucosa blanca engrosada similar a una placa. A menudo se propagan facil-
mente a través del tejido blando donde se producen. Es mas comun en el colon, el

estdmago, las mamas, el titero, el pancreas, la vesicula biliar, la tiroides y las glandulas



salivales. Los carcinomas de células escamosas se originan a partir del epitelio esca-
moso Yy se clasifican segun el lugar donde aparecen, encontrandose con frecuencia en
piel, cabeza y cuello, esofago, pulmén y cuello uterino (Cancer Classification-SEER
Training, n.d.; Kumar et al., 2017; Sdnchez-Danés & Blanpain, 2018).

Sarcoma: Los sarcomas son un grupo diverso de neoplasias malignas mesodérmicas
que se originan en el tejido de soporte y conectivo, como musculos, cartilagos, grasa,
tendones y huesos, y se dividen principalmente en 2 grupos generales: sarcomas de
tejidos blandos (histiocitoma fibroso maligno, liposarcoma, leiomiosarcoma, sarcoma
sinovial, dermatofibrosarcoma protuberans, angiosarcoma, sarcoma de Kaposi, tumor
del estroma gastrointestinal, fibromatosis agresiva o tumor desmoide, rabdomiosar-
coma y sarcoma alveolar primario de partes blandas) y sarcomas dseos primarios (os-
teosarcoma, sarcoma de Ewing, tumor de células gigantes y condrosarcoma) (Ceyssens
& Stroobants, 2011; Skubitz & D’ Adamo, 2007).

Mieloma: El mieloma es un tipo de cancer de la sangre que se desarrolla a partir del
crecimiento descontrolado de células plasmaticas monoclonales en la médula 6sea. El
mieloma no forma un bulto o un tumor. Provoca la sobreproducciéon de inmunoglo-
bulinas intactas no funcionales o cadenas de inmunoglobulinas. El mieloma afecta
areas donde tiene médula 6sea activa. Esto incluye los brazos, las piernas y los hom-
bros, asi como la columna vertebral, el craneo, la pelvis y la caja toracica. El mieloma
afecta varios lugares del cuerpo, por lo que a veces se le llama mieloma multiple (Brigle
& Rogers, 2017; Cancer Research Product Guide Edition 3, n.d.).

Leucemia: Las leucemias ("canceres liquidos" o "cdnceres de la sangre") son canceres
originaos en la médula dsea. La enfermedad a menudo se asocia con la sobreproduc-
cion de gldbulos blancos inmaduros. La leucemia también afecta a los globulos rojos y
puede provocar una mala coagulacién de la sangre y fatiga debido a la anemia. Los
principales tipos de leucemia son: la leucemia mieloide aguda (es un tipo de cancer de
la sangre que comienza a partir de globulos blancos jovenes llamados granulocitos o
monocitos en la médula 6sea), la leucemia linfoblastica aguda (comienza a partir de

globulos blancos llamados linfocitos en la médula ésea), leucemia mieloide cronica
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(afecta la sangre y la médula 0sea), la leucemia linfocitica crénica (afecta los linfocitos),
and la leucemia de células pilosas (es un tipo raro de leucemia crénica que toma el
nombre de los pequenos crecimientos similares a pelos en la superficie de las células
sanguineas leucémicas (Cancer Classification-SEER Training, n.d.; Cancer Research
Product Guide Edition 3, n.d.).

Linfoma: Los linfomas son tumores soélidos del sistema inmunitario que se desarrollan
en las glandulas o ganglios del sistema linfatico, una red de vasos, ganglios y drganos
(especificamente el bazo, las amigdalas y el timo) que purifican los fluidos corporales
y producen globulos blancos que combaten las infecciones. Los linfomas también pue-
den ocurrir en drganos especificos, como el estdmago, las mamas o el cerebro. Estos
linfomas se denominan linfomas extraganglionares. Tradicionalmente se dividen en
linfoma de Hodgkin (que representa aproximadamente el 10% de todos los linfomas)
y linfoma no Hodgkin (90%) (Cancer Classification-SEER Training, n.d.; Shankland et al.,
2012).

Tipos mixtos: Consisten en la combinacién de multiples tipos de células neoplasicas.

Algunos ejemplos son: carcinosarcoma, carcinoma adenoescamoso, tumor mesodér-
mico mixto, teratocarcinoma, fibroadenoma, adenoma ceruminoso (Cancer

Classification-SEER Training, n.d.).

1.4. Las caracteristicas del cancer

Hanahan y Weinberg definieron el cancer con 6 caracteristicas principales, a sa-
ber:
a.- Autosuficiencia en sefales de crecimiento,
b.- Insensibilidad a las senales anti-crecimiento,
c.- Evasion de la apoptosis,
d.- Potencial de replicacion ilimitada,
e.- Desarrollo de angiogénesis,

f.- Invasion de tejidos y metastasis.



Una década después, los mismos autores agregaron cuatro caracteristicas mas:
g.- Reprogramacion de la energia celular,
h.- Evasién de la respuesta inmune,
i.- Inestabilidad gendmica

j- Promocion de los procesos inflamatorios.
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Figura 1.3. Caracteristicas principales del cancer (Adaptado de Hanahan, 2022).

Las mismas estdn representadas en la Figura 1.3. Fouad y Aenei, realizaron una

categorizacion complementaria “Las células adquieren caracteristicas evolutivas ven-

tajosas que complementariamente promueven la transformacion de células fenotipica-

mente normales en células malignas, y promueve la progresion de células malignas

mientras se sacrifica el tejido huésped” (Fouad & Aanei, 2017).

Las caracteristicas bioldgicas que distinguen a las células cancerosas de las célu-

las normales y que adquieren durante su desarrollo son la capacidad del cancer para

generar sefiales mitogénicas, causando una alteracion no programada dentro del



genoma, resistir las sefales inhibidoras del crecimiento, la alteracién no programada
dentro del genoma, evadiendo la apoptosis, el angiogénesis, la invasion de tejidos y el

metastasis (Ok et al., 2018).

Los ciclos celulares de las células normales se han regulado por las siguientes
fases: fase de reposo (Go), fase de crecimiento (Gy, S, Gz) y fase mitdtica (M) con puntos
de control y un proceso regulado de muerte celular programada (apoptosis). El punto
de control G1/S funciona como punto de restriccion y es un punto de progresion irre-
versible hacia la division celular. Las células normalmente procederan a la prolifera-
cién en G1 temprano-medio, excepto que se inhiba por sefiales inhibitorias o privacion
del factor de crecimiento. Las células cancerosas tienen la capacidad de iniciar vias de

transduccion de sefiales que conducen a la mitosis (Ok et al., 2018).

Los factores de crecimiento formados por polipéptidos son cruciales para la ho-
meostasis tisular y son los principales reguladores de los pasos de progresion tumoral,
como la expansidn clonal, la angiogénesis, la invasion a través de las barreras tisulares,
la colonizacion de nichos distantes, asi como mutaciones oncogénicas. La mayoria de
los factores de crecimiento mitédgenos (GF) solubles son sintetizados por un tipo de
célula para promover la proliferaciéon de otro. Una vez que las células cancerosas ad-
quieren la capacidad de sintetizar los GF a los que responden, crean un ciclo de sefia-
lizacion de retroalimentacion positiva, a menudo denominado estimulacion autocrina.
La sintesis de un GF por una célula cancerosa permite que otras células en el tejido
eliminen su dependencia de los GF. Ademas, las mutaciones asociadas con el cancer
en las vias de sefializacion de GF a menudo alivian parcialmente la dependencia de los

tumores de los GF (Hanahan & Weinberg, 2000; Witsch et al., 2010).

Las vias de sefalizacion implicadas en la transducciéon de estimulos mitdgenos
se activan frecuentemente de forma constitutiva en las células tumorales, debido a so-
breexpresion o mutacion de moléculas transductores de senales. El estado mutado de

los genes que codifican los factores de crecimiento y a sus receptores se define como



oncogeén y gen supresor de tumores (Compagni & Christofori, 2000). La mutacion y la
transformacion de proto-oncogenes que codifican proteinas en las vias de conducciéon
celular en oncogenes interrumpen el mecanismo de control del crecimiento celular y
provocan la proliferacion y el crecimiento descontrolados de las células cancerosas.
Los oncogenes tienen la capacidad de iniciar y mantener la transformacion celular,
ademas de interrumpir el funcionamiento normal del ciclo celular y desencadenar la
apoptosis de aquellas células que no proliferan adecuadamente. La familia de genes
del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es un ejemplo de proto-on-
cogenes (Woda et al., 2017). A nivel del receptor, la sobreexpresion de moléculas puede
permitir que las células cancerosas se vuelvan hipersensibles a los GF (Witsch et al.,
2010). La familia de receptores transmembrana, incluido el EGFR, normalmente regula
actividades celulares como la supervivencia, la adhesién, la proliferacion celular, la
diferenciacion y la migracién. Las mutaciones que pueden ocurrir aqui pueden con-

ducir a una activacion sostenida y promover la carcinogénesis (Woda et al., 2017).

Las sefiales de anti-crecimiento pueden bloquear la proliferacion por dos meca-
nismos diferentes: primero; las células pueden ser forzadas a salir del ciclo de prolife-
racion activa al estado Go y, en segundo lugar; se puede alentar a las células a que
renuncien permanentemente a su potencial proliferativo. Las células cancerosas en
desarrollo deben evitar estas sefiales anti-crecimiento en su formacion. Muchas de las
vias que permiten que las células normales respondan a las sefales contra el creci-
miento estan asociadas con el reloj bioldgico del ciclo celular, especificamente los com-
ponentes que gobiernan la transicion de la célula desde la fase G1 del ciclo de creci-
miento. Las funciones bioldgicas de la proteina supresora de tumores de retinoblas-
toma (pRb) incluyen la supresién de tumores, la regulacion del ciclo celular y la apop-
tosis. A nivel molecular, todas las sefiales anti-proliferativas estdn mediadas por pRb
y sus dos parientes, p107 y p130. pRb es un regulador clave para el inicio irreversible

de la division celular. La inactivaciéon de pRb por fosforilaciéon cruza la barrera de
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transicion de la fase Gi a la fase S y la cual posiciona a la célula en la fase de sintesis

de ADN (Akdeniz, 2014; Hanahan & Weinberg, 2000; Ok et al., 2018).
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Figura 1.4. Mecanismos de apoptosis (Adaptado de Kumar et al., 2017).

La apoptosis es responsable de mantener el equilibrio de produccion y destruc-
cién a lo largo del ciclo de vida de la célula. Hay dos vias principales en la apoptosis:
la via mitocondrial (intrinseca) desencadenada por estrés metabdlico e hipoxico, y la
via del receptor de muerte (extrinseca) desencadenada por estimulos externos como
Fas-L y el factor de necrosis tumoral-ac (TNF-a) conocido como ligandos de muerte
celular. Mientras que en la via intrinseca participan las situaciones patoldgicas y fisio-
logicas como el estrés del reticulo endopldsmico, el dafio del ADN y la abstinencia del
factor de crecimiento, en la via extrinseca las interacciones receptor-ligando en la mem-
brana celular desencadenan la activacion de la caspasa que conduce a la apoptosis (Fi-

gura 1.4) (Grilo & Mantalaris, 2019).

Los genes que suprimen y estabilizan los genes que activan el crecimiento y la

division de la célula se denominan genes supresores de tumores y se ha demostrado
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que la muerte celular programada estaba controlada por algunos oncogenes y genes

supresores de tumores como por ejemplo p-53, bcl-2 y bel-XL.

El gen supresor de tumores que codifica p53, TP53, es el gen mutado con mayor
frecuencia en el cancer humano. Mas del 70% de los tumores malignos poseen una
mutacion p53, incluidos muchos de los tumores mas comunes (por ej.; cancer de
mama, colon y pulmon). Al igual que pRb, p53 también muestra efectos antiprolifera-
tivos y su regulacion de la apoptosis es igualmente crucial. Este gen impide la transi-
cion de la fase Gi a la S en el ciclo celular. La proteina p53 danada permite que el ciclo
celular entre en la fase S sin que se repare el ADN. El dano del ADN no induce la
detencion del ciclo celular ni la reparacion del ADN, y las células genéticamente dafa-
das proliferan y eventualmente causan la formacion de tumores malignos (Figura 1.5)

(Kumar et al., 2017).
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Figura 1.5. El papel del gen p53 en la formacion de tumores malignos (Adaptado de
Robbins Basic Pathology, 10? edicion, 2017).

Las proteinas de la familia Bcl-2 son el factor mas importante en la activaciéon de
las mitocondrias. Desempefia un papel central en la regulacion de la muerte celular y
tiene la capacidad de regular varios mecanismos de muerte celular, incluida la apop-
tosis, la necrosis y la autofagia. Se dividen en 3 subfamilias; proteinas anti-apoptoticas
(ej; Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1), BH3 dnicamente (pro-apoptoticas) (ej; BIK, BIM, PUMA,
NOXA) y formadoras de poros o verdugos (pro-apoptoticas) (BAX, BAK, BOK). La
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proporcion de miembros de la subfamilia pro-apoptdtica y anti-apoptdtica presente en
una célula puede alterarse mediante una serie de vias de senalizacion y transmitir de
manera efectiva informacion sobre el estrés celular, como los nutrientes disponibles, el
dafio del ADN y el procesamiento de proteinas (Grilo & Mantalaris, 2019; Warren et
al., 2019; Yip & Reed, 2008).

La metastasis es el desarrollo de implantes secundarios que no son continuos con
el tumor primario y estan ubicados en tejidos distantes del cuerpo donde, al menos
inicialmente, los nutrientes y el espacio no son limitantes. La metastasis es el indicador
mas definitivo de que una neoplasia es maligna, pero no todos los tumores malignos
son capaces de desarrollar metdstasis. Las metdstasis son la causa del 90% de las muer-

tes por cancer en humanos (Hanahan & Weinberg, 2000).

La metdstasis incluye tres etapas principales que pueden ser descritas por los si-
guientes mecanismos: invasion/intravasacion, extravasacion y angiogénesis. Antes de
la metastasis, las células tumorales deben formar una matriz extracelular (ECM) y ga-
nar movilidad celular a través del proceso de transicion epitelial-mesenquimatosa
(EMT). Las células que han adquirido propiedades mesenquimales facilitan la migra-
cion con pérdida de adherinas (E-cadherinas) y polaridad celular y permiten que las
células tumorales participen en la circulacion sanguinea y linfatica como células tumo-
rales (CTC) circulando por el endotelio vascular. Este proceso se llama intravasacion.
Entonces, cuando las CTC se adhieren al tejido nuevo y abandonan la circulacion cru-
zando la pared del vaso, se denomina extravasacion. Eventualmente, cuando ingresa
a un drea u 6rgano y comienza a proliferar nuevamente, se convierte en un nuevo tu-
mor llamado "colonizacién metastasica" (Figura 1.6) (Cancer Research Product Guide

Edition 3, n.d.; Zhang et al., 2022).
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Las metaloproteinasas de matriz (MMP) son una familia de endoproteinasas de-
pendientes de zinc cuya actividad enzimatica esta dirigida contra los componentes de
ECM. Las MMP son responsables de la degradacién de la membrana basal. Por lo
tanto, la up-regulacion de las MMP conduce a una mayor invasion de células cancero-

sas. (Cancer Research Product Guide Edition 3, n.d.; Kleiner & Stetler-Stevenson, 1999).
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Figura 1.6. Las etapas principales en la metastasis (Adaptado de Zhang et al., 2022).

1.5. Cancer colorrectal

El cancer colorrectal (CCR), definido como el crecimiento tumoral en el colon, el
recto y el apéndice, también se conoce como cancer de colon o cdncer de intestino
grueso (Sameer, 2013). E1 CCR es el tercer tipo de cancer mas comun en todo el mundo
después de los canceres de mama y pulmoén. Seguin el Observatorio Global del Cancer,
en 2020, 1.931.590 personas fueron diagnosticadas con cancer de colon (Figura 1.7)
(Global Cancer Observatory, 2022). El cancer colorrectal es el cuarto cancer mas comun
en los hombres y el tercero mas comtn en las mujeres, pero los hombres se ven afecta-
dos un poco mas a menudo que las mujeres (Center et al., 2010; Kumar et al., 2017). En
Argentina (afio 2020), la incidencia del cancer colorrectal es importante observandose

15.895 nuevos casos para ambos sexos que representan el 12,1% del total de nuevos

14



casos, ubicandose en segundo lugar de incidencia luego del cancer de mama (16,8%)
(Estadisticas - Incidencia, n.d.). Los factores dietéticos mas asociados con el cancer colo-
rrectal son una baja ingesta de fibra vegetal no absorbible y una alta ingesta de car-
bohidratos refinados y grasas (Kumar et al., 2017). E1 CCR esporadico constituye alre-
dedor del 75% de los pacientes, sin evidencia aparente de haber heredado el trastorno;
mientras que los pacientes con antecedentes familiares de CCR constituyen el 25% res-
tante, lo que sugiere una contribucion genética, exposiciones comunes entre los miem-

bros de la familia o una combinaciéon de ambos (Sameer, 2013).

Mama
2261419(11.7%)
Pulmoén
2206771 (11.4%)
Otros tipos de cancer ' Colorrectal
8 879 843 (46%) 1931590 (10%)
Prostata
1414 259 (7.3%)
Cuello uterino Estomago
604 127 (3.1%) 1089 103 (5.6%)

Total : 19 292 789

Figura 1.7. Numero estimado de casos nuevos en 2020 en todo el mundo, ambos sexos,

todas las edades (Observatorio Global del Cancer, 2020).

El cancer colorrectal se hereda en solo el 5% de los casos. La vulnerabilidad ge-
nética al cancer de colon se ha atribuido a sindromes de poliposis o de no poliposis. El
principal sindrome de poliposis es la poliposis adenomatosa familiar (FAP), que esta
asociada con la mutacién o pérdida del gen FAP (también llamado poliposis coli ade-
nomatosa (APC)). El sindrome de cancer colorrectal hereditario sin poliposis (a me-
nudo denominado HNPCC), también conocido como sindrome de Lynch, se asocia
con mutaciones de la linea germinal en al menos cinco genes reparadores del ADN

como MLH1, MSH2, MSH6, y APC (Labianca et al., 2010).
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Los tumores colorrectales se presentan con un amplio espectro de neoplasias, que
van desde crecimientos benignos hasta cancer invasivo, y son predominantemente tu-
mores derivados del epitelio (es decir, adenomas o adenocarcinomas). Los patdlogos
han clasificado las lesiones en tres grupos: polipos no neoplasicos, polipos neoplasicos

(polipos adenomatosos, adenomas) y canceres (Sameer, 2013).

Se estan utilizando dos sistemas de clasificacion para la estadificacion del Dukes
mas antiguo o la clasificacion Astler-Coller Modificada (MAC) y el sistema TNM (Tu-
mores/Nodos/Metastasis). Las decisiones de tratamiento generalmente se toman en re-
ferencia al esquema de clasificacion de Dukes y las etapas deben definirse preferible-
mente por la clasificacion TNM. La clasificacion de Dukes, propuesta por primera vez
por Dukes en 1932 (Dukes, 1932), identifica las etapas como: (A) Tumor confinado a la
pared intestinal; (B) Tumor que invade a través de la pared intestinal; (C) Con afecta-
cidon de ganglio(s) linfatico(s); y (D) con metastasis a distancia. La clasificacion TNM
presenta una descripcion mas precisa e independiente de los tumores primarios y su
diseminacion (Labianca et al., 2010; Sameer, 2013). En la clasificacion TNM, el cancer
de colon invasivo se clasifica del estadio I al IV (Figura 1.8). El estadio I de la clasifica-
cién TNM corresponde a las lesiones A o B1 de Dukes, el estadio II corresponde a la
lesién B2 de Dukes, el estadio III corresponde a la lesion C de Dukes y el estadio IV
corresponde a la lesién D de Dukes. El estadio patoldgico, clasificado por cualquiera

de los esquemas, se correlaciona altamente con el prondstico del cancer (Cappell, 2008).

16



'Grado 0/

Y S 7 - I Grado 1

¢ Grado4 |
¥ Propagaciona = | = |
10 los ganglios [CA
A linfaticos u VAN =
N érganos ® )
- 4.‘_| 1 o
b . b : Grado 2

Figura 1.8. Grados del cancer de colon

(Adaptado de https://www.chemoexperts.com/colon-cancer.html)

La mayoria de los CCR se desarrollan a partir de lesiones preneoplasicas benig-
nas: los pdlipos adenomatosos o adenomas. Vogelstein describe la progresion de un
adenoma benigno a un carcinoma maligno a través de una serie de etapas histologicas
bien definidas (Vogelstein et al., 1988). Esto se conoce como el modelo de secuencia de
adenoma-carcinoma. Este modelo describe una acumulacion de eventos genéticos,
cada uno de los cuales confiere una ventaja de crecimiento selectivo a una célula colo-
rrectal afectada. Estos cambios genéticos finalmente dan como resultado un creci-
miento celular desinhibido, proliferacion y desarrollo de tumores clonales. Se ha de-
mostrado que el efecto aditivo y acumulativo de estas mutaciones somaticas es la causa
del cancer colorrectal esporadico. Las caracteristicas mas destacadas del modelo de
carcinogénesis del CCR de Vogelstein para canceres esporadicos se pueden extraer de

manera concluyente como:

1) La activacién mutacional de oncogenes y/o la inactivacién de genes supresores de

tumores da como resultado carcinogénesis colorrectal;
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2) Al menos cuatro o cinco genes de una célula deben sufrir mutaciones somaticas para

transformarse malignamente;

3) Las caracteristicas del tumor dependen de la acumulacion de multiples mutaciones

genéticas mas que de la secuencia de mutaciones de los genes implicados;

4) Las caracteristicas del proceso tumorigénico del cancer colorrectal también se apli-
can a otros tumores solidos, como el cdncer de mama, estomago y pancreas (Sameer,

2013).

La combinacion de eventos moleculares que conducen al adenocarcinoma de co-
lon incluye anomalias genéticas y epigenéticas (Kumar et al., 2017). Numerosos genes
identificados en la patogenia del CCR como MLH1, MLH3, MSH2, MSH6, AXIN, APC,
TP53, B-catenina, E-cadherina, (TGF)-8, KRAS (Koelzer et al., 2013). La secuencia cla-
sica de carcinoma de adenoma, que representa hasta el 80% de los tumores de colon
esporadicos, normalmente implica la mutacion del supresor tumoral APC en las pri-
meras etapas del proceso neoplasico. APC es un regulador negativo clave de la 3-ca-
tenina (Kumar et al., 2017). La -catenina se identificé originalmente como un compo-
nente intracelular esencial de los complejos de adhesion de cadherina. Sin embargo, se
sabe que también representa un componente muy importante de la via de transduc-
cion de senales Wingless/Wnt. En ausencia de la sefial Wnt extracelular, la (3-catenina
libre se une y se fosforila en el llamado complejo de destruccion, que consta de la pro-
teina de andamiaje axina y conductina, la glucdgeno sintasa quinasa 3 3 (GSK3p) y
APC. La fosforilacion de (3-catenina por este complejo la destina a la ubiquitinacion y
posterior degradacion proteolitica. (Fodde, 2002). Ademas, el tratamiento de varias li-
neas celulares de cancer con el inhibidor del proteasoma ALLN conduce a la acumu-

lacién de B-catenina ubiquitinada (Morin, 1999).

La sefalizacion de Wnt se clasifica en dos vias diferentes: las vias candnica y no
candnica. APC puede inhibir la iniciacion y el desarrollo de tumores colorrectales, in-

dependientemente de la sefializacion canénica de Wnt (Aghabozorgi et al., 2019). Con
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la falla de la funcién APC, la B-catenina se acumula y se traslada al ntcleo, donde
desencadena la transcripcion de genes, como los que codifican MYC y ciclina D1, que
estimulan la proliferacion. A esto le siguen mutaciones adicionales, incluidas mutacio-
nes activadoras en KRAS, que también promueven el crecimiento y previenen la apop-
tosis. La mutacion de KRAS es un evento tardio y esta respaldada por los estudios que
indican que las mutaciones estan presentes en menos del 10% de los adenomas de me-
nos de 1 cm de didmetro, el 50% de los adenomas de mds de 1 cm de didametro y el 50%

de los adenocarcinomas invasivos (Kumar et al., 2017).

Las mutaciones en otros genes supresores de tumores como SMAD2, SMAD4 y
TP53 contribuyen a la progresion neoplasica. SMAD2 y SMAD4 son los efectores co-
dificantes de la senalizacion de TGF-f3 que regulan el crecimiento y la diferenciacion
celular. En el caso de una alteracion de la senalizacion de TGF-f3, se produce un creci-
miento celular desenfrenado (Kumar et al., 2017; Sameer, 2013). TP53 esta mutado en
el 70% al 80% de los canceres de colon, pero se ve afectado con poca frecuencia en los
adenomas, lo que sugiere que las mutaciones de TP53 también ocurren en etapas tar-
dias de la progresion del tumor. La pérdida de la funcion de los genes supresores de
tumores a menudo es causada por deleciones cromosdmicas, por lo que esto destaca
la inestabilidad cromosomica como un sello distintivo de la via APC/B-catenina

(Kumar et al., 2017).

1.6. Agentes antineoplasicos

Los agentes antineoplasicos representan una amplia clase de medicamentos en la
terapia contra el cancer. Los agentes antineoplasicos se clasificaron recientemente
como (1) agentes alquilantes, (2) antimetabolitos, (3) antibidticos antitumorales, (4)
agentes hormonales, (5) misceldneos, (6) modificadores de la respuesta bioldgica, (7)
anticuerpos monoclonales, (8) inhibidores de proteina quinasa, (9) taxanos, (10) inhi-
bidores de topoisomerasa, (11) alcaloides de la vinca, (12) inhibidores de histona

desacetilasa (Antineoplastic Agents, 2012). El mecanismo de acciéon de los agentes
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alquilantes interfiere en la transcripcion del ADN en ARN vy, por lo tanto, lo que de-
tiene la sintesis de proteinas y desencadena la muerte celular programada (apoptosis)
en las células tumorales. Aunque es un mecanismo inespecifico, las células tumorales
son especialmente susceptibles a este, debido a su alta tasa de proliferacion. Los com-
plejos que contienen platino (cisplatino, carboplatino, oxaliplatino), derivados de la
etilenamina y de la metilenamina (altretamina, tiotepa), los sulfonatos de alquilo (bu-
sulfan), las nitrosoureas (carmustina, lomustina), los triazenos (dacarbazina, procarba-
zina, temozolomida), las mostazas nitrogenadas (mecloretamina, ciclofosfamida) estan
involucrados en los agentes alquilantes (Tew, 2012) o bien producen un efecto similar
a estos (como los platinos que forman aductos). Los antimetabolitos acttian compi-
tiendo con los metabolitos normales por el sitio catalitico o regulador de una enzima
clave o sustituyendo un metabolito que normalmente se incorpora al ADN o al ARN.
Este grupo de farmacos se subdivide en antifolatos (metotrexato, pemetrexed), andlo-
gos de purina (azatioprina, cladribina), andlogos de pirimidina (capecitabina, fluorou-
racilo, gemcitabina) (Carlson, 1996). Los antibidticos antitumorales tienen, por su
parte, diversos mecanismos de accidn, indicaciones diferentes, ademas de una gama
de eficacias y toxicidades distintivas. Los antibiéticos que se utilizan actualmente en el
tratamiento del cancer en EE.UU. son (con nombre comercial y afio de aprobacion):
bleomicina (Blenoxane, 1973), dactinomicina (Cosmegen, 1964), daunorrubicina (Ceru-
bidine, 1979), doxorrubicina (Adriamycin, 1974) , epirrubicina (Ellence, 1999), idarrubi-
cina (Idamycin, 1990), plicamicina (anteriormente conocida como mitramicina, todavia
experimental), mitomicina (Mutamycin, 2002) y mitoxantrona (Novantrone, 1987)
(Cytotoxic Antibiotics, 2012). Los agentes hormonales se clasifican en antiandrégenos
(abiraterona, nilutamida), antiestrogenos (tamoxifeno, letrozol, raloxifeno), andlogos
de la hormona liberadora de gonadotropina (Degarelix, goserelina), hormonas pepti-
dicas (lanreotida, octreotida, pasireotida). Mientras que la aldesleucina (IL-2), la deni-
leucina diftitox y el interferén-gamma estan incluidos en los modificadores de la res-
puesta bioldgica, el belinostat, el panobinostat, la romidepsina y el vorinostat estan

implicados en los inhibidores de la histona desacetilasa. La asparaginasa y la
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hidroxiurea se muestran como agentes miscelaneos comunes. (Antineoplastic Agents,
2012). Se han desarrollado anticuerpos monoclonales (bevacizumab, alemtuzumab, ra-
mucirumab, cetuximab) destinados a inhibir la actividad de enzimas especificas, trans-
portadores de superficie celular o moléculas de sefializacion (Monoclonal Antibodies,
2012). Los inhibidores de la proteina quinasa (regorafenib, erlotinib, neratinib) se diri-
gen especificamente a las proteinas quinasas que estan alteradas en las células cance-
rosas y que explican parte de su crecimiento anormal (Protein Kinase Inhibitors, 2012).
Los taxanos (cabazitaxel, docetaxel y paclitaxel) se usan comtinmente en el tratamiento
de canceres de cabeza y cuello, ovario, mama, pulmoén, esoéfago, prostata, vejiga y tie-
nen un mecanismo de accién distintivo como inhibidores mitoticos (Taxanes, 2012).
Los inhibidores de la topoisomerasa (etopdsido, irinotecan, teniposido, topotecdn) in-
hiben la proliferacion celular al prevenir la replicacion del ADN, estimular el dafio del
ADN e inducir la detencion del ciclo celular (Liu et al., 2019). El mecanismo principal
de los alcaloides vinca (vinblastina, vincristina, vinorelbina) se debe a sus interacciones
con la tubulina y la interrupcién de la funcién de los microtubulos, lo que provoca

directamente la detencion de la metafase (Moudi ef al., 2013).

1.7. Metalofarmacos

Al observar la historia de los metalofarmacos, su uso se encuentra en civilizacio-
nes antiguas. El oro, la plata y el cobre, como otros metales, se habian utilizado con
fines terapéuticos en ese momento. La era de la medicina moderna basada en metales
comenzo6 a mediados del siglo XX con el descubrimiento fortuito del farmaco contra el
cancer cisplatino por Rosenberg (Rosenberg et al., 1965). Actualmente, varios tipos de
complejos metdlicos se estan utilizando como metalofdrmacos con fines tanto terapéu-
ticos como de diagndstico para diferentes tipos de enfermedades como el cancer, las
cardiovasculares, la diabetes, la inflamacion y las enfermedades neurodegenerativas

(Wang et al., 2019).
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La diversidad bioldgica y quimica de los metalofdrmacos generalmente los hace
ventajosos sobre los ligandos organicos que los componen. En primer lugar, poseen
una gran variedad topoldgica que incluyen formas cuadrada plana, cuadrada pira-
midal, tetraédrica, trigonal bipiramidal, formas octaédricas, o incluso geometrias mas
complejas, dependiendo de los niimeros de coordinacion variables de los iones meta-
licos centrales que dotan a los complejos de una amplia gama de bioactividades en los
procesos bioldgicos. En segundo lugar, los propios iones metdlicos poseen caracteris-
ticas fisicoquimicas tinicas pueden dar lugar a la sintesis de diversos complejos. Por
ejemplo, los iones metdlicos con multiples estados de oxidacion pueden hacer que los
complejos presenten un comportamiento redox distintivo y muestren nuevos y diver-
sos mecanismos de accion en los procesos biologicos. Por tultimo, los complejos meta-
licos de metales luminiscentes pueden ejercer un potencial de diagnostico con excelen-
tes caracteristicas Opticas. Distintos metalofarmacos son utilizados en técnicas de diag-
ndstico como agentes de contraste en tomografia de emision de positrones, resonancia
magnética, y tomografia computarizada de emision de fotones en hospitales de todo

el mundo (Wang et al., 2019).

De manera sinérgica, los ligandos de iones metalicos también contribuyen consi-
derablemente a las actividades farmacoldgicas de los metalofarmacos (Wang et al.,
2019), debido a que se ha observado en diversos casos intercambio de ligandos, una
propiedad que es responsable del modo de accion de los farmacos basados en metales
mas conocidos aprobados en la clinica, a saber, los complejos anticancerigenos Pt(II)
cisplatino, oxaliplatino y carboplatino (Figura 1.9). El ion metalico (y los co-ligandos
no labiles) se unen covalentemente a biomoléculas esenciales, por ejemplo, ADN, pro-
teinas, enzimas, etc., lo que puede conducir a la inhibiendo sus funciones, e inducir
muerte celular a través de diferentes vias celulares (por ejemplo, apoptosis, necrosis,
etc.) (Boros et al., 2020). Por otro lado, los graves efectos secundarios observados por
los pacientes sometidos a quimioterapia con metalofdrmacos que ejercen su principal

modo de accidn a través de la union covalente a biomoléculas se deben a la falta de
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selectividad de esta union covalente. La introduccion directa de estos medicamentos
en el torrente sanguineo también dafa las células no tumorales y causa efectos secun-
darios graves, como infecciones, anemia, sangrado, alopecia y nduseas (Boros et al.,
2020; Ding et al., 2016). Es por lo tanto relevante el desarrollo de vehiculos que posibi-
liten una administracion adecuada con el objetivo de reducir los efectos secundarios

indeseables.
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Figura 1.9. Estructura quimica del cisplatino, carboplatino y oxaliplatino.

1.7.1. Cisplatino

El cisplatino se descubrié en 1970 y se convirtié en uno de los agentes mas utili-
zados en quimioterapia. El cisplatino [cis-diaminodicloroplatino (II)] es capaz de inhi-
bir el crecimiento celular de Escherichia coli (Rosenberg et al., 1969). Posteriormente, la
actividad anticancerigena del cisplatino se demostr6 en un modelo de cancer in vitro,
y luego se trat6 al primer paciente en 1971. En 1978, el cisplatino fue el primer farmaco
de platino utilizado en quimioterapia aprobado por la FDA (Administracion de Ali-
mentos y Medicamentos, EE.UU.) para curar el cancer de vejiga y testiculo (Kelland,
2007b). El cisplatino es uno de los farmacos mas utilizados para el tratamiento de di-
versas neoplasias solidas, incluidos los canceres testiculares, de ovario, de pulmon, de

cabeza y cuello y de vejiga. Especialmente, el cisplatino demuestra tasas de respuesta
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superiores al 90% en el tratamiento de tumores testiculares de células germinales. Su
eficacia terapéutica en el cancer de colon es insuficiente debido a la resistencia al cis-
platino en este tipo de células cancerosas (Koberle & Schoch, 2021). Sin embargo, in-
cluso los tumores sensibles pueden volverse resistentes al cisplatino con el tiempo

(Fuertes et al., 2003).

Después de que el cisplatino es activado intracelularmente por el agua, los iones
de cloro sueltos se intercambian con dos moléculas de agua y pueden interactuar con
el ADN. Los atomos N7 en los anillos de imidazol de las bases de adenina y guanina
en el ADN son la regién mas reactiva donde el cisplatino puede unirse covalentemente
al ADN (Figura 1.10). La actividad antitumoral del cisplatino se basa en la capacidad
de unirse al ADN y producir aductos de tres formas: monoaductos, entrecruzamiento
intracatenario e intercatenario (Rabik & Dolan, 2007). Los aductos que se cree que in-
ducen la apoptosis son los entrecruzamientos intracatenarios 1,2-d(GpG) y 1,2-

d(ApG), que forman el 65% y el 25% de las lesiones (McQuitty, 2014).

Posicién de guanina N7
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Figura 1.10. Mecanismo de accion del cisplatino (Adaptado de Kelland, 2007b).

La resistencia y la toxicidad limitante de la dosis de cisplatino son los principales
problemas de su uso en la clinica (Amable, 2016). La captacién de cisplatino en la

célula ocurre mediante dos mecanismos no excluyentes: por difusién pasiva y/o por
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proteinas transportadoras ubicadas en la membrana. Los mecanismos de captacion y
eflujo del cisplatino estan correlacionados con las vias metabolicas del cobre que inter-
fieren entre si y dan lugar a resistencias cruzadas (Wang & Lippard, 2005). Los efectos
secundarios limitantes de la dosis que causa el cisplatino son nefrotoxicidad (dafio re-
nal) y ototoxicidad (dafio en los oidos). La concentracidon de cisplatino en las células
epiteliales del tabulo proximal puede alcanzar cinco veces mas concentracion de cis-
platino que en el suero. Este exceso de cisplatino, que se acumula en el tejido renal,
produce nefrotoxicidad (Kuhlmann et al., 1997). Ademas, el cisplatino afecta el oido
interno, lo que resulta en el desarrollo de trastornos auditivos y del equilibrio. Y se
pueden observar hipoacusia, tinnitus, otalgia y alteraciones vestibulares (Oun et al.,

2018).

1.7.2. Carboplatino

El carboplatino o cis-diamina (1,1-ciclobutano dicarboxilato) platino (II) se consi-
dera uno de los mejores farmacos de platino de segunda generacion (Kelland, 2007b).
El carboplatino presenta menos efectos secundarios que el cisplatino, pero no posee
actividad adicional en tumores resistentes y, por lo tanto, estd aprobado inicamente
para el tratamiento de los mismos tipos de cancer (Koberle & Schoch, 2021). Debido a
su mayor solubilidad en agua, el riesgo de insuficiencia renal se reduce en compara-
cién con el cisplatino (Harrap, 1985). El mecanismo de accidn del carboplatino es com-
parable al de cisplatino; y se ha demostrado que presenta interaccion con sitios nu-
cledfilos en el ADN como el cisplatino, y también un mecanismo de resistencia muy
similar al del cisplatino (Go & Adjei, 1999; Stewart, 2007). Sin embargo, la mielosupre-
sion estd determinada por la toxicidad limitante de la dosis de carboplatino (es decir,

una dosis de 400 mg/m?), especialmente la trombocitopenia (van der Vijgh, 1991).
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1.7.3. Oxaliplatino

El oxaliplatino (trans-L-diaminociclohexano oxalato de platino (II)) es el farmaco
de platino de tercera generacion que se mejoro para proporcionar un mejor perfil de
seguridad que los fdrmacos de platino de primera y segunda generacion. Aunque el
oxaliplatino se introdujo en la década de 1970, fue aprobado recién en el afio 2002 por
la FDA para tratar el cancer colorrectal metastasico (Kelland, 2007b). El oxaliplatino
contiene un oxalato como grupo saliente y un ligando DACH (diaminociclohexano)
que difiere del carboplatino y el cisplatino en sus mecanismos de actividad y resisten-
cia (Ahmad, 2010). A diferencia de la resistencia al cisplatino, los mecanismos de re-
sistencia al oxaliplatino estdn menos investigados, pero se ha demostrado que la acu-
mulacion modificada y el transporte intracelular del farmaco contribuyen a la resisten-
cia de las células tumorales (Kalayda et al., 2017). La glicoproteina P (P-gp) es un trans-
portador de membrana plasmatica de la familia ABC e implica el transporte de com-
puestos hidrofobicos. P-gp desempenia un papel crucial en la disminucion de la acu-
mulacion intracelular de complejos antitumorales y se detectd la sobreexpresion de P-
gp en células de cancer colorrectal resistentes al oxaliplatino (Yuan et al., 2016). La neu-
rotoxicidad sensorial periférica (PSN) parece ser la toxicidad limitante de la dosis para
el oxaliplatino. Entre el 60% y el 95% de los pacientes tratados con oxaliplatino experi-
mentan algun nivel de neurotoxicidad (Oun et al., 2018). Sin embargo, en los primeros
ensayos clinicos con oxaliplatino, la tasa de respuesta del paciente en el tratamiento
del cancer colorrectal fue muy baja con solo un 10%, su quimioterapia combinada con
leucovorina y 5-fluorouracilo demostré una mejor tasa de respuesta del 50,7% (de

Gramont et al., 2000; Machover et al., 1996).
1.7.4. Medicamentos basados en platino de nueva generacion
1.7.4.1. Satraplatino

El satraplatino es una molécula de bis-(acetato)-amina dicloro-(ciclohexilamina)

platino (IV) (Figura 1.11.a); con la abreviatura JM216. ]M216 se propone como el
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primer compuesto de platino administrable por via oral que posee un efecto antican-
cerigeno en lineas de células de platino resistentes y sensibles, como ovario, prostata,
pulmon, cuello uterino (Kelland, 2007b; Wheate et al., 2010). La estructura quimica del
satraplatino se compone de dos cloruros como grupos salientes que se une al platino
como en el cisplatino (Bhargava & Vaishampayan, 2009). Sin embargo, estructural-
mente el satraplatino posee dos acetatos axiales que mejoran su biodisponibilidad oral
(Choy et al., 2008) y, ademas, el ligando portador estable de DACH (diaminoci-
clohexano) proporciona una administracion segura y una mayor tolerabilidad. Una
vez absorbido el satraplatino, es metabolizado eliminando sus grupos acetato y genera
su principal metabolito denominado JM118 cis-amina dicloro (ciclohexilamina) platino
(IT) (Doshi et al., 2012). Su captacion celular se produce por difusion pasiva debido a su
elevada lipofilia (Sharp et al., 1995). Una vez que el metabolito JM118 ingresa a la cé-
lula, actia de manera similar al cisplatino uniéndose a las bases de purina del ADN y

generando aductos de ADN intracatenario e intercatenario (Choy et al., 2008).

1.7.4.2. Picoplatino

El picoplatino (cis-amminedicloro, 2-metilpiridina, platino (II) (Figura 1.11.b);
ZD0473, AMD473) con su ligando estable 2-metilpiridina (picolina) supera la resisten-
cia al platino en ciertos tipos de lineas celulares tumorales debido al aumento de los
niveles de glutation dado por el volumen estérico de sus ligandos alrededor del centro
de platino (Kelland, 2007a). Por lo tanto, se consideré que uno de los mecanismos de
resistencia al platino que mejoraba la desintoxicacion celular es a través del aumento
de los niveles de glutation (Raynaud ef al., 1997). Holford y colaboradores han infor-
mado que el picoplatino eludié la resistencia adquirida al cisplatino en células ovaricas
humanas que se sabe que tienen niveles elevados de GSH o disminucién del transporte
de farmacos o reparacion elevada del ADN/tolerancia mejorada de los aductos de pla-
tino-ADN (Holford et al., 1998). Sharp y colaboradores han investigado la potencia del

picoplatino en las cuatro lineas celulares tumorales resistentes al oxaliplatino,
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incluidas dos de ovario humano (A2780 y CH1) y dos de colon humano (HCT116 y
HT-29). El picoplatino logro superar la resistencia en las cuatro lineas celulares (Sharp

et al., 2002).

1.7.4.3. Iproplatino

Otro complejo notable de platino (IV) que se ha sometido a ensayos clinicos es el
iproplatino (también conocido como JM9 y CHIP), cis, trans, cis-diclooridodihidroxi-
dobis(isopropilamina) platino (IV) (Figura 1.11.c). Contiene dos grupos cloruros ecua-
toriales que son cis el uno al otro. Los estudios de marcado con carbono 14 demostraron
que el mecanismo de accion del iproplatino implica la reduccion del centro de platino
(IV) a platino (II) seguida de la formacion de un enlace covalente con el ADN. Un as-
pecto a destacar es su altisima solubilidad en agua (44,1 mM), lo que permite una for-

mulacién y administracion mas sencilla (Timothy et al., 2016).

1.7.4.4. Prolindac™

Prolindac™ o AP5346 poli(HPMA-co-MA-GGG-Ama = Pt-1R,2R-DACH N,0-
chelate) (Access Pharmaceuticals, Inc.) estd constituido por el ligando DACH activo de
oxaliplatino y un copolimero hidrofilico biocompatible N-(2-hidroxipropil) metacrila-
mida (HPMA) (Figura 1.11.d). El platino de ciclohexilamina se une al copolimero a
través de un grupo quelante sensible al pH. Debido a la mayor labilidad del quelato
0,0’ que el quelato N,O de Prolindac™, el ambiente acido del tumor lleva a una ele-
vacion en la tasa de liberacion de platino (Boztepe et al., 2021). Wheate y colaboradores
han informado que Prolindac™ indujo 20 veces mas generacion de aductos de platino-
ADN a pH= 3,0 en comparacion con pH= 7,4 demostrando la respuesta sensitiva a el
pH de este tipo de sistemas (Wheate et al., 2010). Ademas, Prolindac™ mostré mayor
efecto citotoxico que el oxaliplatino y el cisplatino en varias lineas celulares de cancer,
incluidas las lineas celulares de colon, ovario, mama, pulmdn, préstata y leucemia

(Bonetti et al., 2009). Estudios in vivo demostraron que Prolindac™ exhibié un nivel
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mas alto de actividad antitumoral comparado con carboplatino y oxaliplatino en Colo-

26, pulmon de Lewis, ovario humano, colorrectal humano. (Thurmond et al., 2006).

(a) (b)
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Figura 1.11. Estructura quimica del satraplatino (a), picoplatino (b), iproplatino (c),

Prolindac™ (d).

1.7.4.5. 8-oxiquinolinato-platino (II)

El farmaco utilizado como modelo en este trabajo es el 8-oxiquinolinato-platino
(I) [PtC1(8-O-quinolina)(DMSO)] (8-QO-Pt) (Figura 1.12.b), teniendo un ligando deri-
vado del clioquinol (Figura 1.12.a). El clioquinol se ha utilizado para aplicaciones mé-
dicas durante muchos afios como agente antimicrobiano y, mds recientemente, en el
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. Debido a su capacidad para unir cobre y
zinc, metales esenciales, se convirtié en un objetivo potencial para el desarrollo de far-
macos contra el cancer (Ding et al., 2005). Al actuar como un ionoforo metalico, el clio-
quinol transporta iones metalicos desde el entorno extracelular hacia la célula y movi-
liza reservas intracelulares débilmente unidas. Luego dirige el metal al proteasoma, lo

que provoca la interrupcion de este complejo enzimatico (Schimmer, 2011). El
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clioquinol también es miembro de una familia de medicamentos llamados hidroxiqui-
nolinas. La caracteristica importante de la hidroxiquinolina es su capacidad de union
a metales debido a la formacion de anillos de quelato de cinco miembros con diferentes
metales (por ejemplo, Zn o Cu). Se ha informado que los complejos de platino que
contienen ligandos de 8-hidroxiquinolina tienen una buena actividad antitumoral con-
tra diferentes lineas celulares de cancer, incluidas HBL-100 (mama), HeLa (cuello ute-
rino), SW1573 (pulmoén de células no pequenias) y WiDr (colon) y con un perfil citoto-

xico diferente y mejor que el cisplatino (Santos et al., 2013).
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Figura 1.12. Estructura quimica del clioquinol (a) y el 8-QO-Pt (b).

1.8. Nanosistemas farmacéuticos

El concepto de nanotecnologia fue introducido por primera vez por el fisico es-
tadounidense y premio Nobel Richard Feynman en 1959. Feynman present6 una con-
ferencia titulada "There’s Plenty of Room at the Bottom " (Feynman, 1960) y describid
una vision del uso de maquinas para construir maquinas mas pequenas y a nivel mo-
lecular durante la reunién anual de la American Physical Society. Después de Feynman,
el cientifico japonés Norio Taniguchi utilizé por primera vez la definicion “nanotecno-
logia” en 1974 como; “la nanotecnologia consiste principalmente en el procesamiento
de separacion, consolidacion y deformacion de materiales por un dtomo o una molé-
cula”. Actualmente, la nanotecnologia es una de las tecnologias mas prometedoras del

siglo XXI. (Bayda et al., 2019).
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La Iniciativa Nacional de Nanotecnologia (NNI) en los Estados Unidos define la
Nanotecnologia como un campo que abarca la ciencia, la ingenieria y la tecnologia a
nanoescala en campos como la quimica, la biologia, la fisica, la ciencia de los materiales
y la ingenieria, e implica la creacion de imagenes, la medicion, el modelado y la mani-
pulacion de materia entre aproximadamente 1 y 100 nandmetros (National

Nanotechnology Initiative, n.d.).

La encapsulacion de agentes terapéuticos o farmacos en diferentes nanosistemas
es muy prometedora en el avance de la nanomedicina y presenta ventajas frente a las
metodologias médicas convencionales. Tienen la capacidad de apuntar y entrar en el
tejido blanco a nivel molecular y, por lo tanto, no deberian ser peligrosos para el tejido
sano y la toxicidad medicinal tiende a disminuir. Proporcionan una mejor absorcion
que los farmacos poco solubles, por lo que se requiere una dosis mas baja para lograr
un rendimiento terapéutico equivalente. Ademads, se reduce la posibilidad de que se
produzca resistencia a los medicamentos (Montané et al., 2020). Numerosos trabajos
sobre nanosistemas aplicados a la administracion de farmacos, como sistemas liposo-
males (Stathopoulos et al., 2005), NPs lipidicas (Rajpoot & Jain, 2018), poliméricas
(Ringsdorf, 1975) y metdlicas (Hu & Du, 2020), sistemas micelares (Shahin et al., 2014),
y conjugados poliméricos (Rice, 2006) etc. La seleccion de materiales basados en nano-
tecnologia utilizados para la administracion el diagnodstico y el tratamiento del cancer
estd influenciada por una variedad de factores como; el tamafio, la biocompatibilidad
y la biodegradabilidad del nanosistema, el perfil deseado de atrapamiento, la libera-
cién del farmaco, las caracteristicas del farmaco atrapado en el nanosistema (estabili-
dad y solubilidad), asi como la toxicidad y antigenicidad del fdrmaco encapsulado. Las
nanoparticulas inorganicas (de oro, plata, éxido de hierro y silice) se utilizan en
bioimagenes, biosensores, administracion sostenida de farmacos y terapia de fotoabla-
cidn debido a sus propiedades particulares, como la resonancia de plasmones superfi-
ciales (SPR). Ser no biodegradable, mostrar alta toxicidad y requerimiento de recubri-

miento aparecen como desventajas, mientras que las nanoparticulas inorganicas
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proporcionan una fécil sintesis, facil funcionalizacion superficial, buena estabilidad y
versatilidad (Kudr et al., 2017; Montané et al., 2020). Las nanoparticulas de proteinas
muestran baja toxicidad y buenas propiedades mecanicas, pero normalmente se re-
quieren modificaciones quimicas de su superficie para producir nanomedicamentos
que respondan al estimulo (Montané et al., 2020). Ademas de esto, tienen una baja ca-
pacidad de carga de drogas. Las micelas poliméricas, por su parte, son nanoportadores
con nucleo y estructuras de capa que pueden encapsular medicamentos contra el can-
cer en su nucleo hidrofébico. Una limitacion de las micelas se puede mostrar como baja
estabilidad (Shahin et al., 2014; Shi et al., 2017). Las nanoparticulas biopoliméricas se
producen a partir de biomateriales que se aislan de abundantes recursos naturales
como el almiddn, la celulosa, el quitosano, los glicosaminoglicanos, el 4cido hialuro-
nico, el dextrano, etc. Sus dimensiones geométricas, su alta area de superficie especi-
fica, sus propiedades mecanicas y de barrera, la falta de toxicidad, biocompatibilidad,
y la biodegradabilidad proporcionan ventajas pero muestran resistencia contra la de-
gradacién enzimatica (Montané et al., 2020). La capacidad de encapsular compuestos
hidroéfilos e hidréfobos hace que los liposomas sean atractivos. Ademas, los liposomas
son termodindmicamente inestables. El cambio del tamafio de los liposomas con el
tiempo produce una incertidumbre del contenido del farmaco, y también la liberaciéon
cinética del fdrmaco es mds o menos impredecible. La estabilidad de los liposomas
depende de que adquieran un tamafo y una distribucion de tamanos constantes du-

rante un periodo prolongado (Panahi et al., 2017).

1.8.1. Nanoparticulas lipidicas

Las nanoparticulas solidas lipidicas (SLN) constituyen un sistema nanotecnold-
gico con mejoras respecto de las desventajas encontradas para nanosistemas lipidicos
de generaciones anteriores como las micelas y los liposomas. Dentro de esas desven-
tajas se destacan su inestabilidad termodindmica (particularmente relevante en flui-

dos biologicos), la escasa reproducibilidad lote a lote, una cinética impredecible y los
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problemas en el proceso de esterilizacion, (Ruiz et al., 2013). Las SLN poseen como
ventajas a la formacién de componentes biocompatibles y biodegradables, que no re-
quieren el uso de solventes organicos en su sintesis, muy bajo costo de produccién y
facil escalamiento (Puri et al., 2009). Las SLN constituyen un sistema transportador co-
loidal hecho de lipidos con un alto punto de fusion (pf > 40 — 45 °C) y tipicamente varia
en tamano de 50 a 300 nm (Malam et al., 2009). Una formulacién de SLN puede conte-
ner de 0,1% a 30% de lipidos solidos, incluidos triglicéridos, acidos grasos, esteroides,
glicéridos parciales y ceras, de 0,5% a 30% de estabilizador de surfactante y 5% de
farmaco (Mehnert & Mader, 2001; Puri et al., 2009). El mayor problema potencial de los
sistemas de SLN es la dependencia de la estructura cristalina con el tiempo que puede
influir en la eficiencia de carga del farmaco, el estado, la localizacién del farmaco en la
nanoparticula, el tiempo de almacenamiento, la viscosidad de la formulacién y las pro-
piedades de liberacion (Andonova & Peneva, 2018; Haider et al., 2020). Después de la
preparacion de SLN, se producen modificaciones energéticas en las nanoparticulas
que reducen la energia libre a un valor minimo y, en consecuencia, obtienen una es-
tructura cristalina estable determinada por las condiciones ambientales fisicoquimicas
durante el almacenamiento. Esta cristalizacion podria provocar la expulsion de farma-
cos de las particulas y consecuentemente puede implicar una disminucién de la efi-

ciencia terapéutica (Pardeike et al., 2009) (Figura 1.13).

A finales de la década de los afios 90, los vehiculos lipidicos nanoestructurados
(NLC) son a veces llamados SLN de segunda generacion y se desarrollaron para su-
perar algunos inconvenientes de SLN. Las NLC proporcionan una mayor capacidad y
estabilidad de carga de fdrmacos y evitan la fuga de fdrmacos descripta anteriormente
(Li et al., 2017). La composicion de NLC es un lipido solido, lipido liquido a tempera-
tura ambiente (esto es, un aceite) y surfactante disperso en una solucion acuosa
(Haider et al., 2020). La proporcion de lipido solido a lipido liquido puede ser de 70:30
hasta una proporcién de 99.1:0.1 (Pardeike et al., 2009). La variacion en los mismos le

otorgard caracteristicas distintivitas a la nanoformulacion generada.
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Figura 1.13. Diferencia entre las eficiencias de carga SLN y NLC (Adaptado de Borges
et al., 2020).

Las NLC se clasifican en tres grupos segun la estructura de la matriz lipidica:
NLC imperfecto, NLC amorfo y NLC multiples (Figura 1.14). Los NLC imperfectos
estan constituida por la mezcla de diferentes lipidos que provocan imperfecciones en
el cristal que proporcionan una mayor incorporacion de la molécula del fdrmaco solu-
ble en lipidos, mejorando asi la encapsulacion de la farmaco y evitando su expulsion.
Los NLC amorfos son un estado no cristalino de la matriz amorfa que se compone de
una mezcla de lipidos particulares como el miristato de isopropilo con el lipido sélido.
El fAirmaco se distribuye uniformemente en la matriz y esta estructura garantiza man-
tener la molécula encapsulada evitando asi la fuga de esta. Por tltimo, los NLC multi-
ples son portadoras de aceite en grasa en agua (A/G/A) que involucran una mayor
cantidad de nano compartimentos de aceite en la matriz sélida. La capacidad de carga
del farmaco aumenta porque el farmaco es mas soluble en lipidos liquidos que en lipi-

dos solidos (Khosa et al., 2018; Li et al., 2017). Los NLC imperfectos y amorfos tienden
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a exhibir mas flexibilidad para obtener el perfil de liberacion sostenida deseado

(Miiller ef al., 2002).
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Figura 1.14. Los tipos de NLC: imperfecto (A); amorfo (B); y multiples (C) (Adaptado
de Haider et al., 2020).

1.8.2. Sintesis y caracteristicas fisicoquimicas de las NPs lipidicas

La cinética de liberacion de farmacos a partir de nanoparticulas lipidicas va a
depender principalmente de las caracteristicas fisicoquimicas de la molécula, tipos y
cantidades de los componentes de la formulacion (lipido sélido, lipido liquido o sur-
factante) y técnica de preparacion (Andonova & Peneva, 2018). Las nanoparticulas de
lipidos se pueden preparar mediante varios métodos, como ultrasonicacion (Boztepe
et al., 2021), microemulsién (Gasco & Antonelli, 1993), homogeneizacién a alta presion
(Miiller, 2000), , difusion de solventes (Trotta et al., 2003) y desplazamiento de solven-

tes (Schubert & Miiller-Goymann, 2003).

El proceso de caracterizacion de nanoparticulas de lipidos es fundamental para
producir un sistema de administracion de farmacos coloidales eficaz, de calidad, re-
producible, y seguro con las propiedades deseadas. La composicién tipica de SLN y
NLC se define por caracteristicas como el tamano y la distribucién del tamafio de par-

ticula, la morfologia de la superficie, la funcionalizacion y el potencial zeta (i.e., carga
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superficial de la nanoparticula), la estructura, segtin el grado de cristalinidad, la mo-
dificacion de lipidos, la incorporacion del farmaco y la capacidad de carga, la libera-

cion de farmaco, etc. (Andonova & Peneva, 2018).

Las suspensiones de particulas de tamafio nanométrico proporcionan una admi-
nistracion sostenida de farmacos durante periodos prolongados, en algunos casos con
una mayor biodisponibilidad en comparacion con las suspensiones estandar. Sin em-
bargo, las suspensiones de nanoparticulas suelen ser fisicamente inestables debido a
la aglomeracion de particulas y/o la expulsion de farmacos. Las NLC son la version de
estabilidad fisica mejorada de las SLN. Al mezclar dos lipidos con diferentes puntos
de fusion, la red cristalina se vuelve menos ordenada, evitando la expulsion del far-
maco, mejorandose el atrapamiento del farmaco y la estabilidad a largo plazo lo que
logra una liberacion del farmaco mas lenta en comparacion con las suspensiones es-
tandar. El mecanismo de liberacién sostenida del farmaco a partir de matrices lipidicas
se puede describir generalmente mediante el mecanismo de libre difusion expresado
por las leyes de Fick. El mismo consiste en el que el agua penetra en la matriz, disuelve
el farmaco, ocupa los poros generados por la difusion de particulas de farmaco disuel-
tas y crea canales llenos de agua que aumentan la porosidad de la matriz y la movili-
dad del farmaco lo que permite la difusion continua del farmaco fuera de la forma de
dosificacion y hacia el medio de liberacion (Rosiaux et al., 2014). Sin embargo, se han
descrito otros mecanismos de mayor complejidad para la liberacion de farmacos del
nanoparticulas lipidicas, los cuales dependen la de la composicién lipidica de la ma-
triz, asi como de la estructura quimica del fAirmaco y de las interacciones fisicoquimica

de los componentes de la matriz y con su medio ambiente.

1.8.3. Administracion dirigida pasiva y activa

Las nanoparticulas son nanosistemas transportadores preferibles para farmacos
quimioterapéuticos debido a que pueden ser captados preferencialmente a las células

tumorales, mejoran la eficacia y disminuyen la toxicidad sistémica (Shohdy & Alfaar,
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2013). Las nanoparticulas poseen una funcion crucial en el aumento de la concentra-
cién del farmaco en las células tumorales al mejorar la acumulacion del farmaco a tra-
vés de mecanismos de dirigidos pasivos y activos, asi como al reducir la salida del
tarmaco de las células tumorales (Muhamad et al., 2018). La captacién celular de nano-
particulas se produce mediante endocitosis inespecifica, que se basa principalmente
en las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas, como la composicion de la
superficie, la funcionalizacion y la carga (Delehanty et al., 2010). Dirigido pasivo fun-
ciona a través de la difusion simple y el efecto mejorado de permeacion y retencion
(EPR). Dado que los farmacos de quimioterapia maximos son de tamano pequeno, se
acumulan tanto en las células sanas como en las tumorales por difusion y luego desa-
parecen de la célula tumoral por retrodifusién. Generalmente se considera que las na-
noparticulas con tamafios comprendidos entre 100 y 500 nm poseen mayor capacidad
de ingresar a las células cancerosas mediante una captacion selectiva. Ademas, las na-
noparticulas pueden evitar la filtracion, la eliminacion renal, y prolongar los tiempos
de residencia en el plasma. Estos hechos les permite acumularse con mayor probabili-
dad en los tumor a través de EPR (Hughes, 2005; Shohdy & Alfaar, 2013). El sistema
linfatico deteriorado en los tumores proporciona una retencion adicional para que las
nanoparticulas se descompongan y liberen su contenido. Aunque la mayoria de las
nanoterapias aprobadas se basan principalmente en la administracién pasiva, el EPR
no puede lograr una alta concentracién de fadrmaco en el sitio del tumor (Chauhan et

al., 2011).

La administracion dirigida activa implica la decoracion de la superficie de la na-
noparticula con moléculas bioldgicas (como por ejemplo péptidos, proteinas o acidos
nucleicos) o quimicas (como; reactivos de transfeccion basados en lipidos, farmacos o
pequenos nutrientes) dirigidas a receptores especificos de la superficie celular
(Delehanty et al., 2010). Esto da como resultado un aumento de la captacién celular por
endocitosis mediada por receptores y, por lo tanto, una mayor acumulacion de farma-

cos en las células cancerosas (Muhamad et al., 2018). Los receptores en las células
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tumorales se expresan de forma tinica o se sobreexpresan (Shohdy & Alfaar, 2013). Por
consiguiente, los receptores tumorales son un objetivo potencial para las capacidades

de administracion especificas para la terapia del cancer.

1.8.3.1. Riboflavina (RFV)

La RFV (7,8-dimetil-10-ribitil-isoaloxazina), también conocida como vitamina B2,
contiene un anillo de isoaloxazina conjugada (flavina) y un carbohidrato de cinco car-
bonos, el ribitol, es una molécula soluble en agua y esta disponible en muchos alimen-
tos como carne, pescado, leche y productos lacteos, ciertos frutas y especialmente ver-
duras de color verde oscuro (Powers, 2003; Riboflavin. Monograph, 2008). RFV participa
en el metabolismo energético y respiratorio de las células a través de la sintesis de las
dos principales coenzimas de flavina (es decir, mononucleétido de flavina y dinucleo-
tido de adenina de flavina). Dentro de las células, la riboflavina quinasa fosforila la
riboflavina a FMN y posteriormente la pirofosforilasa FAD la metaboliza a FAD
(Tutino et al., 2018) (Figura 1.15). Aunque las coenzimas FMN y FAD son estructural-
mente diferentes, participan en reacciones similares de fosforilaciéon oxidativa a nivel
celular que estan involucrados en varias reacciones redox que regulan el metabolismo

de carbohidratos, aminoacidos y lipidos (Riboflavin. Monograph, 2008).
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Figura 1.15. Conversion de riboflavina a las formas activas de coenzima (Adaptado de

Riboflavin. Monograph, 2008).
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1.8.3.2. Transporte de RFV

La proteina transportadora de RFV (RCP) no es un transportador que atraviesa
la membrana, sino una proteina soluble que se une a RFV; sin embargo, auin se desco-
noce el papel exacto en el almacenamiento y transporte de RFV (Darguzyte et al., 2020).
Sin embargo, se ha identificado la sobreexpresion de RCP en pacientes con cancer. Rao
y colaboradores han demostrado que los niveles de RCP en suero eran aproximada-
mente 10 veces mas altos en mujeres con cancer de mama (6,06 ng/mL) en comparacion
con mujeres sanas (0,70 ng/mL) (Rao et al., 1999). Otro estudio reveld que los niveles
séricos de RCP en pacientes con cancer de mama en ciclo son de 3 a 4 veces mas altos
que los de las sanas. Incluso parece haber una buena correlacion entre el aumento de
los niveles de RCP y la progresion de la enfermedad, porque se observo que se encuen-
tran concentraciones de RCP significativamente mas elevadas en pacientes con cancer
de mama avanzado con metdstasis en comparacion con aquellos con enfermedad tem-
prana (Karande et al., 2001). Ademas del cancer de mama, se obtuvieron resultados
similares de otros tipos de cancer, como en pacientes con carcinoma hepatocelular (Rao
et al., 2006) y estudios in vitro e in vivo con células de cancer de prostata (Johnson, 2009).
La sobreexpresion de RCP en células malignas lo convierte en un biomarcador poten-
cial para la deteccién de tumores, el control de la terapia y una herramienta promete-

dora para los sistemas de administracion de farmacos dirigidos (Darguzyte et al., 2020).

Tres miembros especificos de la familia de transportadores de solutos 52
(SLC52A), identificados y denominados transportador de riboflavina 1 (RFVTI;
SLC52A1), RFVT2 (SLC52A2) y RFVT3 (SLC52A3). REVT3 es el responsable de la ab-
sorcion de RFV en la membrana apical de los enterocitos y se observa que es el que
muestra un mayor nivel de expresién en comparacion con RFVT1 y REVT2. Después
de la absorcion, el RFV se libera en la sangre por RFVT1 y RFVT2 que se encuentran
en el dominio de la membrana basolateral (Tutino et al., 2018). Cuando se examino la

distribucion tisular de los transportadores, se determin6 que RFVT1 se expresaba en
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gran medida en la placenta y el intestino delgado, RFVT2 en el cerebro y las glandulas

salivales y REFVT3 en los testiculos y el intestino delgado (Yonezawa & Inui, 2013).

La riboflavina puede ingresar a la célula de tres maneras: pinocitosis, endocitosis

mediada por clatrina y transporte mediado por transportadores (Figura 1.16).
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Figura 1.16. Vias de internalizacion de RFV: (a) pinocitosis; (b) endocitosis mediada
por clatrina; (c) transporte mediado por transportista. RFV; riboflavina,
RCP; proteina transportadora de riboflavina, REVT; transportador de ri-

boflavina (Adaptado de Darguzyte et al., 2020).

La pinocitosis es una forma de endocitosis liquida en la que se pueden transpor-
tar moléculas pequefias (RFV) y grandes (RFV-conjugados) a través de la membrana
(Figura 1.16.a). RFV se internaliza con la ayuda de RCP y REVT y se supone que es una
combinacion de endocitosis mediada por clatrina (Figura 1.16.b) y transporte mediado

por transportadores (Figura 1.16.c) (Darguzyte et al., 2020).

En reportes previos, los transportadores de RFV muestran regulacion positiva en
varios tipos de tumores. Bartman y colaboradores han observado que RFVT2 y 3 se
sobre-expresaron significativamente en el melanoma, RFVT1 y 3 en el cancer de mama
luminal A y RFVT1-3 en el carcinoma de células escamosas (SCC) humano, mientras
que se encontraron niveles bajos de expresion de RFVT1-3 en todos los tejidos sanos

(Bartmann et al., 2019). Ademas, la sobreexpresion de REVT3 se mostro en la carcinoma
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de células escamosas de esofago (ESCC) (Jiang et al., 2014; Long et al., 2018) y glioma
(Fu et al., 2016). Tutino y colaboradores investigaron la expresion de RFVTs en células
de carcinoma de colon. Se encontrd que los niveles de expresion de proteinas y genes
RFVT3 y RFVT2 eran mas altos en DLD-1 y HT-29 en comparacion con las células
Caco-2. En tejidos tumorales de pacientes con cancer colorrectal, los niveles de expre-
sion de los genes RFVT3 y RFVT2 aumentaron (Tutino et al., 2018). Teniendo en cuenta
estos resultados, RFV podria ser un ligando de sitio-direccion eficaz para la adminis-
tracion de farmacos especificos de tumores. Se han funcionalizado varios sistemas de
nano-administracion diferentes con RFV, como liposomas (Beztsinna et al., 2016), con-
jugados de polimeros (Bareford et al., 2013) y telodendrimeros (Guo et al., 2017),
nanoportadores poliméricos de PEG (Tsvetkova et al., 2017), para dirigir activamente

las células tumorales.

1.8.4. Aplicaciones terapéuticas de los nanosistemas de lipidos cargadas con Pt en

el campo del cancer en fase preclinica

Raut y colaboradores sintetizaron SLN cargadas con cisplatino mediante la téc-
nica de microemulsion. El didmetro de las nanoparticulas fue de 119 nm y la eficiencia
de encapsulacion fue de aproximadamente el 90%. La liberacion del farmaco desde la
SLN analizada in vitro se mantuvo como se deseaba y alcanzd el 82,6% después de 48
h (Raut et al., 2018). Las nanoparticulas lipidicas cargadas con cisplatino con una capa-
cidad de carga de farmaco del 80,8% proporcionaron una absorcidn significativa del
tarmaco in vivo en células tumorales de melanoma humano A375M, lo que aument¢ el
efecto antitumoral sin inducir nefrotoxicidad (Guo et al., 2013). La NLC cargada con
cisplatino y doxorrubicina se ensay0 en la quimioterapia del cdncer de mama. Se sin-
tetizaron formulaciones de doxorrubicina + cisplatino (D-C-NLC), doxorrubicina sola
(D-NLC) y cisplatino solo (C-NLC) mediante procedimientos de evaporacion de emul-
sion y solidificacion a baja temperatura. Los efectos antitumorales de cada formulacion

se evaluaron y compararon en el modelo de células MCF-7/ADR de células de cancer
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de mama humanas resistentes a la doxorrubicina y murinas portadoras de MCEF-
7/ADR. Todas las formulaciones tuvieron una alta eficiencia de encapsulacion (entre
85y 90%) y el rango de tamafio de las nanoparticulas estuvo entre 100 y 110 nm. D-C-
NLC mostré in vitro e in vivo la mayor actividad anticancerigena en ambos modelos
(Di et al., 2016). La encapsulacion del compuesto Pt(L)PPh3 por NLC se realizo me-
diante la técnica de emulsificacion por fusion. El efecto citotdxico de las nanoparticulas
de NLC cargadas se prob¢ en la linea celular de carcinoma de mama MCF-7. El com-
puesto de platino mostrd una velocidad de liberacion lenta de la matriz sélida de NLC.
Se sugirid que una liberacion sostenida del farmaco es crucial para disminuir la fre-
cuencia de ingesta del fdrmaco y asi disminuir las toxicidades limitantes de la dosis
(Xian et al., 2016). La formulaciéon de NLC cargada con oxaliplatino se produjo me-
diante la técnica de homogeneizacion en caliente a alta presion y su caracter fisicoqui-
mico se analizé mediante XRD y DSC. El tamafio de la NLC cargada fue de 121 nm con
una eficiencia de encapsulacion del 67,7%. Aunque se produjo una liberacion repen-
tina en las 2 h iniciales de la liberacion in vitro, luego continud con una velocidad mas

lenta durante las 24 h (Qiu et al., 2012).

El EPR es un fenomeno tinico de los tumores sdlidos relacionado con sus diferen-
cias anatomicas y fisiopatoldgicas con respecto a los tejidos normales. Las nanoparti-
culas se acumulan selectivamente en el tumor a través del efecto EPR. Se llama vehi-
culizacién pasiva (Fang et al., 2011). El sistema activo de direccion y administraciéon de
farmacos se centra en la interaccion entre el farmaco y las biomoléculas especificas que
se sobre-expresan en varios tipos de células tumorales y difieren de las sanas (Boztepe
et al., 2021). CD44 es una glicoproteina de la membrana celular y también es el receptor
del &cido hialurénico (HA). Se ha informado que CD44 muestra sobreexpresion en va-
rios tipos de células cancerosas. Por lo tanto, las nanoparticulas recubiertas de HA car-
gadas con farmacos son mas eficaces que el tratamiento con un solo farmaco (Negi et
al., 2015; Wang & Guo, 2013). Lei-Ming y colaboradores han investigado la quimiote-

rapia combinada de 5-fluorouracilo y cisplatino mediante la encapsulaciéon de NLC
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recubierta de HA para el cancer gastrico. La formulacién de NLC cargada de farmaco
combinada se sintetizo mediante el método de emulsificacion y solidificacion a baja
temperatura. Las nanoparticulas cargadas mostraron una alta eficiencia de encapsula-
cion (89% para ambos farmacos) con el perfil de liberacion sostenida. La actividad an-
ticancerigena contra tumores gastricos en el modelo animal fue superior en compara-
cion con el cisplatino libre (Lei-Ming et al., 2015). El receptor de folato es otro biomar-
cador que se sobre-expresa en el tejido canceroso que se une al acido folico (FA). La
quimioterapia combinada de cisplatino con paclitaxel se administré desde NLC deco-
rado con FA para el cancer de cabeza y cuello. El efecto citotdxico de la NLC cargada
decorada con FA contra las células FaDu fue superior en comparacion con la NLC car-
gada no decorada, la NLC con cisplatino solo, la NLC con paclitaxel solo, el cisplatino
libre o el paclitaxel libre (Yang et al., 2017). La SLN conjugada con FA que contiene
oxaliplatino se probo en células de cancer colorrectal HT-29. La formulacion de SLN
se sintetizo mediante el método de difusidon de solventes, luego se llevé a cabo la con-
jugacion de FA con SLN. Las nanoparticulas mostraron una eficiencia de encapsula-
cion del 49% y se observd una administracion sostenida del farmaco in vitro, que al-
canzo6 casi el 100% después de 144 h. El efecto citotdxico del SLN cargado fue mayor

que el del oxaliplatino libre (Rajpoot & Jain, 2018).

Los liposomas son reservorios similares a esferas hechos de fosfolipidos y/o an-
tifilicos sintéticos integrados con esteroles, como el colesterol, para mejorar la permea-
bilidad de la membrana (Bulbake et al., 2017). Menos toxicidad, liberacién lenta y con-
trolada dependiente del tiempo del farmaco, biocompatibilidad, tasa de eliminacion
mas baja y ser objetivo para tejidos especificos se muestran como sus ventajas. Sin em-
bargo, entre sus limitaciones podemos mencionar su inestabilidad termodinamica que
conducen a procesos de agregacion y cambio de tamarfio, y la carencia de una cinética
establecida. Ademas, una de las principales limitaciones de los liposomas es su elimi-
nacion por el sistema fagocitico mononuclear. Cuando los liposomas son mayores de

400 nm, los sistemas fagociticos mononucleares les permiten eliminarlos (Malam et al.,
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2009). Por lo tanto, la bicapa de fosfolipidos del liposoma se introduce con polietilen-
glicol (PEG) para disminuir la opsonizacion y estabilizar el liposoma y, en consecuen-
cia, mejorar el tiempo de circulacidn en el torrente sanguineo. La tecnologia de PEGi-
lacion proporciona inhibicion de la interaccion entre las proteinas séricas y la superfi-
cie del liposoma, por lo que se reduce su captacion por las células fagociticas mononu-
cleares (Harper et al., 2010; Malam et al., 2009; Voinea & Simionescu, 2002). Los liposo-
mas PEGilados son SPI-077 y Lipoplatin, que también se denominan liposomas
STEALTH® (Farooq et al., 2019). Sin embargo, la PEGilacion de sistemas de adminis-
tracion de farmacos presentan problemas debido a una respuesta inmune tardia, razén
por la cual se han abandonado para la administracion de diversos farmacos, como por

ejemplo la insulina y factores de crecimiento.

1.8.4.1. SPI-077

SPI-077 (ALZA Pharmaceuticals, CA, EE.UU.) consiste en liposomas cargados con
cisplatino y fosfatidilcolina de soja hidrogenada, colesterol y fosfatidiletanolamina mo-
dificada con PEG (Farooq et al., 2019). Sin embargo, la capacidad de carga de farmacos
de SPI-077 es muy baja (proporcion de farmacos a lipidos ~1:70) (Dilruba & Kalayda,
2016). Ademas de un tiempo de circulacion sanguinea mas prolongado, el efecto anti-
tumoral de SPI-077 fue significativamente mayor que el del cisplatino empelado en la
misma dosis y mostré un AUC (el area bajo la curva de concentracion plasma-
tica/tiempo) plasmatico 60 veces mayor que el del cisplatino en dos modelos de tumo-
res murinos (carcinoma de colon C26 y pulmén de Lewis). Ademas, SPI-077 exhibid
un volumen de distribucién elevado de 55 veces y una reduccion de cuatro veces en la

cantidad de platino administrado a los rifiones (Newman et al., 1999).

1.8.4.2. Lipoplatino

El lipoplatino (Regulon Inc., CA, EE.UU.) es una formulacién del cisplatino lipo-

somal de 110 nm de diametro aprobado por la FDA y que fuera disefiado para
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disminuir la toxicidad del cisplatino y presentar un perfil de toxicidad mas seguro
(Boulikas, 2009; Wheate et al., 2010). En comparacion con SPI-077, el lipoplatino difiere
segun el método de carga, el tipo de lipidos y la proporcién de farmaco: lipidos
(Boulikas, 2009). El lipoplatino consta de 8,9% de cisplatino y 91,1% de lipidos que son
colesterol, fosfatidilcolina de soja (SPC-3), dipalmitoil fosfatidil glicerol (DPPG) y me-
toxi-polietilen glicoldiestearoil fosfatidiletanolamina (mPEG 2000-DSPE) (Monneret,
2011; Stathopoulos & Boulikas, 2012). Mientras que los liposomas no pegilados son
absorbidos por los macrofagos hepaticos y destruidos con una vida media en los flui-
dos corporales de 20 min, los liposomas pegilados de lipoplatino muestran una vida
media de 5 dias en los fluidos corporales (Boulikas, 2009). El lipido DPPG en la super-
ficie del lipoplatino facilita que el fdrmaco atraviese la membrana celular mas facil-
mente que el cisplatino solo al romper la membrana y luego fusionar la nanoparticula
con la membrana celular (Boulikas, 2007) (Figura 1.17). Una vez que el lipoplatino in-
gresa a la célula, las moléculas de cisplatino se liberan en el citoplasma de la célula
cancerosa y desencadenan la cascada apoptdtica (Stathopoulos & Boulikas, 2012). La
fusién directa de lipoplatino con la membrana celular proporciona un efecto terapéu-
tico incluso después de que se desarrolla la resistencia al cisplatino. Xue y colaborado-
res informaron que la infusion de lipoplatino en células tumorales mostré una activi-
dad antitumoral de 10 a 50 veces mayor con menos toxicidad limitante de la dosis en

comparacién con las células normales adyacentes (Xue et al., 2013).
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Figura 1.17. Penetracién del lipoplatino a través de la membrana celular de las células

tumorales (Adaptado de Xue et al., 2013).

En comparacién con el cisplatino libre, el lipoplatino demostré un mayor efecto

antitumoral en las células de NSCLC y carcinoma renal (Arienti et al., 2008). Ademas,

el efecto apoptdtico del lipoplatino en las células cocleares fue menor que el generado

por el cisplatino. Por lo tanto, se sugirio que se utilizara lipoplatino para disminuir la

ototoxicidad del cisplatino (Serinan et al., 2018). La menor nefrotoxicidad del lipopla-

tino, en comparacion con el cisplatino, fue reportada por Devarajan y colaboradores.

Mientras que los animales inyectados con cisplatino desarrollaron insuficiencia renal

con clara evidencia de dafo tubular, aquellos inyectados con la misma dosis de
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lipoplatino estaban casi completamente libres de dafio renal (Devarajan et al., 2004). El
lipoplatino también mostré inhibicion del crecimiento tumoral en modelos de xenoin-

jertos de cancer de cuello uterino y de ovario (Casagrande et al., 2013, 2014).

1.8.4.3. Aroplatin™

Aroplatin™ (DACH-L-NDDP, Antigenic Inc., Lexington, MA, EE.UU.), es una for-
mulacion liposomal del analogo de oxaliplatino, quimicamente cis-bis-neodecanoato-
trans-R,R-1,2-diaminociclohexano platino (II) (Dragovich et al., 2006) (Figura 1.18). Las
limitaciones de Aroplatin™ son la dificultad de la caracterizacién quimica completa
debido a la formacién de 15 a 20 isdmeros y su rapida degradacion quimica (Perez-
Soler et al., 1994). Los datos preclinicos muestran que Aroplatin™ tiene diferentes per-
files de biodistribucion y toxicidad que cisplatino o carboplatino, y no comparte resis-
tencia cruzada con cisplatino (Wang & Guo, 2013). Perez-Soler y colaboradores infor-
maron que Aroplatin™ fue mas activo contra la leucemia y exhibié una mayor distri-
bucion tisular, incluido el bazo (15 veces), el pulmoén (5 veces), el higado (3 veces) y la
sangre (4 veces) que el cisplatino a la misma dosis i.v. administracién (Perez-Soler et

al., 1987).

Figura 1.18. Estructura quimica del Aroplatin™.
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1.9. Hipétesis y objetivos
1.9.1. Hipotesis

El presente trabajo de tesis se basé en la hipdtesis de que el desarrollo de nanosiste-
mas lipidicos con caracteristicas hidrofobicas pueden dar origen a novedosas matri-
ces con capacidad de transporte de agentes bioactivos con propiedades fisicoquimi-
cas diversas y versatiles para un transporte eficiente y una liberacion controlada, po-
tenciando efectos terapéuticos. A su vez, la presencia de diversas estructuras en una
matriz permite mayor facilidad de modificacion mediante métodos convencionales y
escalables, con lo cual se pueden adicionar marcadores de superficie caracteristicos

del tumor para incrementar la interaccion de la particula con las célula blanco.
1.9.2. Objetivo general

El objetivo general de la tesis es sintetizar, caracterizar y evaluar nanoparticulas cons-
tituidas por lipidos que posean propiedades distintivas combinadas y que contengan
nanoestructuras para el transporte activo de metalofdrmacos de platino(Il). Estos de-
ben tener caracteristicas adecuadas para su localizacion sitio-especifica mediante pa-
trones superficiales que permitan una eficiente actividad antitumoral y reduzcan los

efectos adversos.
1.9.3. Objetivos especificos

¢ Desarrollar nanosistemas lipidicos: Producir nanoparticulas compatibles (NLC)

cargadas con moléculas de origen hidrofobico como la metalodroga platino(II).

%+ Desarrollar nanosistemas lipidicos funcionalizados con riboflavina: Decorar las

superficies de las matrices y direccionarlas especificamente hacia las células tu-
morales de cancer colorectal.

% Caracterizar los sistemas sintetizados por sus propiedades fisicoquimicas me-

diante la determinacion del tamanio, el andlisis de la superficie, la carga neta, la
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estabilidad térmica, el grado de cristalinidad, la dispersion de tamanos de las na-
noparticulas.

+» Realizar estudios de liberacidén in vitro: Realizar la liberacion sostenida del meta-

lofarmaco a partir de nanoparticulas para determinar los modelos de liberacion.

+» Evaluar la citotoxicidad en cultivos celulares: Evaluar la citotoxicidad, asi como

los mecanismos de accién activados de la formulacion seleccionada desarrollada
en cultivos de lineas celulares tumoral de colorrectales (i.e., HT-29 y HCT 116).

% Evaluar la captacion celular y la muerte celular programada (apoptosis) en las

lineas celulares tumorales colorrectales (i.e., HT-29 y HCT 116).

%+ Desarrollar sistemas de cultivo 3D de la linea HCT 116: Evaluar las propiedades

antitumorales y la actividad antimetastasica de las nanoparticulas cargadas con

la metalodroga en el cultivo 3D.
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Capitulo 2

Sistema 1: Desarrollo de los sistemas de NLC cargados con 8-QO-Pt

2.1. Materiales y métodos
2.1.1. Materiales

Se utilizaron un lipido sélido a temperatura ambiente para la preparacion de las
formulaciones: La cera de esteres cetilicos NF (cera, Crodamol®SS, temperatura de fu-
sion de alrededor de 44 °C). En las formulaciones también se incluy6 un aceite com-
puesto por lipidos triglicéridos capricos (Crodamol® GTCC-LQ, punto de fusién de -4
°C) o aceite de oliva (comercial, punto de fusion de -6 °C). Crodamol® SS y Crodamol®
GTCC-LQ fueron donados amablemente por Croda (Argentina). El surfactante polo-
xamero P188 (Kolliphor® P188), el perclorato de 3,3'-dioctadeciloxacarbocianina
(DiOC18), agua destilada, agua calidad HPLC y agua ultrapura Mili-Q fueron adqui-
ridos de Sigma-Aldrich (Buenos Aires, Argentina). DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles
Medium) y TrypLE™ fueron adquiridos en Gibco (Gaithersburg, MD, EE.UU.), y FBS
(suero bovino fetal) fue adquirido de Internegocios S.A. (Argentina). Anexina V, iso-
tiocianato de fluoresceina (FITC)/IP y sal de tetrazolio MTT (3-(4, 5-dimethylthiazolyl-
2)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) de Invitrogen Co. (Buenos Aires, Argentina). Otros
reactivos de grado analitico fueron adquiridos de fuentes comerciales disponibles y se

usaron tal como se recibieron de Merck (Darmstadt, Alemania) o una marca similar.
2.1.2. Sintesis de 8-QO-Pt

El 8-oxiquinolinato-platino (II) [PtCl(8-O-quinolina) (DMSO)] (8-QO-Pt) fue sin-

tetizado y caracterizado segtin Santos y colaboradores (Figura 2.1.) (Santos et al., 2013).
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El producto se obtuvo siguiendo el procedimiento general como un sélido amarillo

anaranjado (78% de rendimiento) sin purificacion adicional.

1H NMR (300 MHz, CD2ClI2) 569.41 (dd, ] =10.7, 1.2 Hz, 1H), 8.38 (dd, ] =84, 1.1
Hz, 1H), 7.58-7.40 (m, 2H), 7.02-7.06 (m, 2H), 3.61 (s, 6H). 13C NMR (75 MHz, CD2C12)
0 148.6, 148.3, 140.3, 140.2, 131.5, 131.0, 121.7, 115.6, 114.6. 46.6. 195Pt NMR (64.5 MHz,
CD2C12) d: -2760.7. HRMS (FAB+): calcd por C11H12CINO2PtS (M+): 452.9915; found:
452.9928. Férmula analitica. calculada mediante C11H12CINO2PtS: C, 29.18; H, 2.67;
N, 3.09; found: C, 29.00; H, 2.67; N, 2.94.

N PtCl,(DMSO), N
< NaOH (1.05 equiv.) ~
N MeOH/acetona (1:2) N
OH 24 h, rt o/
Pt .
¢ "DMSO

Figura 2.1. Sintesis del 8-QO-Pt.

2.1.3. Preparacion de nanosistemas lipidicos de 8-QO-Pt

Los NLC cargados con 8-QO-Pt se prepararon mediante la técnica de ultrasoni-
cacion (Rodenak-Kladniew et al., 2017; Scioli Montoto et al., 2018). Brevemente, se fun-
dieron 400 mg de ésteres cetilicos de lipidos solidos (SS) (2,0%, p/v) en un bano de agua
a 70 °C y se mezclaron con 2,0 mg del compuesto 8-QO-Pt. Se disolvio 8-QO-Pt en 200
ul de triglicérido caprico o aceite de oliva (1,0%, v/v). Después de 15 min, se afiadieron
a la fase lipidica 20 ml de la solucion acuosa caliente de poloxamero 188 (4,5%, p/v).
Instantaneamente, la mezcla fue ultrasonicada al 65% de amplitud durante 30 min
equipada con una punta de titanio de 6 mm (procesador ultrasénico Cole Parmer,

EE.UU., 130 Watts). Después de la sonicacion, la formulacion se enfrié a temperatura
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ambiente y se almacend a 4 °C. Se sintetizaron dos grupos diferentes de formulaciones
lipidicas. El primer grupo contenia triglicéridos capricos: (8-QO-Pt)-NLCA y su con-
trol NLCA sin el compuesto. El segundo se prepard de manera similar y contenia aceite
de oliva (74% de acido oleico, 13% de acido palmitico y una pequena cantidad de otros

acidos grasos): (8-QO-Pt)-NLCB y su control NLCB.

2.1.4. Cuantificacion de 8-QO-Pt en las formulaciones

El andlisis cromatografico se realizo mediante HPLC (Gilson SAS, Villiers-Le-Bel,
Francia) con deteccion UV. La separacion cromatografica se realizd en una columna
Lichrosphere® 100 RP-18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um, Merck KGaA, Darmstadt, Alema-
nia). La fase movil fue metanol y solucion de acido fosfdrico al 0,1% (60:40). El sistema
se hizo funcionar isocraticamente a un caudal de 1,0 ml/min y la deteccién se realizo a
262 nm. Las muestras se diluyeron con fase movil y se centrifugaron (15.000 xg durante
5 min a 4 °C) antes de su inyeccién (20 uL). El método fue validado en términos de
linealidad, precision y especificidad, en el rango de concentraciones esperadas (0,1 —
200 uM). Se observd regresion lineal para el compuesto de Pt (p< 0,0001) en el rango
de concentracién de 0,2 — 110 uM, con un coeficiente de determinacién R? = 0,99. El
intervalo de confianza del 95% del intercepto fue [-1,2322 — 0,6447]. La precisién del
método se establecio en tres niveles de concentracion: 0,2, 44 y 110 uM, y en todos los
casos los valores de RSD estuvieron por debajo del 3%. El método fue especifico para

el compuesto 8-QO-Pt y no se observaron maximos que interfirieran.

2.1.5. Eficiencia de encapsulacion

La eficiencia de encapsulacion (EE,%) se calculd determinando la concentracion
del farmaco libre en solucién. Brevemente, se transfirieron 500 pL de la suspension
final a un dispositivo centrifugo de ultrafiltracion (MWCO 10.000 Da., Microcon®, Mi-

llipore, MA, EE.UU.) y se centrifugaron a 12.000 xg durante 30 min. Después de la
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centrifugacion, se midié por HPLC el sobrenadante que contenia el farmaco libre. Las

EE (%) de los NLC se estimaron siguiendo la ecuacion 2.1:
EE (%) = (wi — wfd)/wi x 100 Ecuacion 2.1

donde wi es la cantidad inicial de compuesto de Pt aniadido a la formulacién y wfd es

la cantidad de compuesto de Pt libre después del proceso de ultrafiltracion.

2.1.6. Caracterizacion fisicoquimica

Para la caracterizacion de los sistemas de administracion de farmacos a nanoes-
cala, se emplean comunmente la dispersién dindmica de la luz (DLS), los métodos de
microscopia electrénica (TEM, SEM,, etc...) y la microscopia de fuerza atémica (AFM)
para obtener informacion confiable sobre la morfologia y las propiedades estructurales
de los nanovehiculos. La técnica DLS proporciona informacion sobre el tamafio de par-
ticula hidrodindmico promedio y la distribucion de tamafio de particulas de tamafio
submicrométrico. El tamano de particula obtenido se correlaciono bien con el andlisis
de microscopia electrénica de transmision (TEM). La microscopia electrénica de ba-
rrido (SEM) proporciona iméagenes tridimensionales de las particulas y se enfoca en su
superficie, mientras que TEM proporciona visualizacién bidimensional y detalles so-
bre la composicién interna de las particulas (Andonova & Peneva, 2018; Beloqui et al.,
2016; Kathe et al., 2014). El potencial Zeta (C) es una medida de la carga eléctrica efec-
tiva en la superficie que ganan las nanoparticulas en las dispersiones. El potencial Zeta
se puede analizar mediante dispersion de luz electroforética (ELS, electroforesis laser
Doppler). SLN y NLC con una carga comprendida entre los valores de menores a -30

mV y mayores a +30 se consideran estables (Andonova & Peneva, 2018).

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) y la difraccion de rayos X (XRD)
pueden proporcionar informacion estructural sobre las particulas dispersas. Proveen
informacion sobre el grado de cristalinidad y modificacion de lipidos. Las alteraciones

estructurales de los materiales van acompanadas de intercambios de calor, por
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ejemplo, absorcion de calor durante la fusion o emisidn de calor durante la cristaliza-
cién. DSC mide estos intercambios de calor durante programas de temperatura con-
trolada y permite sacar conclusiones sobre las propiedades estructurales de una mues-

tra (Bunjes & Unruh, 2007).

La carga de farmaco (DL) y la eficiencia de encapsulacion (EE) son pardmetros
cruciales que estan relacionados con el régimen de dosis y la eficiencia de las nanopar-
ticulas. La DL y la EE dependen de la solubilidad del farmaco en los lipidos a tempe-
ratura elevada y después del enfriamiento, de la solubilidad del firmaco en la mezcla
agua-surfactante, de la relacion farmaco/lipido, del grado de cristalinidad y modifica-

cion lipidica, y del proceso de obtencion del SLN y NLC (Andonova & Peneva, 2018).

2.1.6.1. Distribucion de tamaio de particulas e indice de polidispersion

El didmetro promedio y la distribucion de tamafio de las nanoparticulas de lipi-
dos se midieron mediante dispersion de luz dinamica (DLS) utilizando el equipo Nano
ZS Zetasizer (Malvern Instruments, Worcestershire, Inglaterra) a 25 °C en cubetas de
poliestireno con un camino 6ptico de 10 mm. Las mediciones se realizaron en celdas
capilares de 10 mm de camino ptico, utilizando agua desionizada (Milli-Q®, Milli-
pore, Ma., EE.UU.). También se determino el indice de polidispersion (PDI, polydis-
persity index) como medida adimensional de la distribucién de tamafos. Todas las

mediciones se realizaron por triplicado.

2.1.6.2. Microscopia de transmision electronica (TEM)

El andlisis TEM se realiz6 con el microscopio Jeol-1200 EX II-TEM (Jeol, MA, EE.
UU.). La dispersion de NLC se diluy6 1:10 con agua ultrapura Milli-Q® y colocando 10
ul de cada dilucion en grillas de cobre recubiertas con colodién (malla 400). El exceso
de liquido se elimind con papel de filtro y, para mejorar el contraste, se agregd una

gota de acido fosfotingstico a la dispersion de NLC.
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2.1.6.3. Analisis por espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier se realizé utilizando un
espectrometro Nicolet 6700 (Thermo Scientific Inc., Waltham, MA, EE.UU.). El modo
de reflectancia total atenuada (ATR) se utilizd para registrar espectros en el rango de

600 a 4.000 cm™ que son la solucién de 2 cm™.

2.1.6.4. Analisis termogravimétrico (TGA)

El andlisis de TGA se logro con el objetivo de analizar la estabilidad térmica de
los ésteres cetilicos (SS), el compuesto libre (8-QO-Pt), NLCA, (8-QO-Pt)-NLCA,
NLCB, (8-QO-Pt)-NLCB. Se utilizo el aparato TGA Q500 (TA Instruments, New Castle,
DE, EE.UU.) para obtener datos de TGA. Las muestras de 2,0 — 9,0 mg se pesaron con
precision en una bandeja de platino y las mediciones se realizaron desde temperatura
ambiente hasta 600 °C a una velocidad de calentamiento de 10 °C/min en atmodsfera de

nitrégeno para evitar termooxidacion.

2.1.6.5. Analisis por calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Las propiedades térmicas de las nanoparticulas de ésteres de cetilo (SS), com-
puesto libre (8-QO-Pt), NLCA, (8-QO-Pt)-NLCA, NLCB, (8-QO-Pt)-NLCB se determi-
naron mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC Q5000, TA Instruments,
EE.UU.) bajo atmosfera de nitrogeno. Los escaneos se realizaron en un rango de 0 a

200 °C con una velocidad de calentamiento de 10 °C/min.

2.1.6.6. Analisis de difraccion de rayos X (XRD)

Los patrones de difraccion de rayos X se obtuvieron con un difractometro PA-
Nalytical X'Pert PRO equipado con una fuente de rayos X (Phillips PW 1830, PANaly-
tical BV, Paises Bajos) utilizando radiacion CuKa a 40 kV y 40 mA, en un rango de 20

de 5° — 60° con un tiempo de adquisicidon de 1s/s en cada paso de 0,02°.
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2.1.7. Ensayos de liberacion in vitro

Los ensayos de liberacién se realizaron utilizando membranas de didlisis
(MWCO 10 kDa, Millipore, Walthman, EE.UU.). La membrana se remojé en agua des-
tilada overnight y se llen6 con 2,0 ml de cada formulacion seguido de inmersion en 15,0
ml de buffer de acetato 200 mM (pH= 4,4 y 5,5), y buffer de fosfato 200 mM (pH=7,3)
a 37 °C, con agitacion continua a 200 rpm. Se tomaron muestras de 200 pL a intervalos

regulares durante 72 horas y se midi6 la concentraciéon del farmaco en HPLC.

2.1.8. Ensayos in vitro
2.1.8.1. Cultivo de células

La linea celular HT-29 (células de carcinoma de colon humano) se obtuvo de la
American Type Culture Collection (ATCC®, HTB-38") (Figura 2.2). La linea celular HT-
29 es uno de los modelos in vitro mas utilizados en los estudios de descubrimiento de
nuevos farmacos anticancerigenos. Se ha informado que la linea celular HT-29 mostro
resistencia a los farmacos de quimioterapia (El Khoury et al., 2016; Mohammadian et
al., 2017) y se ha estado utilizando como modelo para aclarar el mecanismo de la resis-
tencia adquirida en las investigaciones preclinicas del cancer (Gotink et al., 2014). HT-
29 es una linea celular con morfologia epitelial que se aislé en 1964 de un tumor pri-
mario obtenido de un paciente caucasica de 44 afios con adenocarcinoma colorrectal
(Martinez-Maqueda et al., 2015). Las células HT-29 se derivan del adenocarcinoma de
colon humano en estadio C de Duke (Gala de Pablo et al., 2018). Se ha encontrado que
varios receptores de hormonas o péptidos estan presentes en estas células, como re-
ceptores funcionales para el péptido intestinal vasoactivo (VIP), receptores alfa-2-adre-
nérgicos o receptores para insulina, factor de crecimiento epidérmico (EGF), neuroten-
sina, prostaglandinas y catecolaminas (Rousset, 1986). La CD44 es una de las moléculas

mas investigadas en el proceso metastasico de varias neoplasias malignas, entre ellas

56



la del cancer colorrectal. Las células de HT-29 muestran una sobreexpresion de los re-

ceptores CD44 (Banky et al., 2012).

Las células se cultivaron en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM,;
Gibco, Invitrogen Corporation, EE.UU.) suplementado con 10,0% de suero fetal bovino
(FBS; Internegocios, Buenos Aires, Argentina) y antibiéticos (100 U/ml de penicilina y
100 pg/ml de estreptomicina; Gibco, Invitrogen Corporation, EE.UU.). Las células se
mantuvieron en una atmosfera con 5% de CO2y 95% de aire atmosférico humidificado

a 37 °C.

Scale Bar = 100pm

Baja densidad Scale Bar = 100um Alta densidad

Figura 2.2. Fotografias de la linea celular HT-29, obtenidas de la pagina de American

Type Culture Collection de lineas celulares (https://www.atcc.org/).

2.1.8.2. Estudios de citotoxicidad

La viabilidad celular se examind utilizando la sal de tetrazolio amarilla MTT (3-
(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (Mosmann, 1983). Esta sal es
reducida por células metabolicamente activas, por la accion de deshidrogenasas mito-
condriales, como NADH y NADPH, a formazan (E,Z)-5-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-di-
fenilformazano, un cristal insoluble color violeta (Figura 2.3). Los cristales de forma-

zan son solubilizados y cuantificados con un lector de placa a 570 nm.
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Figura 2.3. Conversion de MTT a formazan.

Se sembraron células de HT-29 entre 15.000 a 20.000 cel/pocillo en una placa de
96 pocillos durante 24 h para unirlas a la superficie de la placa. Luego, las células se
trataron con diferentes concentraciones de compuesto libre (8-QO-Pt), nanoparticulas
NLCA, (8-QO-Pt)-NLCA, NLCB, (8-QO-Pt)-NLCB en DMEM sin suero durante 24 h.
Al finalizar este periodo, se elimino el medio, la placa se lavo con 100 uL de PBS y las
células se incubaron con reactivo MTT (0,5 mg/ml de MTT en medio DMEM suple-
mentado) durante 3 h. Posteriormente se ley6 la absorbancia a 570 nm en un lector de
microplacas (multiplate reader multiskan FC, Thermo Scientific). La viabilidad celular
se indico como el porcentaje (%) del valor del control sin tratar (100% de superviven-

cia).

2.1.8.3. Captacion celular

La captacion celular se evalud utilizando nanoparticulas vacias marcadas con la
sonda fluorescente verde DiOC18 (Aabs/Aem=484/501 nm). De manera concisa, se mezclo
1,0 mg de DiOC18 con la fase lipidica fundida (a 70 °C) y se protegioé de la luz. La
formulacién se preparé como se describié anteriormente mediante la adicion de fase
acuosa y sonicacion al 65% de potencia durante 30 min. Como resultado, el DiOC18 se
encapsuld al 100% en las nanoparticulas. La captacion celular de nanoparticulas mar-

cadas con fluorescencia se evaludé mediante citometria de flujo.
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Las células de HT-29 se sembraron en placas de 12 pocillos a una densidad de
200.000 cel/pocillo. Después de 24 h, las células se trataron con DMEM sin suero que
contenia tres concentraciones diferentes de NLC vacias (NLCA y NLCB; cantidad
equivalente para 5,0 10,0 y 25,0 uM de (8-QO-Pt)-NLCA y (8-QO-Pt)-NLCB) y se incu-
baron durante 6 h. Al final del tratamiento, las células se lavaron una vez con PBS.
Luego, las células se trataron con 300 uL de tripLe y después, se agregaron 600 pL del
medio que contenia suero a cada pocillo. Posteriormente, las células se recolectaron de
cada pocillo en microtubos y se centrifugaron a 2.500 xg durante 5 min. Se retiraron
los sobrenadantes y las células se dispersaron en 200 uL de PBS. La fluorescencia se
analiz6 mediante FACSCalibur (Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EE.UU.) y los

valores resultantes se evaluaron mediante el software Flow]Jo 7.6.

2.1.8.4. Apoptosis

En las células que mueren por muerte celular programada (apoptosis), las molé-
culas de fosfatidilserina de la superficie citopldsmica de la membrana celular migran
a la superficie exterior de la membrana celular como una sefial temprana de apoptosis
celular. Para evaluar si hay presencia de apoptosis se utiliza la sonda anexina-V que se
puede unir a la fosfatidilserina en la superficie exterior de la célula. Asi, las células
apoptdticas a las que se conjuga FITC con anexina-V pueden hacerse visibles (Serinan
et al., 2018). Por otro lado, el ioduro de propidio (IP) tifie las células apoptdticas deter-

minando asi el porcentaje de apoptosis (Tummala et al., 2016) (Figura 2.4).
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Figura 2.4. Panel superior representacion de la externalizacion de la fosfadilserina, y
en el panel inferior, andlisis de citometria de flujo de células no tratadas
(izquierda) o tratadas (derecha) utilizando el kit de deteccion temprana de

apoptosis de Anexina V-FITC.

Las células se trataron con tres concentraciones diferentes (1,0, 2,5, 5,0 uM) de 8-
QO-Pt libre y (8-QO-Pt)-NLCA vy se incubaron durante 24 h antes del andlisis. Para la
tincidn, las células se lavaron con PBS y se diluyeron con buffer de unién 1X, Anexina
V-FITC y IP y se incubaron durante 20 min a temperatura ambiente antes del analisis.
Las células se recogieron mediante citometria de flujo (BD FACSCalibur™) y los resul-
tados se analizaron mediante el software Flow]Jo 7.6. Se definieron cuatro subpoblacio-

nes en el grafico de puntos: el vital no dafado (Anexina V-/PI-), el vital dahado
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mecanicamente (Anexina V/PI+), el apoptotico temprano (Anexina V+/PI-) y el apop-

tético tardio (Anexina V+ /PI+) subpoblaciones.

2.1.9. Analisis estadistico

Los experimentos se realizaron con un minimo de 3 réplicas independientes. Las
comparaciones de las medias se realizaron mediante andlisis de varianza (ANOVA)
con un nivel de significancia de 5,0% (a= 0,05) seguido de la prueba de diferencias

minimas significativas de Fisher.
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2.2. Resultados y discusion
2.2.1. Desarrollo de formulaciones y morfologia de nanoparticulas

Las dos formulaciones estudiadas se produjeron con el mismo tipo y cantidad de
lipido sélido (ésteres cetilicos (SS) (2,0%, p/v)) y surfactante (poloxdmero 188, 4,5%,
p/v), intercambiando solo el aceite liquido, para NLCA se utiliz6 triglicéridos capricos
mientras que para NLCB se uso aceite de oliva. Para ambas formulaciones cargadas
con el compuesto 8-QO-Pt, la cantidad inicial de farmaco fue constante (2,0 mg). Las
dos formulaciones evidenciaron una eficiencia de encapsulacion muy elevada siendo
las mismas de 82,1 + 0,9 y 81,5 £ 3,7 para (8-QO-Pt)-NLCA y (8-QO-Pt)-NLCB, respec-

tivamente.

La estructura morfolédgica y la distribucidon de tamario de las nanoparticulas fue-
ron analizadas por TEM (Figura 2.5). Ambos sistemas de nanoparticulas exhibieron
una morfologia esférica y el tamafio de ambas formulaciones es inferior a 200 nm. Las
imagenes TEM revelaron que el tamano de las NLCA es mas pequefio que el de las

NLCB. Estos resultados fueron confirmados por el andlisis de DLS.

El tamafio medio de particula y el indice de polidispersidad (PdI) de las formu-
laciones se determinaron mediante DLS. El tamafio de particula promedio (+ SD) de
NLCA, (8-QO-Pt)-NLCA, NLCB y (8-QO-Pt)-NLCB fue de 136,0+ 1,1, 136,3 + 0,5, 159,0
+ 2,0 y 144,0 £ 2,0 nm respectivamente (Tabla 2.1). Los valores de PdI para todas las
formulaciones se determinaron alrededor de 0,2, lo que indica tamarfios de particulas

monodispersas (Schartl, 2007).
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Figura 2.5. Imagenes TEM de NLC; Compuesto de 8-QO-Pt cargado (izquierda), vacio
(derecha).

Tabla 2.1. Tamafio promedio y PdI de NLC por DLS. No se encontraron diferencias
significativas entre formulaciones (ANOVA, p> 0,05). Zav - Tamafio promedio (nm),

PdI - Indice de polidispersidad.

Formulaciones Z.v (nm) Pdl
NLCA 136,0 £ 1,1 0,218 £0,016
NLCB 159,0+2,0 0,226 £0,010

(8-QO-Pt)-NLCA  136,3+0,5 0,218 £ 0,050
(8-QO-Pt)-NLCB  144,0£2,0 0210+ 0,013
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2.2.2. Caracterizacion fisicoquimica
2.2.2.1. Anadlisis por espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

Se realiz6 un analisis de FTIR para identificar los grupos funcionales de superfi-
cie y su interaccion con la matriz. Como puede observarse en la Figura 2.6, los ésteres
cetilicos (SS) presentaron maximos caracteristicos en el rango de 2915 cm™ y 2847 cm!
(estiramiento del grupo C-H de alcano) y 1731 cm™ (estiramiento del grupo C=O de
aldehido). Estos maximos se observaron en los espectros de nanoparticulas NLCA, (8-
QO-Pt)-NLCA, NLCB y (8-QO-Pt)-NLCB. De esta forma, coincide con lo observado en
el estudio de Rodenak-Kladniew et al., 2017.

Los espectros FTIR del surfactante poloxdmero 188 mostraron maximos caracte-
risticos del grupo alcano (maximo C-H a 2873 cm™), el grupo alcohol (maximo de esti-
ramiento O-H a 1340 cm™) y el grupo de alcohol secundario (maximo de estiramiento
C-O a 1096 cm™?) (Yan et al., 2010). El triglicérido caprico de aceite liquido que se incor-
poro en las formulaciones NLCA y (8-QO-Pt)-NLCA mostré las bandas de absorcion
a 2923 cm?, 1739 cm™ y 1148 cm™ que estdn relacionadas con estiramiento C-H de al-
cano, estiramiento C=O de aldehido y estiramiento C-O de éter alifatico, respectiva-
mente. El aceite de oliva contenido en las formulaciones NLCB y (8-QO-Pt)-NLCB ex-
hibi6 algunas bandas a 2923 cm™! (estiramiento C-H de alcano), 1741 cm (estiramiento
C=0 de ésteres) y 1160 cm™ (estiramiento C-O de alcohol terciario) (Lei et al., 2018; Pan

et al., 2018).
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Figura 2.6. Espectros FTIR de ésteres cetilicos (SS), poloxamero 188, aceites liquidos;
triglicérido caprico y aceite de oliva y nanoparticulas NLCA, (8-QO-Pt)-
NLCA, NLCB y (8-QO-Pt)-NLCB.
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2.2.2.2. Analisis por difraccion de rayos X (XRD)

Las estructuras cristalinas de los NLC con o sin el compuesto 8-QO-Pt (NLCA,
(8-QO-Pt)-NLCA, NLCB y (8-QO-Pt)-NLCB) se analizaron mediante XRD para identi-
ficar el polimorfismo del lipido matriz. Las grasas pueden cristalizar en formas poli-
morficas a (inestable), ' (metaestable) y 8 (estable) (Rousseau et al., 1998). La asigna-
cion de los maximos XRD indica una mezcla de formas 3y ' de los lipidos. Los patro-
nes equivalentes a las formulaciones de NLC mostraron maximos correlativos a los
ésteres de cetilo SS (19,10°, 21,32° y 23,25°) y confirman la estructura cristalina solida
de los NLC (Figura 2.7) (Scioli Montoto et al., 2018). Se utiliza un espacio corto (d) de
redes cristalinas para caracterizar las formas polimdrficas. Las formulaciones de NLC
exhibieron un espacio corto a 0,46 nm (forma 3), 0,42 nm (forma ') y 0,38 nm (forma
p o ') donde los maximos se observaron a 19,10°, 21,32° y 23,25°, respectivamente (ten
Grotenhuis et al., 1999). El comportamiento polimorfico debido a la estructura crista-
lina de las nanoparticulas lipidicas es crucial para la estabilidad durante el almacena-
miento y las propiedades de liberacion del farmaco cargado de las nanoparticulas. Las
formas 3 o 3’ muestran empaquetamiento de orden superior y la mayor estabilidad

termodinamica (Rodenak-Kladniew et al., 2017; Rosiaux et al., 2015).
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Figura 2.7. Patrones XRD de nanoparticulas NLCA, (8-QO-Pt)-NLCA, NLCB y (8-QO-
Pt)-NLCB.

2.2.2.3. Anadlisis termogravimétrico (TGA)

Se realiz¢ el analisis termogravimétrico de muestras de nanoparticulas NLCA,
(8-QO-Pt)-NLCA, NLCB, (8-QO-Pt)-NLCB, y 8-QO-Pt libre (Figura 2.8). NLCA, (8-
QO-Pt)-NLCA, NLCB y (8-QO-Pt)-NLCB exhibieron un comportamiento térmico bifa-
sico. Las primeras degradaciones térmicas se presentaron en el rango de 186 — 338 °C
con una pérdida de peso de 37,3%, 33,9%, 33,2% y 30,3%, respectivamente, y estan
relacionadas con los ésteres cetilicos (SS). Todas las formulaciones conservaron sus
consistencias hasta los 185 °C permitiendo que los NLC perduren en los medios de
liberacion. Las segundas degradaciones térmicas se presentaron en el rango de 338 —
421 °C con una pérdida de peso de 62,5%, 65,9%, 66,0% y 68,7% respectivamente. El
grafico TGA mostré que las formulaciones NLCB eran mas estables que las formula-

ciones NLCA. Este hecho se puede atribuir a la presencia de un alto contenido de
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acidos grasos insaturados (es decir, alrededor del 85%) en el aceite de oliva en la for-

mulacion de NLCB que permite una mejor interaccion con el farmaco (Lei et al., 2018).
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Figura 2.8. Termogramas (TGA, A) y su derivada (DTGA, B) obtenidos por analisis
termogravimétrico de (8-QO-Pt)-NLCA (negro), NLCA (violeta), (8-QO-
Pt)-NLCB (verde), NLCB (azul), y 8-QO-Pt (rojo).
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2.2.2.4. Analisis calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Las curvas de DSC del compuesto 8-QO-Pt libre, NLCA, (8-QO-Pt)-NLCA,
NLCB, (8-QO-Pt)-NLCB, ésteres cetilicos (SS) y poloxamero 188 se muestran en la Fi-
gura 2.9. Todas las formulaciones mostraron dos maximos endotérmicos. Los primeros
maximos se observaron en el rango de 44 a 48 °C y se pueden atribuir a la temperatura
del punto de fusion de los ésteres cetilicos de lipidos solidos (SS), que es de aproxima-
damente 44 °C (Scioli Montoto et al., 2018). Los segundos maximos se observaron en el
rango de 46 — 52 °C que podria estar asociado con la temperatura del punto de fusion
del poloxdmero 188 (aproximadamente 53 °C). El compuesto 8-QO-Pt libre no mostrd
degradacion hasta los 100 °C, lo que indica su buena estabilidad en las condiciones

utilizadas.
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Figura 2.9. Termogramas DSC para NLCA (violeta), (8-QO-Pt)-NLCA (negro), NLCB
(azul), (8-QO-Pt)-NLCB (verde), ésteres cetilicos (SS) (rosa), 8-QO-Pt

(rojo), y poloxamero 188 (gris).
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2.2.3. Ensayo de liberacion in vitro

El ensayo de liberacion del farmaco de platino in vitro se realizo a pH=4,4 y 5,5

en buffer de acetato de 200 mM y a pH= 7,3 en buffer de fosfato de 200 mM por el

método de didlisis. Se colocaron 2,0 ml de cada formulacion, asi como una suspension

de farmaco libre en bolsas de dialisis y se analizaron los perfiles de liberacion. En la

Figura 2.10 pueden observarse los perfiles de liberacion de 8-QO-Pt a los tres diferen-

tes pH desde las nanoparticulas. Ambas formulaciones mostraron mejor perfil de libe-

racion del 8-QO-Pt a pH 4,4 en comparacién con pH 7,3 y pH 5,5.
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Figura 2. 10. Perfiles de liberacion (Medio + SD) de las nanoparticulas (8-QO-Pt)-NLCA

y (8-QO-Pt)-NLCB en los tres medios ensayados (pH 7,3, pH 5,5, y pH 4,4)

durante 48 hy 24 h.

De acuerdo a estos resultados se realiz6 la comparacion de los perfiles de libe-

racion de (8-QO-Pt)-NLCA, (8-QO-Pt)-NLCB y el 8-QO-Pt a pH 4,4 en buffer acetato y

se determinaron sus modelos de liberacion.
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El 8-QO-Pt libre alcanz6 el 100% de liberacion en las primeras 3 h. En compara-
cion con la suspension de 8-QO-Pt libre, ambas formulaciones mostraron una tasa de
liberacion lenta del farmaco, con aproximadamente el 75% (8-QO-Pt)-NLCA y 90% (8-
QO-Pt)-NLCB liberado en 72 h. La Figura 2.11 evidencia curvas hiperbolicas para la
liberacion de compuesto 8-QO-Pt desde las nanoparticulas. La mejor correlacion de
liberacion del 8-QO-Pt de las nanoparticulas se encontr6 con el modelo de primer or-
den (P. Costa & Sousa Lobo, 2001) (Ecuacion 2.2), de acuerdo con todas las medidas
de estadistica de las medidas de ajuste (R? R*-adj, AIC, MSE y estructura residual). Los
resultados del analisis de modelado se muestran en la Tabla 2.2, junto con algunas

medidas de ajuste.

Se empled el programa complementario DDSolver Excel para ajustar los diferen-
tes modelos cinéticos que podrian dar una idea del comportamiento de liberacion del
tarmaco (Zhang et al., 2010). La cinética de liberacién de primer orden establece que el
cambio en la concentracion con respecto al cambio en el tiempo depende tnicamente

de la concentracion (Bruschi, 2015a).

Ecuacidn 2.2, segtin todas las medidas estadisticas de bondad de ajuste que con-

sidere (R? R?-adj, AIC, MSE y estructura residual).

Ft = % X 100 = Fmax (1 — e™*1) Ecuacion 2.2

En la ecuacion, Ft es el porcentaje liberado en el tiempo ¢, Mt y M son las cantidades
acumuladas del compuesto liberado en el tiempo t y el tiempo infinito, respectiva-
mente; Fmax y k son los parametros para estimar, también conocidos como pardmetros

de escala y forma, respectivamente.
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Tabla 2.2. Analisis de modelado de los perfiles de liberacion de las nanoparticulas y el
farmaco libre. Se muestran las siguientes medidas de bondad de ajuste: R?,
R? ajustado, error cuadratico medio (MSE), el criterio de informacion de

Akaike (AIC).

(8-QO-Pt)-NLCA

Parametro Estimado Error estindar  p-valor
Fonax 75,3 2,3 <0,0001
k 0,23 0,02 <0,0001

N: 22; R: 0,96; R-adj: 0,96; MSE: 31,43; AIC: 142,2
(8-QO-Pt)-NLCB

Parametro Estimado Error estandar  p-valor
Fonax 90,3 1,3 <0,0001
k 0,12 0,01 <0,0001

N:22; R’: 0,99; R’-adj: 0,99; MSE: 8,14, AIC: 112,4
8-QO-Pt libre

Parametro Estimado Error estandar  p-valor
Fax 101,6 1,4 <0,0001
k 0,70 0,04 <0,0001

N: 8; R®: 1,0; R*-adj: 1,0; MSE: 6,79, AIC: 41,7

Una cinética de primer orden significa que el dispositivo libera el fdrmaco de
forma proporcional a la cantidad de fadrmaco que queda en su interior. A pesar de que
es dificil conceptualizar este modelo en una base tedrica (Bruschi, 2015b), es informa-
tivo comparar el valor de la constante cinética k (parametro de escala) entre las formu-
laciones, ya que contiene informacion sobre la influencia de la formulacion en la libe-
racion del farmaco. Como se puede observar en la Tabla 2.2, mientras el compuesto 8-
QO-Pt libre en la bolsa de didlisis muestra un k= 0,7, las nanoparticulas poseen valores
de 0,23 y 0,12 (para NLCA y NLCB, respectivamente). En otras palabras, las nanopar-
ticulas pudieron controlar la velocidad de liberacion al disminuir la constante cinética

mas de la mitad, en comparacion con el compuesto 8-QO-Pt libre.
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Figura 2.11. Perfiles de liberacién (Medio + SD) de las nanoparticulas (8-QO-Pt)-NLCA

2.2.4. Ensayos de citotoxicidad

(azul), (8-QO-Pt)-NLCB (verde), y el compuesto libre 8-QO-Pt (rojo) du-
rante 72 h (a), 24 h (b) y 12 h (c).

Se realizé un ensayo de citotoxicidad celular para las NLC y el compuesto 8-QO-

Pt libre en la linea celular de carcinoma de colon HT-29 mediante andlisis MTT (Figura

2.12). Las células se trataron con concentraciones de 5,0, 10,0 y 25,0 uM de 8-QO-Pt

libre, (8-QO-Pt)-NLCA y (8-QO-Pt)-NLCB y las nanoparticulas vacias (NLCA y NLCB)
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durante 24 h. Los resultados mostraron que las NLC vacias no eran toxicas, mientras
que (8-QO-Pt)-NLCA y (8-QO-Pt)-NLCB mostraron un efecto citotoxico en las células
HT-29 correlacionado con la concentracion del farmaco. Los valores de viabilidad ce-
lular se redujeron al 45,0% (8-QO-Pt libre), 44,4% ((8-QO-Pt)-NLCA), 78,5% ((8-QO-
Pt)-NLCB) para 5,0 uM, 12,0% , 17,9%, 54,4% para 10,0 uM y 11,0%, 10,1%, 16,5% para
25,0 uM, respectivamente. Ademas, el tipo de aceite liquido tiene un efecto diferente
sobre la viabilidad celular. (8-QO-Pt)-NLCA sintetizado con triglicérido caprico exhi-
bido mayor citotoxicidad que (8-QO-Pt)-NLCB sintetizado con aceite de oliva, pero
mostro un efecto citotdxico similar al compuesto 8-QO-Pt libre. Este resultado se puede
atribuir a que el compuesto 8-QO-Pt se liberé de forma controlada en funcién del
tiempo desde la nanoparticula en 24 h. En la Figura 2.11 se muestra que la liberacion
de 8-QO-Pt de NLCA y NLCB es aproximadamente del 75% en comparacion con el
100% del farmaco libre, lo que significa que (8-QO-Pt)-NLCA posee aproximadamente
un 25% mas de efecto citotoxico que el farmaco libre. Esta ventaja podria ser significa-
tiva considerando una posible administracion intravenosa en la que la formulacion

inyectada circule en el flujo sanguineo para reducir los efectos secundarios indesea-

bles.

1007 ——

Bl 3-QO-Ptlibre
Bl (8-QO-Pt)-NLCA
Bl (8-QO-Pt)-NLCB

Viabilidad %

Q
Q)‘.

Concentraciones (gM)

Figura 2.12. Citotoxicidad celular de formulaciones de NLC cargadas con 8-QO-Pt en

la linea celular HT-29. Citotoxicidad dependiente de la concentracion del
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compuesto 8-QO-Pt libre y NLC cargados con 8-QO-Pt en células HT-29
durante 24 h. Los datos se muestran como media + error estandar de la

media (SEM) (n=9). (p**< 0,003; p***< 0,0007).

2.2.5. Captacion celular de las NLC

Se realiz6 la captacion celular de NLC en células HT-29 para evaluar la internali-
zacion de las nanoparticulas. En primer lugar, las NLC se marcaron con la sonda fluo-
rescente DiOC18 y, a continuacion, las células se incubaron con las nanoparticulas va-
cias marcadas utilizando tres concentraciones diferentes de NLCA y NLCB (cantidad
equivalente para 5,0, 10,0 y 25,0 uM de (8-QO-Pt)-NLCA y (8-QO-Pt)-NLCB) durante
6 h. Posteriormente, las sefiales fluorescentes fueron seguidas por citometria de flujo
(Figura 2.13). Se observd que la captacion celular de NLC aumentd directamente en
correlacion con sus concentraciones. Ademas, los resultados mostraron que NLCA era
capaz de penetrar en las células HT-29 en mayor proporcién que NLCB. Tabla 2.3
muestra los valores medios de los porcentajes de captacion celular para las formula-
ciones en las tres concentraciones. Estos datos confirmaron el resultado del ensayo de

citotoxicidad y podrian explicar el mayor efecto de NLCA sobre NLCB .

Neves y colaboradores compararon las propiedades de captacion celular de NLC
y SLN y enfatizaron que las NLC exhibieron una mayor internalizacion en las células
de carcinoma de colon debido a la presencia de aceite liquido (Neves et al., 2016). Ade-
mas de la presencia de aceite liquido, nuestro estudio también reveld la importancia
del tipo de aceite liquido. Las NLC con triglicéridos capricos lograron una mayor efi-
ciencia de captacidn celular que las NLC con aceite de oliva. Safwat y colaboradores
analizaron el efecto de 3 tipos de aceites liquidos (Labrafil®, Labrasol® y Labrafac lipo-
phile®) sobre la actividad antitumoral de NLC. Las NLC cargados con simvastatina
con Labrasol® mostraron la captacion celular y el efecto citotdxico mas altos en las cé-
lulas tumorales de mama MCEF-7 (Safwat et al., 2017). Lan y colaboradores informaron

que el cisplatino recubierto de lipido mostré una captacion celular mejorada en las
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lineas celulares de cancer CAL 27, SCC 15 y FaDu en comparacion con el cisplatino

libre (Lan ef al., 2018).
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Figura 2.13. Captacion celular de nanoparticulas vacias (-) marcadas con DiOC18 de

NLCA (azul) y NLCB (verde) en células HT-29 medidas por citometria

de flujo. Las células se incubaron durante 6 h a la concentracion equiva-

lente a 5,0, 10,0, y 25,0 uM de formulaciones de NLC cargadas con 8-QO-

Pt (+).

Tabla 2.3. La captacion celular (%) para las formulaciones en las tres concentraciones.

Concentracion NLCA NLCB
(uM) (%) (“o)
5,0 54,7+7,1 22,5+2,7
10,0 72,1 +7,4 30,7+ 11,7
25,0 88,1 £3.1 55,0+94

76



2.2.6. Apoptosis

Las células HT-29 se marcaron con el kit de deteccion de apoptosis de Anexina
V-FITC/IP después de 48 h de tratamiento. La actividad antitumoral del compuesto 8-
QO-Pt libre y (8-QO-Pt)-NLCA se confirmé mediante citometria de flujo (Figura
2.14.A). Se selecciono a las (8-QO-Pt)-NLCA debido a su mayor citotoxicidad compro-
bada anteriormente. La Figura 2.14.B muestra el porcentaje de subpoblaciones vitales
(V-/IP-), apoptoticas tempranas (V+/IP-), apoptoticas tardias (V+/IP+) y necroticas (V-
/IP+). Los resultados demostraron que el compuesto 8-QO-Pt libre y (8-QO-Pt)-NLCA
indujeron 13,0% y 12,6% para 1,0 uM, 53,8% y 33,3% para 2,5 uM, 71,4% y 70,3% de
células en apoptosis tardia. (V+/IP+), respectivamente. Estos resultados confirman lo
observado en los ensayos de viabilidad celular con resultados dependientes de la con-
centracion en células tratadas con el compuesto 8-QO-Pt libre y (8-QO-Pt)-NLCA. Por
otro lado, las nanoparticulas vacias (control en este caso) exhibieron un nivel de apop-
tosis muy bajo. Los farmacos a base de platino muestran una estabilidad plasmatica
limitada y un bajo suministro, aunque sus efectos apoptdticos (Dilruba & Kalayda,
2016). La estabilidad del fdrmaco aumenta con la nanoencapsulacion debido a la inter-
accion del farmaco con el lipido (Puri et al., 2009). Cacicedo y colaboradores demostra-
ron que la actividad antitumoral de metvan se mejoré mediante la encapsulacion de
NLC. Este resultado se atribuy6 a la propiedad de proteccion de farmacos inestables
como el metvan por parte de la NLC y, por lo tanto, se produjo una mayor acumula-
cién de farmaco en las células tumorales y provocé mayor apoptosis (Cacicedo et al.,

2019).
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Figura 2.14. Efectos apoptoticos del compuesto 8-QO-Pt libre y (8-QO-Pt)-NLCA a 1,0
uM, 2,5 uM y 5,0 uM después de 48 h de incubacién con células HT-29.
(A) muestra los dot-plot obtenidos del andlisis por citometria de flujo y (B)
muestra el porcentaje de subpoblaciones vitales (V-/IP-), apoptoticas tem-

pranas (V+/IP-), apoptoticas tardias (V+/IP+) y necroéticas (V-/IP+).
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Capitulo 3

Sistema 2: Desarrollo De Los Sistemas De NLC Funcionalizados con RFV

3.1. Materiales y métodos
3.1.1. Materiales

Para la preparacion de las formulaciones se utilizé un lipido sélido a temperatura
ambiente miristil miristato (cera, Crodamol® MM, punto de fusion de alrededor de 41
°C). Andlogamente a lo comentado en el capitulo anterior (ver Seccion 2.2.1.) también
se incluy6 un aceite compuesto por triglicéridos de cadena media (aceite, Crodamol®
GTCC-LQ, punto de fusion de -4 °C). La riboflavina, el surfactante poloxamero 188
(Kolliphor® P188), y el perclorato de 3,3'-dioctadeciloxacarbocianina (DiOC18) se ad-
quirieron de Sigma-Aldrich (Buenos Aires, Argentina). DMEM (Dulbecco’s Modified Ea-
gles Medium) y TrypLE™ se adquirieron de Gibco (Gaithersburg, MD, EE.UU.). E1 FBS
(suero fetal bovino) fue comprado a Internegocios S.A. (Argentina). Anexina V, isotio-
cianato de fluoresceina (FITC), ioduro de propidio (IP) y sal de tetrazolio MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio-bromuro) de Invitrogen Co. (Buenos Aires),
Argentina). Otros reactivos de grado analitico fueron adquiridos en fuentes comercia-
les disponibles y se usaron tal como se recibieron de Merck (Darmstadt, Alemania) o

una marca similar.

3.1.2. Preparacion de las formulaciones

Las formulaciones de NLC/RFV cargadas con compuesto 8-QO-Pt se sintetizaron

mediante la técnica de ultrasonicacion (Boztepe et al., 2021). Se ahadieron diferentes
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proporciones de RFV a las fases lipidica o acuosa segtin la Tabla 3.1. Para la primera
formulacion (R1-8-QO-Pt-NLC), se fundieron 400 mg de miristil miristato (MM) (2,0%,
p/v) en un bafio de agua a 70 °C y se mezclaron con 2,0 mg del 8-QO-Pt, previamente
disuelto en 200 uL de triglicérido caprico (1,0%, v/v). A la fase lipidica se afiadieron 20
mL de una solucion acuosa caliente con 10,0 mg de RFV (0,05%, p/v) y Poloxdmero 188
(4,5%, p/v). Instantdneamente, la mezcla se ultrasonicé al 65% de amplitud durante 30
min utilizando una sonda de punta de titanio de 6 mm (procesador ultrasénico, Cole
Parmer, EE.UU., 130 Watts). Después de la sonicacion, la formulacion se enfri6 a tem-
peratura ambiente y se almaceno a 4 °C para estudios adicionales. Por otro lado, en la
segunda formulacién (R2-8-QO-Pt-NLC) la RVF (10,0 mg) se incorpord directamente
a la fase lipidica, mientras que en la tercera (R3-8-QO-Pt-NLC) Se incorporaron 5,0 mg

de RVF en la fase acuosa y 5,0 mg de RFV en la fase lipidica antes de mezclar.

Tabla 3.1. La cantidad de RFV en las formulaciones.

. Fase RFV (mg)
Formulaciones Acuosa Lipidica
R1-8-QO-Pt-NLC 10,0 -
R2-8-QO-Pt-NLC - 10,0
R3-8-Q0O-Pt-NLC 5,0 5,0

3.1.3. La eficiencia de encapsulacion

Se determind la eficiencia de encapsulacién (EE, %) utilizando las ecuaciones pre-
sentadas en el Capitulo 2 (Ecuacion 2.1). Se transfirio un volumen de 500 pL de cada
formulacién a un filtro centrifugd de corte (MWCO 10.000 Da., Microcon®, Millipore,
MA, EE.UU.) y se centrifugd a 12.000 xg durante 30 min. El 8-QO-Pt en el filtrado se
midié por HPLC.
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3.1.4. Tamaiio de particulas, indice de polidispersidad (PdI), potencial zeta y mi-

croscopia electronica de transmision (TEM)

El didmetro promedio y la distribucion del tamano de particula de las NLC se
midieron mediante dispersion de luz dindmica (DLS) (Nano ZS Zetasizer, Malvern
Instruments Co., Reino Unido) a 25 °C en cubetas de poliestireno con un espesor de 10
mm. Las mediciones se llevaron a cabo en células capilares de 10 mm de paso Optico,
utilizando agua desionizada (Milli-Q®, Millipore, MA, EE.UU.). También se determi-
naron los valores de Pdl y los potenciales Zeta (). Todas las medidas se realizaron por

triplicado para obtener el valor medio.

El andlisis TEM se realiz6 con un microscopio Jeol-1200 EX II-TEM (Jeol, MA, EE.
UU.). En primer lugar, las formulaciones de NLC se diluyeron 10 veces con agua ul-
trapura Milli-Q® y se esparcieron 10 uL. de la muestra sobre una rejilla de cobre recu-
bierta de colodidn (400 mallas). El exceso de liquido se elimind con papel de filtro y,

para mejorar el contraste, se agregd una gota de acido fosfotingstico a las muestras.

3.1.5. Ensayo de liberacion in vitro

El ensayo de liberacidn del farmaco in vitro se realizo utilizando dispositivos de
dialisis Float-A-Lyzer®G2 (MWCO: 100 kDa). Los dispositivos de didlisis se empapa-
ron previamente en etanol al 10% durante 10 min y luego se dejaron en agua destilada
durante 20 min. A continuacidn, los dispositivos se llenaron con 2,0 mL de cada for-
mulacion y se sumergieron en 15 mL de una solucion de alcohol isopropilico al 30% a
37 °C, con agitacion continua a 200 rpm (Rohrs, 2001; The United States Pharmacopeia 42.
United States Pharmacopeia Convention, Rockville, MD, 2019). Para la liberacion libre del
tarmaco, se disolvieron 2,5 mg del 8-QO-Pt en 25 mL de medio de liberacion y se trans-
tirieron 2,0 mL de la solucion al dispositivo de didlisis. Se extrajeron muestras de 200
ul a intervalos regulares durante 24 horas y se midio la concentracion del farmaco me-

diante HPLC.
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3.1.6. Método para la cuantificacion de 8-QO-Pt en HPLC

El andlisis cromatografico se realizo mediante HPLC (Gilson SAS, Villiers-Le-Bel,
Francia) con deteccién UV-DAD y un Zorbax Eclipse XDB-C18 (150 mm x 4,6 mm, 5
um, Agilent Technologies Inc., Santa Clara, California, USA) columna como fase esta-
cionaria. La fase movil consistio en una mezcla de metanol y agua (55:45). El sistema
se hizo funcionar isocraticamente a un caudal de 0,6 ml/min y la deteccién se realizo a
262 nm. Las muestras se diluyeron con fase movil y se centrifugaron (15.000 xg durante
5 min a 4 °C) antes de su inyeccion (20 pL). La linealidad, precision y especificidad del

método se validaron en el rango de concentraciones esperadas (0,25 — 50,00 pg/mL).

3.1.7. Ensayo de citotoxicidad celular

Ademas de la linea celular HT-29 (ver seccion 2.2.8.1), se incluyeron en el estudio
las células tumorales HCT 116. HCT 116 (células de carcinoma de colon humano) se
obtuvieron de la American Type Culture Collection (ATCC®, CCL-247") (Figura 3.1). La
linea celular HCT 116 derivada de un hombre de 44 anos, carcinoma de colon clasifi-
caciéon D en la escala de Dukes, sobreexpresa la glicoproteina CD44 en membrana y el
receptor EGFR y tiene una mutacion en el codén 13 del protooncogén ras. La misma

tiene un genotipo y fenotipo metastasico mayor que las HT-29.

Las células se cultivaron en medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM,;
Gibco, Invitrogen Co., EE.UU.) suplementado con FBS al 10% (Internegocios, Buenos
Aires, Argentina) y antibidticos (100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina;
Gibco, Invitrogen Corporation, EE.UU.) a 37 °C y en una atmosfera con un 5% de COs.
El ensayo de citotoxicidad celular se realizo utilizando el reactivo de bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (Mosmann, 1983). Las células se
sembraron en una placa multiwell de 96 y se cultivaron a 37 °C durante 24 h. Para el
ensayo de citotoxicidad, las células se trataron con diferentes concentraciones (2,5, 5,0,

7,5y 10,0 uM) para HT-29 y (2,5, 5,0 y 10,0 pM) para HCT 116 de 8-QO-Pt libre, R1-8-
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QO-Pt-NLC, R2-8-QO-Pt-NLC y R3-8-QO-Pt-NLC en DMEM sin suero durante 24 h.
Después de este tratamiento, las células se lavaron con PBS y se incubaron con 0,5
mg/mL de MTT en medio DMEM suplementado durante 3 h. A continuacion, se leyo
espectrofotométricamente la absorbancia en un lector de microplacas (multiplate reader
multiscan FC, Thermo Scientific, Ma, EE.UU.) a 570 nm. La viabilidad celular se expresé

como el porcentaje (%) del valor del control sin tratar (100% de supervivencia).

3 . o 2 9 ‘n‘ o P o K |
Baja densidad Scale Bar = 100pm A5 densidad Scale Bar = 100pm

Figura 3.1. Fotografias de la linea celular HCT 116, obtenidas de la pagina de American

Type Culture Collection de lineas celulares (https://www.atcc.org/).

3.1.8. El ensayo de captacion celular

El ensayo de captacion celular se realizo utilizando formulaciones vacias (-) de
NLC/RFV (R1-NLC, R2-NLC y R3-NLC) cargadas con la sonda fluorescente verde
DiOC18 (Aabs/Aem= 484/501 nm) aftiadiendo 1,0 mg de DiOC18 a la fase lipidica a 70 °C.
Las formulaciones marcadas con DiOC18 se sintetizaron mediante ultrasonidos como
se menciond anteriormente. EI DiOC18 se incorporé al 100% en las NLC. Se utilizé
citometria de flujo para evaluar la internalizacion de las nanoparticulas marcadas en

las células HT-29 y HCT 116. Las células se sembraron en una placa de 12 pocillos para
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permitir que se adhirieran a las superficies inferiores de los pocillos durante 24 h. Pos-
teriormente, las células se trataron con 2,5 uM para HT-29 y 0,5 uM para HCT 116 de
las formulaciones durante 24 h. Después de 24 h de tratamiento, las células se lavaron
con PBS y se trataron con 300 uL de TrypLE™ hasta que las células se despegaron de
la superficie. A continuacion, se colocaron 600 uL del medio que contenia suero en
cada pozo y las células se transfirieron a los tubos Eppendorf y se centrifugaron a 2.500
xg a4 °C durante 5 min. Los sobrenadantes se separaron con cuidado y los sedimentos
se lavaron una vez con PBS. Posteriormente, los sedimentos se dispersaron en 200 pL
de PBS. La fluorescencia fue analizada por FACSCalibur (Becton-Dickinson, Franklin

Lakes, NJ, EE.UU.) y los valores fueron leidos por el software FlowJo 7.6.

3.1.9. Ensayo de apoptosis

Las células apoptodticas tempranas y tardias se determinaron mediante tincion
con anexina V-FITC y IP. Las células se sembraron en una placa de 12 pocillos durante
24 h después y se trataron con dos concentraciones diferentes (2,5 y 5,0 uM) para HT-
29y (1,0 y 2,5 pM) para HCT 116 de las formulaciones durante 24 h. Después del tra-
tamiento y para la tincion, las células se lavaron con PBS y se diluyeron con tampdn
de unién 1X, Anexina V-FITC y IP, y se incubaron a temperatura ambiente durante 20
min antes del andlisis. Las células se recogieron mediante citometria de flujo (BD FAC-
SCalibur™) y los resultados se analizaron mediante el software Flow]Jo 7.6. Para cada
analisis, se registraron 10.000 recuentos sincronizados en el grafico de puntos FSC
frente a SSC. Se definieron cuatro subpoblaciones en el diagrama de puntos: el vital no
dafiado (FITC-/IP-), el vital dafiado mecanicamente (FITC-/IP+), el apoptdtico tem-

prano (FITC+/IP-) y el apoptdtico tardio (FITC+/IP+) subpoblaciones.

3.1.10. Sistema de cultivo 3D, Esferoides

Los agregados celulares fuertemente unidos en forma de esfera 3D, conocidos

como esferoides, son modelos de cultivo celular 3D in vitro. En comparacion con las
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monocapas 2D, los modelos 3D representan mas fielmente la complejidad de diferen-
tes tejidos humanos sanos y no sanos. Los esferoides pueden estar compuestos por
diferentes tipos de células como ocurre en el microambiente tumoral y por lo tanto, se
establece la senalizacion célula-célula, a través de factores de crecimiento e interaccio-
nes fisicas célula-célula (p. ej., E-cadherinas) (Costa et al., 2018). Los esferoides tumo-
rales multicelulares (MCTS) tienen la capacidad de imitar la intrincada estructura tri-
dimensional del tejido tumoral in vivo. Aligual que el tejido tumoral nativo, las células
cultivadas como MCTS exhiben distintos gradientes de proliferacion que reflejan los
gradientes de distribucion de oxigeno, nutrientes y energia. Ademads, también mues-
tran la acumulacion de metabolitos desde las regiones externas a las internas de los

esferoides (Wenzel et al., 2014)

Los esferoides que tienen mas de 500 um de didmetro comienzan a tener na-
cleos necroticos debido a los gradientes anteriores, que estan rodeados por una capa
de células quiescentes y células proliferativas en la superficie del esferoide (Figura 3.2)
(Bouchalova & Bouchal, 2022). Las células quiescentes en particular son dificiles de
tratar y representan la mayor limitacion para la eliminacién del cdncer en los pacientes.
El efecto citotdxico de la mayoria de los farmacos de quimioterapia convencionales
depende del ciclo celular, mientras que las células quiescentes no se veran afectadas
por estos agentes (Zhang et al., 2015). Es crucial para evaluar los tratamientos contra el
cancer que los esferoides mas grandes desarrollen necrosis central y dreas de hipoxia,
que se observan en muchos tumores. Para un andlisis preciso de la eficacia de los me-
dicamentos, los microambientes celulares como la hipoxia, que se ha implicado como
una fuente de resistencia a los farmacos, se pueden replicar y producir dentro de los
esferoides. Ademas, la matriz extracelular en los tumores limita la penetracion de las
nanoparticulas utilizadas en la obtencion de imagenes y el tratamiento del cancer. Los
esferoides proporcionan excelentes modelos para estudiar como los medicamentos y

sus portadores ingresan a los 6rganos y tejidos (Mehta ef al., 2012).
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Figura 3.2. Una configuracién de cultivo de cancer esferoide (Velliou et al., 2020).

3.1.10.1. Formacion de los esferoides de HCT 116

Existen diferentes técnicas para la generaciéon de MCTs que incluyen hanging
drop, spinner flask, liquid overlay, roller bottle, surface modified scaffolds y microfabricated
microstructures culture (Khanna et al., 2020). En este estudio, se utilizo la técnica liquid
overlay para formar los esferoides de HCT 116 (Figura 3.3). Los esferoides se cultivan
en suspension liquida sobre una superficie no adhesiva como la agarosa (Carlsson &
Yuhas, 1984). Por tanto, las interacciones célula-célula son mas prominentes que las
que se establecen entre las células y la superficie. En consecuencia, las células se agre-
gan para formar esferoides a lo largo de 1 a 3 dias, para la mayoria de las lineas celu-
lares. Los esferoides producidos con un nimero de células inicial mayor (1000 célu-
las/pocillo) alcanzaron tamanos superiores a 500 um (aproximadamente después de 7

dias de cultivo) (Costa ef al., 2018).

Las ventajas de la técnica liquid overlay son las siguientes: no requiere de un
equipo especializado, es una técnica econdmica, es facil de manejar y permite la pro-
duccion a gran escala de esferoides. La variacion en tamafo y forma podria mostrarse

como una desventaja (Costa et al., 2018).

La formacién de los esferoides de HCT 116 se logro siguiendo las indicaciones
reportadas por Klutzny y colaboradores (Klutzny et al., 2017). Se gelifico agarosa al
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1,5% durante 2 min, en microondas a potencia media. Se colocé 50 ul de la misma en
una placa de 96 pocillos y se dejo en el flujo hasta su solidificacion. Luego el frasco con
las células se lavo con PBS, se levanto con TrypLE™, y se adiciono el medio completo.
Se contaron las células en el microscopio, para obtener la concentracion deseada.
Luego se procedioé a sembrar 150 pl de la dilucién celular en cada pocillo (1200 célu-
las/pocillo). Finalizado el procedimiento se incubd en una estufa a 37 °C y 5% de CO:
durante 7 dias. El medio se cambio el dia 4 y se dejé 3 dias mas. El dia 7, los esferoides

se trataron.

Suspension ) )
celular Medio de cultivo

(150 ul) . . I
| | |

Formacion
de esferoide

e

pocillo, vista lateral

\* Agarosa

solidificada

(50 I'“} Esferoide

Figura 3.3. Técnica liquid overlay

3.1.10.2. Evaluacion de la citotoxicidad en modelos 3D

El ensayo de viabilidad celular de resazurina es un ensayo fluorescente que de-
tecta la actividad metabolica celular. La resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazin-3-ona 10-
6xido) es una sonda azul no fluorescente reducida irreversiblemente por una enzima
deshidrogenasa a la resorufina fluorescente de color rosa, en células metabdlicamente
activas (Figura 3.4). Se describen varios mecanismos para la reduccion de la resazurina
por células viables que usan NADH y NADPH como fuentes de electrones. Estos in-

cluyen la reduccion por enzimas mitocondriales o microsomales y por enzimas en la
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cadena respiratoria. La resazurina y la resorufina también muestran diferentes propie-
dades espectrales; el maximo de absorbancia de la resazurina se encuentra en 605 nm
y el de la resorufina en 573 nm. Pero solo la resorufina se puede determinar fluorimé-
tricamente, en oposicion a la resazurina (Prabst et al., 2017). El ensayo de la resazurina
es simple, rapido, sensible, reproducible, y prueba ser no toxico para evaluar la viabi-

lidad celular in vitro (Pereira et al., 2020).

NADH/H+ NAD+/H:0

Resazurina - ’ Resorufina

Célula viable

Figura 3.4. El principio del ensayo de viabilidad celular de resazurina (Biomaxmall,

n.d.).

Para realizar este experimento se formaron los esferoides en 7 dias, y luego se
trataron con distintas concentraciones del 8-QO-Pt libre, R1-8-QO-Pt-NLC y R1-NLC,
por 24 h. Luego se agrego sobre esa mezcla, 10 pL de resazurina. La resazurina se in-
cubo overnight. Pasado este tiempo, se procedid a la lectura de la fluorescencia en un
espectrofluorémetro Shimadzu RF-6000 a longitudes de onda Aexe= 560 nm y de Aemi=
590 nm. Como blanco para el 8-QO-Pt libre y control medio, se realizaron pocillos que
contenian DMEM y resazurina y se usaron DMEM, R1-NLC y resazurina para R1-8-
QO-Pt-NLC y R1-NLC. La viabilidad fue expresada como porcentaje de las células

control.
3.1.10.3. Migracion de células 3D

La migracion celular es una caracteristica crucial esencial para varios procesos
bioldgicos, incluido el desarrollo normal, la respuesta inmunitaria y la progresion de

enfermedades como la metastasis del cancer y la inflamacion (Justus et al., 2014). La
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estructura 3D del esferoide representa una morfologia mas fisiologica similar a un te-
jido con contactos estrechos entre células y diferentes estados celulares en lo que res-
pecta al suministro de nutrientes y oxigeno. Con respecto a la biologia del tumor, la
migracion de células fuera de pequenos grupos de cancer se puede imitar con este

estudio (Kramer et al., 2013).

Se producen esferoides multicelulares y se colocan en placas de cultivo de tejidos
convencionales. Los esferoides se adhieren a la superficie y las células comienzan a
moverse concéntricamente hacia afuera (Figura 3.5) (Kramer et al., 2013). El aumento

en el drea de esparcimiento se puede medir con el tiempo.

Esferoide

Figura 3.5. Ensayo de migracion de esferoides (Kramer et al., 2013).

Se obtuvieron los esferoides de HCT 116 por el método de liquid overlay. Al sép-
timo dia se formaron los esferoides, se trataron con distintas concentraciones del 8-
QO-Pt libre, R1-8-QO-Pt-NLC y R1-NLC, por 24 h. Al dia siguiente, los esferoides tra-
tados se transfirieron a una placa convencional de 48 pocillos que contenia 500 uL de
DMEM mas FBS al 10%. Se permiti6é que los esferoides se adhirieran y, después de 48
h, se tiheron para revelar los resultados. En primer lugar, el medio se retir6 cuidado-
samente con una micropipeta y luego se lavé con PBS. Se £ijé con metanol por 15 min
y luego se colocé Giemsa al 5% por 10 min. Después de colorear, se tomaron fotos
usando un microscopio invertido. Con el software Image] se midid la distancia de las
extensiones desde el centro de los esferoides hasta el extremo de la migracién y se

realizé la comparacion con los esferoides tratados y sus controles.
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3.1.11. Ensayo de hemotoxicidad

La sangre venosa se obtuvo de donantes sanos previo consentimiento informado
por escrito y se recogio en tubos heparinizados. Luego, la sangre completa se diluyo
en una placa de seis pocillos con medio de cultivo Ham F12 con FBS al 10% en un
volumen final de 2,0 ml. Cada cultivo se expuso a diferentes tratamientos con 8-QO-
Pt libre, RFV libre, sus combinaciones (8-QO-Pt y RFV) y formulaciones vacias o car-
gadas con 8-QO-Pt de NLC/RFV de acuerdo con cada experimento especifico y se man-
tuvo en el cultivo a 37 °C con 5% de CO: durante 24 h y 48 h. La hemoglobina liberada
se cuantifico mediante la absorbancia leida a 540 nm en un espectrofotémetro TECAN-
infinite M200 Pro para determinar el porcentaje de eritrocitos lisados. La hemdlisis to-
tal (100%) se logré incorporando Triton X-100 al medio, mientras que la solucion fisio-

logica se utilizé como control negativo.

3.1.12. Analisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron con un minimo de 3 réplicas independien-
tes. Las comparaciones de medias se realizaron mediante andlisis de varianza
(ANOVA) con un nivel de significancia de 5,0% (a= 0,05) seguido de la prueba de di-

ferencias minimas significativas de Fisher.
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3.2. Resultados y discusion
3.2.1. Desarrollo de formulaciones y morfologia de nanoparticulas

Tomando como base los resultados obtenidos en el capitulo 2 se decidié conti-

nuar los estudios de este capitulo con las NLCA.

En esta parte, el objetivo fue disefar, sintetizar, caracterizar y evaluar la actividad
antitumoral de nuevas NLC cargadas con 8-QO-Pt funcionalizadas con RFV para el

tratamiento del cancer de colorrectal (Figura 3.6).
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Figura 3.6. Esquema de administracion de farmaco especificos de tumores dirigidos

por RFV mediante NLC.

Las matrices lipidicas sintetizadas en este capitulo estdn compuestas por miristil
miristato (MM, lipido sdlido), triglicérido caprico (lipido liquido), el surfactante Polo-
xamero 188 y la fase de RFV la cual fue modificada de acuerdo con la formulacién. Las
formulaciones en estudio fueron: R1-8-QO-Pt-NLC que contenia 10,0 mg de RFV en
fase acuosa; R2-8-QO-Pt-NLC, 10,0 mg de RFV en la fase lipidica y finalmente R3-8-
QO-Pt-NLC que contiene 5,0 mg de RFV en la fase acuosa y 5,0 mg de RFV en la fase

lipidica. Las preparaciones se realizaron antes de la mezcla y la ultrasonicacion.
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Las tres formulaciones cargadas con 8-QO-Pt mostraron un EE (%) superior al
70%. Las eficiencias de encapsulacion de las formulaciones de NLC/RFV cargadas con

8-QO-Pt (+) se muestran en la Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Eficiencia de encapsulacion de las formulaciones de NLC/RFV (EE, %).

Formulaciones Encapsulacion de 8-QO-Pt (%)
R1-8-QO-Pt-NLC 74,6 £ 1,7
R2-8-QO-Pt-NLC 79,4+ 1,1
R3-8-QO-Pt-NLC 79,5 +£2,3

Los valores de didmetro medio, indice de polidispersion (Pdl) y Z-pot () de las
formulaciones (con y sin el farmaco) se enumeran en la Tabla 3.3. Todas las formula-
ciones mostraron una distribucion de tamafio estrecha con tamafios de particula pro-
medio de 144,50 + 2,04 a 175,00 + 1,18 nm. Estos resultados evidenciaron que la RFV
no afecto significativamente el tamafio de particula de las formulaciones de NLC/RFV
cargadas con 8-QO-Pt (+). Las mediciones de DLS de las formulaciones de NLC/RFV
cargadas con 8-QO-Pt (+) mostraron un maximo (Figura 3.7). Los tamafos de particula
fueron sustancialmente monodispersas con valores de PdI de alrededor de 0,2 excepto
R2-NLC, que es inferior al limite maximo 6ptimo de 0,3 (Schartl, 2007; Scioli Montoto
et al., 2018). El valor  es una medida de la carga eléctrica efectiva en la superficie de
las nanoparticulas y también es uno de los indicadores de estabilidad de los sistemas
coloidales. Las formulaciones cargadas con 8-QO-Pt (+) exhibieron un { negativo mas
bajo que los controles. Los valores de { tienden a disminuir en presencia de un com-

puesto de platino en las formulaciones (Xian et al., 2016).
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Tabla 3.3. Zav, Pdl y Z-pot de NLC obtenidos por DLS. Za.v: tamafo promedio (nm);

PdI: indice de polidispersidad; Pote Z: { (mV). Todos los valores son la me-

dia y la desviacion estandar (n= 3).

Formulaciones Zav (nm) Pdl C (mV)
R1-NLC 162,6 £ 6,6 0,29 + 0,03 -6,14 + 0,53
R2-NLC 175,0£1,2 0,35 +0,04 -9,39 £ 1,69
R3-NLC 145,77+ 1,4 0,24 +£0,01 -13,30 £ 0,70

R1-8-QO-Pt-NLC 146,5+ 1,6 0,23 + 0,00 -5,75+ 0,51
R2-8-QO-Pt-NLC 149,3 £ 0,8 0,24 = 0,00 -8,27 £0,19
R3-8-QO-Pt-NLC 144,5 £2,0 0,23 +0,01 -11,70 £ 0,20
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Figura 3.7. Distribucién de tamano de las formulaciones de NLC/RFV cargadas con 8-

QO-Pt (+); R1-8-QO-Pt-NLC (a), R2-8-QO-Pt-NLC (b), R3-8-QO-Pt-NLC (c).

El TEM fue empleado para evaluar la morfologia y la distribuciéon de tamafos de

gia de las nanoparticulas (Figura 3.8).

las nanoparticulas. Las imagenes de TEM mostraron que las nanoparticulas tienen

forma esférica. Ademas, la incorporacion de 8-QO-Pt y RFV no influy6 en la morfolo-
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Figufa 3.8. Imagenes TEM de las nanoparticulas de NLC/RF ; Rl-é—QO-ft;NLC (A1),
R1-NLC (A2), R2-8-QO-Pt-NLC (B1), R2-NLC (B2), R3-8-QO-Pt-NLC (C1),
R3-NLC (C2).

3.2.2. Ensayo de liberacion in vitro

Los estudios de liberacion in vitro de 8-QO-Pt del NLC se realizaron por el mé-
todo de dialisis utilizando una solucion de alcohol isopropilico al 30% (pH =7,3) como
medio de liberacion. Se transfirieron 2,0 mL de cada formulacion al dispositivo de dia-
lisis Float-A-Lyzer® G2 y se analizd la liberacion de 8-QO-Pt de las nanoparticulas en
funcién del tiempo. Todas las formulaciones fueron capaces de liberar efectivamente
el farmaco en las condiciones ensayadas. Mientras que R1-8-QO-Pt-NLC alcanzé el
62% de liberacion del farmaco después de 24 h, R2-8-QO-Pt-NLC y R3-8-QO-Pt-NLC

mostraron un perfil de liberacion similar al del farmaco libre, alcanzando mas del 80%
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del farmaco liberado en ese momento (Figura 3.9).

Los experimentos de liberacidn in vitro se realizaron para predecir la estabilidad
de las formulaciones en términos de administracion del farmaco una vez que alcanzan
entornos fisioldgicos. Varios estudios incluyeron la relacion entre la estabilidad de la
formulacion y el perfil de liberacion para seleccionar los mejores sistemas de nanopar-
ticulas que pudieran ser potencialmente administrados (Manosroi et al., 2002;
Mooranian et al., 2014; Zielinska et al., 2020). De acuerdo con los resultados de la Figura
3.9, se observo que las formulaciones R2-8-QO-Pt-NLC y R3-8-QO-Pt-NLC mostraron
una inestabilidad tan pronto como fueron expuestas al medio de liberacién ya que esas
NLC comenzaron a liberar 8-QO-Pt tan rdpido como la droga libre. Por otro lado, el
R1-8-QO-Pt-NLC exhibié un perfil de liberaciéon mas controlado. Sin embargo, es im-
portante sefalar que el perfil de liberacion in vivo de NLC estaria modulado por inter-
acciones con diferentes moléculas del torrente sanguineo, que tienen el potencial de
formar una “corona de proteinas” que podria retrasar la liberacion de las moléculas de

carga (Li et al., 2021).

Se uso el programa add-in DDSolver Excel (Zhang et al., 2010) para ajustar dife-
rentes modelos cinéticos estructurados que podrian dar una idea sobre el comporta-
miento de liberacion. El andlisis mostro que para la formulacién R1-8-QO-Pt-NLC, el
modelo de Baker y Lonsdale se ajustaba mejor a los datos, con un R?-adj de 0,92. Este
modelo, derivado del modelo de Higuchi, se utiliza generalmente para describir la li-
beracion controlada de farmaco desde matrices esféricas, siendo la difusiéon y la degra-
dacion los principales factores responsables del mecanismo de liberacion (Baker &
Lonsdale, 1974). Este tipo de vehiculo comprende una dispersion del farmaco sélido a
través del medio de control de la velocidad (es decir, la matriz). Para niveles bajos de
carga de farmaco, como en este caso, la liberaciéon implica la disolucién del farmaco en
la matriz seguida de difusion a la superficie del vehiculo. Por lo tanto, el perfil de libe-
racion esta determinado por la carga inicial, la naturaleza quimica de la matriz y su

geometria (Baker & Sanders, 1986). El mejor ajuste a los datos se encontr6 en los
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modelos de Peppas-Sahlin y Korsmeyer-Peppas para las formulaciones R2-8-QO-Pt-
NLC y R3-8-QO-Pt-NLC con un R?-adj de 0,88 y 0,93, respectivamente (Tabla 3.4). El
primer 60% de todas las curvas de liberacion se utilizaron para el analisis estadistico
en los modelos Peppas-Sahlin y Korsmeyer y Peppas. En el modelo de Peppas-Sahlin,
el valor del coeficiente m se determin6 como 0,45, que es el exponente difusional en
este caso, puramente de libre difusion o sea que obedece a las Leyes de Fick, y que
comunmente se denomina como comportamiento fickiano que generalmente se usa
para describir la liberacion controlada de farmacos a partir de cualquier forma geomé-
trica. El modelo de Korsmeyer-Peppas fue disefiado especificamente para la liberacién
de una molécula de fadrmaco desde una matriz polimérica. El valor del exponente de
liberacion (1) se calculd como 0,75 y el mecanismo de liberacion es un modelo de trans-
porte andmalo o no fickiano en el que la liberacion se realizé como difusién o aumento

de volumen de la matriz debido a la absorcion de agua (Bruschi, 2015a).
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Figura 3.9. Perfiles de liberacion del 8-QO-Pt libre (rojo), R1-8-QO-Pt-NLC (azul), R2-
8-QO-Pt-NLC (amarillo) y R3-8-QO-Pt-NLC (verde) durante 24 h.
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Tabla 3.4. Medidas del ajuste a los modelos de liberaciéon de los datos correspondientes
a las formulaciones R1-8-QO-Pt-NLC, R2-8-QO-Pt-NLC y R3-8-QO-Pt-
NLC. Se muestran las siguientes medidas de bondad de ajuste: R?, R*-ajus-

tado, error cuadratico medio (MSE), el criterio de informacion de Akaike

(AIC).
R1-8-QO-Pt-NLC
Modelo R? R2-adj MSE AIC
Hixson-Crowell 0,84 0,84 92,8204 52,9419
Hopfenberg 0,85 0,82 105,9349 54,6170
Baker-Lonsdale 0,92 0,92 45,4223 47,4329
Peppas-Sahlin 0,95 0,91 52,5051 48,7076
Korsmeyer-Peppas 0,91 0,90 61,8671 49,6717
R2-8-QO-Pt-NLC
Modelo R? R2-adj MSE AIC
Hixson-Crowell 0,89 0,89 61,7634 43,1925
Hopfenberg 0,89 0,86 74,1161 45,1925
Baker-Lonsdale 0,85 0,85 98,4592 44,3139
Peppas-Sahlin 0,94 0,88 60,1190 29,1574
Korsmeyer-Peppas 0,90 0,86 67,9872 29,1793
R3-8-QO-Pt-NLC
Modelo R? R2-adj MSE AIC
Hixson-Crowell 0,91 0,91 71,4399 44,2760
Hopfenberg 0,92 0,90 78,1341 45,7188
Baker-Lonsdale 0,85 0,85 114,5276 47,7266
Peppas-Sahlin 0,97 0,90 55,1552 21,8998
Korsmeyer-Peppas 0,95 0,93 41,2329 21,6368

3.2.3. Estudios de citotoxicidad

La actividad citotdxica in vitro contra las lineas celulares de carcinoma de colon
HT-29 y HCT 116 se investigé mediante el ensayo MTT. La seleccion de ambas lineas

celulares tumorales colorrectales esta motivada en sus distintas mutaciones,
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caracteristicas y su capacidad invasiva distintiva. La Figura 3.10 presenta la viabilidad
celular (%) con varias concentraciones de 8-QO-Pt libre y las formulaciones de
NLC/RFV cargadas con 8-QO-Pt (+) después de 24 h de tratamiento. Los resultados
revelaron que tanto el 8-QO-Pt libre y el cargado (en las tres formulaciones) mostraron
un perfil de citotoxicidad dependiente de la dosis contra las células HT-29 y HCT 116,

mientras que las formulaciones sin 8-QO-Pt no presentaron ningun perfil de toxicidad.

En la linea HT-29, la viabilidad celular (%) se redujo a 70,7% (8-QO-Pt libre),
59,7% (R1-8-QO-Pt-NLC), 78,3% (R2-8-QO-Pt-NLC) y 91,2% (R3-8-QO-Pt-NLC) para
2,5 uM; 67,5%, 17,7%, 31,8% y 51,4% para 5,0 uM; 29,0%, 8,7%, 11,1% y 16,1% para 7,5
uM; 12,9%, 8,6%, 10,8% y 9,8% para 10,0 uM, respectivamente. En la linea HCT 116, la
viabilidad celular (%) se redujo a 76,3% (8-QO-Pt libre), 44,6% (R1-8-QO-Pt-NLC),
77,0% (R2-8-QO-Pt-NLC) y 72,8% (R3-8-QO-Pt-NLC) para 2,5 uM; 21,2%, 12,4%, 26,6%
y 32,5% para 5,0 uM; 12,6%, 8,0%, 9,3% y 9,4% para 10,0 uM, respectivamente (Figura
3.10).

Aunque las tres formulaciones contenian la misma cantidad de RFV (10,0 mg en
total), la incorporacion de RFV en distintas fases afecta a la viabilidad celular, especial-
mente a dosis bajas (2,5 y 5,0 uM). Todas las formulaciones cargadas con 8-QO-Pt di-
rigidas a RFV demostraron un mayor efecto citotoxico que el compuesto de 8-QO-Pt
libre (excepto a 2,5 uM) en HT-29. Ademas, R1-8-QO-Pt-NLC parecid ser mas efectivo,
especialmente a 5,0 uM, mostrando una mayor actividad antitumoral en comparaciéon
con 8-QO-Pt libre, R2-8-QO-Pt-NLC y R3-8-QO-Pt-NLC (3,8 veces, 1,8 veces y 2,9 ve-
ces, respectivamente). Sin embargo, en las células HCT 116, solo R1-8-QO-Pt-NLC
mostro una mayor citotoxicidad a 2,5 y 5,0 uM en comparacion con el 8-QO-Pt libre.
R2-8-QO-Pt-NLC y R3-8-QO-Pt-NLC no mejoraron la actividad antiproliferativa del 8-
QO-Pt libre. Ademas, la Tabla 3.5 muestra los valores ICso para el compuesto 8-QO-Pt
libre y las formulaciones en las células HT-29 y HCT 116, donde se evidencian los re-

sultados expuestos anteriormente.
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Figura 3.10. Citotoxicidad celular del compuesto 8-QO-Pt libre y las formulaciones car-
gadas (+) de 8-QO-Pt de NLC/RFV frente a las lineas celulares HT-29 y HCT
116 durante 24 h. Los datos se muestran como media + error estandar de la

media (SEM) (n=9). (p*< 0,02; p**< 0,001; p***< 0,0003; p****< 0,0001).

Como se muestra en la seccion 2, el nanosistema 8-QO-Pt-NLC sin funcionaliza-
cion de RFV no mostré un efecto citotoxico superior en comparacion con el 8-QO-Pt
libre en células HT-29. Estos resultados revelan que la funcionalizacién RFV de las

nanoparticulas aumenta la citotoxicidad (Guo et al., 2017).
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La tercera generacion de farmacos contra el cancer a base de platino, principal-
mente el oxaliplatino, fue aprobado por la FDA para tratar el cancer de colon, princi-
palmente el cancer colorrectal metastasico (Boztepe et al., 2021). El valor ICso de oxali-
platino en las células HT-29 se determiné en 2,0 uM para 24 h (Ruiz et al., 2022) y otro
estudio mostré un valor de 5,0 uM después de 48 h de tratamiento (Attoub et al., 2018).
Se ha informado que el valor ICs0 de las nanoparticulas lipidicas solidas (SLN) carga-
das con oxaliplatino resultd ser mas alto que el de las SLN cargadas con oxaliplatino
funcionalizado con &cido fdlico (Rajpoot & Jain, 2018), pero fue mas bajo que el oxali-
platino libre en las células HT-29 lo cual demuestra la importancia del sistema R1 y su

actividad anticancerigena en comparacion con esta droga de referencia.

Tabla 3.5. Valores ICso (uM) de 8-QO-Pt libre y 8-QO-Pt cargadas (+) de NLC/RFV en
células HT-29 y HCT 116 después de 24 h de incubacion.

. ICso (nM)
Formulacion HT-29 HCT 116
8-QO-Pt 59+0,1 3,4+0,6
R1-8-QO-Pt-NLC 3,3+0,6 2,7+0,7
R2-8-QO-Pt-NLC 4,0+£0,2 3,9+0,6
R3-8-Q0O-Pt-NLC 53+04 4,5+0,7

3.2.4. Captacion celular

Para evaluar la internalizacion celular de las nanoparticulas NLC/RFV, se incor-
poro la sonda fluorescente DiOC18 en todas las formulaciones vacias (-). Luego, las
células HT-29 y HCT 116 se trataron con nanoparticulas marcadas vacias en la concen-
tracion equivalente a 2,5 uM y 0,5 uM de formulaciones de NLC/RFV cargadas con 8-
QO-Pt (+) durante 24 h, respectivamente (Figura 3.11).

Seguin los resultados obtenidos, las células HT-29 y HCT 116 pudieron internali-
zar con éxito las nanoparticulas. R1-8-QO-Pt-NLC demostro la captacidon celular mas

alta (89,0 + 0,6%) en comparacion con R2-8-QO-Pt-NLC (26,0 = 0,6%) y R3-8-QO-Pt-
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NLC (47,0 +0,5%) en HT-29 a 2,5 uM; 70,2 + 7,8%, 60,6 + 4,5% y 51,4 + 2,1% en HCT 116
a 0,5 uM, respectivamente (Tabla 3.6). Estos datos podrian estar correlacionados con

el efecto citotoxico superior de R1-8-QO-Pt-NLC observado en la Figura 3.10.

HT-29 HCT 116
Control R1-8-QO-Pt-NLC Control R1-8-QO-Pt-NLC
FL1-H- FL1-H+ FL1-H- FL1-H+ 500 7 FLthe FL1-H+ T FL1-H+
0" age 118 927 90,7 99,6 0,35 24 676
400 = .
00— | " o — 00
—_—  —
FLI-H FLI-H FLI-H FL1-H
R2-8-QO-Pt-NLC R3-8-QO-Pt-NLC R2-8-QO-Pt-NLC R3-8-QO-Pt-NLC
500 7 FL1-H- FL1-H+ 00 = FL1-H- FLi-H+ a00 | FL1-H- FL1-H+ a00 | FL1-H- FLI-H+
747 253 530 470 4286 574 46,6 534
00 S ——| - -_| 00 00
—_— —_—
] o

Figura 3.11. Captacion celular de nanoparticulas vacias (-) de NLC/RFV marcadas con
DiOC18 en las células HCT 116 y HT-29 medidas por citometria de flujo.
Las células se incubaron durante 24 h a la cantidad equivalente de concen-
tracion para formulaciones de NLC/RFV cargadas con 8-QO-Pt (+) a 0,5
uMy 2,5 uM,, respectivamente.

Tabla 3.6. La captacion celular (%) para las formulaciones.

Formulaciones HCT 116 HT-29
(0,5 uM) (2,5 uM)
R1-8-QO-Pt-NLC 702 +7,8 89,0 +0,6
R2-8-QO-Pt-NLC 60,6 +4,5 26,0+ 0,6
R3-8-QO-Pt-NLC 51,4+2,1 47,0+0,5
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3.2.5. Apoptosis

Mientras los farmacos contra el cancer causan la apoptosis celular, se pueden ob-
servar algunos cambios bioquimicos y morfoldgicos con el uso de marcadores. La
membrana celular expone residuos de fosfatidilserina en la superficie externa que pue-
den detectarse con el colorante fluorescente Anexina V-FITC mediante ensayos de

fluorescencia (Riccardi & Nicoletti, 2006).

Las células HT-29 y HCT 116 se marcaron con el kit de deteccion de apoptosis de
Anexina V-FITC/IP después de 24 h de tratamiento con 8-QO-Pt libre y R1-8-QO-Pt-
NLC (que fue seleccionado por su mayor actividad en el ensayo de viabilidad), a2,5y
50uM, y 1,0y 2,5 uM, respectivamente. La Figura 3.12 muestra el porcentaje de sub-
poblaciones vitales (FITC-/IP-), apoptoticas tempranas (FITC+/IP-), apoptdticas tardias
(FITC+/IP+) y necroéticas (FITC-/IP+) en el diagrama de puntos. Segtn los resultados,
en la linea celular HT-29, 8-QO-Pt libre y R1-8-QO-Pt-NLC indujeron 16,7% y 21,5%
(con 2,5 uM) y 23,1% y 45,0% (con 5,0 uM) de células en apoptosis tardia (FITC+/PI+);
en la linea celular HCT 116, 25,6% y 22,9% (con 1,0 uM) y 35,1% y 33,6% (con 2,5 uM),

respectivamente.

Tutino y colaboradores han demostrado que los niveles de expresiéon de protei-
nas y genes RFVT3 y RFVT2 estaban elevados en HT-29, mientras que aun se desco-
noce el nivel de expresion de los transportadores de riboflavina en las células HCT 116
(Tutino et al., 2018). El hecho de que R1-8-QO-Pt-NLC fuera capaz de generar mas
apoptosis en las células HT-29 se puede explicar teniendo en cuenta que esta formula-
cion era la que tenia mayor capacidad de internalizacion celular, es decir, puede entre-
gar mas eficientemente el 8-QO-Pt en las células. Como se presenta en la seccion 2, el
8-QO-Pt-NLC no dirigido y el 8-QO-Pt libre mostraron resultados muy similares en el
ensayo de apoptosis. Cuando la misma formulacion se funcionalizé con RFV, el efecto
antiproliferativo de 8-QO-Pt aument6 debido a una mayor afinidad de RFV como

agente de direccionamiento.
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Figura 3.12. Efecto de apoptosis del compuesto 8-QO-Pt libre y R1-8-QO-Pt-NLC a 2,5
y 5,0 uM con HT-29, y 1,0 y 2,5 uM con HCT 116 después de 24 h. Los

datos se muestran como media + SEM (n= 3).

3.2.6. Evaluacion de la citotoxicidad en modelos 3D

Los esferoides de la linea celular de HCT 116, fueron expuestos al compuesto 8-
QO-Pt libre y R1-8QO-PT-NLC, en un rango de concentracion de 10,0 - 50,0 uM, por

un periodo de 24 h. Después de 24 h, se tomaron las fotos de los esferoides con el
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microscopio para evaluar su morfologia (Figura 3.13). Finalizado el mismo se adiciond
resazurina (marcador de viabilidad celular) y se incubo overnight, y se procedio a leer

la fluorescencia es un espectrofluorometro.

Los resultados indicaron que la viabilidad disminuye al 94,6 +1,9%, 84,1 + 2,5%,
y 63,3 £ 5,2% al incrementar la concentracion del compuesto 8-QO-Pt libre (10,0, 25,0,
y 50,0 uM, respectivamente), obteniéndose un valor de ICso > 50uM. Los valores que
se obtuvieron para R1-8QO-PT-NLC fueron de 80,1 + 6,4%, 60,5+ 3,9%, y 43,4+ 2,5% y
el ICs0 que se obtuvo fue de: 38,1 uM (Figura 3.14). Con ambos el compuesto y la for-
mulacion se observa que la viabilidad disminuye en funcién al aumento de concentra-
cién, con un efecto dosis dependiente (p < 0,05). En este modelo multicelular 3D, R1-
8QO-PT-NLC mostré mayor actividad antitumoral que el 8-QO-Pt libre al igual que lo
evidenciado en el modelo monocapa 2D. Sin embargo, las notables diferencias en los
valores de ICso entre las citotoxicidades 2D y 3D enfatizan la importancia de emplear
modelos tumorales 3D como un paso intermedio antes de los experimentos animales
in vivo para la deteccion de farmacos/nanomedicina (Abolhassani et al., 2023). Karlsson
y colaboradores han demostrado que los farmacos estandar como melfalan, 5-FU,
oxaliplatino e irinotecdn eran muy activos en los cultivos monocapa de HCT 116, pero
en general perdian gradualmente la mayor parte de sus actividades y mostraban resis-
tencia en los esferoides de HCT 116 (Karlsson et al., 2012). Debido a las variaciones en
la penetracion del farmaco y la presencia de diferentes microambientes (como el pH,
la hipoxia y la matriz extracelular), los esferoides tumorales suelen presentar una ma-
yor resistencia a los compuestos antiproliferativos (De Grandis et al., 2019). Las células
tumorales primarias de colon humano que forman esferas retienen la expresion de
CD133, un marcador asociado con las stem cells del cancer de colon. Estas células for-
madoras de esferas tienen la capacidad de generar y expandir esferoides, iniciar tumo-
res de xenoinjerto y demostrar resistencia a la apoptosis inducida por quimioterapia.
Por el contrario, las células cultivadas en condiciones 2D no presentan estas caracteris-

ticas (Mehta et al., 2012).
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Figura 3.13. Microfotografias de esferoides de la linea HCT 116. Fotografias adquiridas
con un microscopio éptico Olympus BX50, que posee un objetivo 40x
luego del tratamiento con ambos el compuesto 8-QO-Pt libre y R1-8QO-

PT-NLC con diferentes concentraciones.
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Figura 3.14. Citotoxicidad celular del compuesto 8-QO-Pt libre y R1-8-QO-Pt-NLC
frente a los esferoides de la linea celular de HCT 116 durante 24 h. Los
datos se muestran como media + error estandar de la media (SEM) (n = 2)

(*p =0,0248, **p = 0,0064).
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La Figura 3.15 muestra los cambios en los volimenes corregidos (%) de los esfe-
roides de HCT 116 con respecto a sus controles. Se observd que a medida que incre-
mentamos la concentracion del compuesto 8-QO-Pt libre y R1-8-QO-Pt-NLC, los volu-
menes disminuyeron 26,7% y 23,8% (con 10,0 uM), 41,8% y 34,5% (con 25,0 uM), y
65,3% y 56,1% (con 50,0 uM), respectivamente. Los esferoides perdieron su compacta-
cion y las células del exterior se desprendieron, alterando el borde externo de los mis-
mos. Después del tratamiento, la agregacion celular cambio6 debido a la interrupcion o

alteracion de las interacciones entre las células vecinas y la matriz extracelular.
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Figura 3.15. Los cambios en el volumen corregido (%) de los esferoides de HCT 116
después del tratamiento con el compuesto 8-QO-Pt libre, y R1-8-QO-Pt-
NLC . Los datos se muestran como media + SEM (n = 2) (*p = 0,0289, **p <
0,0090, ****p < 0,0001)

3.2.7. Migracion de células 3D

El estudio de la migracién celular en la investigacion del cancer es de especial
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interés ya que la principal causa de muerte en pacientes con cancer esta relacionada

con la progresion metastasica (Justus et al., 2014).

La Figura 3.16 mostré que el compuesto 8-QO-Pt libre y la formulacion R1-8-QO-
Pt-NLC interfieren con la migracion de las células 3D de HCT 116 a la concentracion
de 10,0, 15,0, y 25,0 uM. EI 8-QO-Pt libre y R1-8-QO-Pt-NLC inhibi6 las propiedades
de la migracion celular de los esferoides multicelulares HCT 116 en una respuesta de-
pendiente de la dosis de 10,0 a 25,0 uM (p < 0,05). A 10,0 uM, el 8-QO-Pt libre mostrd
una migracion celular de 110,6 + 7,1% en comparacion con las condiciones basales,
mientras que a 15,0 y 25,0 uM estos valores disminuyeron a 90,4 + 16,0% y 36,9 + 3,9%,
respectivamente. El efecto de inhibicidon de la migracion celular de R1-8-QO-Pt-NLC
fue superior al de 8-QO-Pt libre. Los valores de migracion celular se observaron al 78,2

+9,6%, 64,2 +5,0% y 15,5+1,7% a 10,0, 15,0 y 25,0 uM, respectivamente.
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Figura 3.16. Efecto del compuesto 8-QO-Pt libre y R1-8-QO-Pt-NLC en la migracion
celular de esferoides 3D HCT 116 en comparacion con sus controles. Los

datos se muestran como media + SEM (n = 2) (**p = 0,0003, ****p < 0,0001).
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3.2.8. Hemotoxicidad

La hemocompatibilidad de los nanosistemas de administracion de farmacos se
convierte en el primer enfoque para determinar los efectos citotoxicos potenciales des-
pués de la interaccion de las células sanguineas con las nanoparticulas (de la Harpe et
al., 2019). Considerando una posible administracion sistémica de nanoparticulas car-
gadas con compuestos de platino por via intravenosa, se estudio el efecto de las nano-
particulas y sus componentes en sangre completa (Figura 3.17). El proceso de hemoli-
sis podria estar relacionado con la naturaleza de las particulas, la presencia de surfac-
tante o fuertes cargas negativas en la superficie (Mekkawy et al., 2019; Toledo et al.,
2021). En el caso del 8-QO-Pt, se observé un efecto hemolitico dependiente de la dosis,
pero produjo un grado de hemolisis inferior al 1,5% a la concentracion mas alta pro-
bada (5,0 uM) alas 24 h y 48 h (Figura 3.17.a). Se encontraron valores de hemotoxicidad
mas altos para RFV, con porcentajes de hemolisis alrededor de 2,0, 3,0 y 4,5% para
concentraciones de 7,5, 15,0 y 30,0 uM, respectivamente. Las combinaciones de 8-QO-
Pt y RFV en diferentes proporciones mostraron que el efecto hemotdxico de RVF se
superponia con el efecto citotdxico de 8-QO-Pt sin que se observaran efectos aditivos

y/o sinérgicos.

Por otro lado, se determind el grado de hemdlisis de las formulaciones cargadas
(+) y vacias (-) de 8-QO-Pt de NLC/RFV después de la exposicion a células sanguineas
humanas durante 24 h y 48 h (Figura 3.17.b). La hemotoxicidad disminuy¢ para las
formulaciones que contenian 8-QO-Pt y RFV en comparacién con las combinaciones
de 8-QO-Pt libre y RFV. Se observd una respuesta del efecto dosis-hemolitico en el caso
de NLC cargada con 8-QO-Pt y un porcentaje de hemdlisis reducido en el caso de NLC
vacio (menos del 1,0% en todos los casos). La formulacion R1-8-QO-Pt-NLC mostro
hemolisis alrededor del 3,0%, R2-8-QO-Pt-NLC alrededor del 2,0%, mientras que R3-
8-QO-Pt-NLC alrededor del 3,7% a la concentracion de 5,0 uM. Estos resultados sugie-
ren que R2-8-QO-Pt-NLC es la formulacién mas segura y R3-8-QO-Pt-NLC es la for-

mulacién hemotoxica mas alta. Sin embargo, todas las formulaciones se encuentran en
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un rango aceptable y bajo de hemotoxicidad por ser inferiores al 5,0%, que es el valor

considerado como tdxico segtin la norma ISO/TR 7406 (Chinnaiyan et al., 2019).
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Figura 3.17. (a) Grado de hemolisis de 8-QO-Pt, RFV y sus combinaciones después de
la exposicion a células sanguineas humanas durante 24 h y 48 h. Controles:
positivo (PC) con Triton X-100 al 1,0%; y negativo (NC) con sangre no tra-
tada. (b) Grado de hemdlisis de formulaciones cargadas (+) y vacias (-) de
8-QO-Pt de NLC / RFV después de la exposicién a células sanguineas hu-
manas durante 24 h y 48 h.
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Conclusiones Finales y Perspectivas

Los complejos a base de platino son agentes quimioterapéuticos eficientes que
han demostrado su actividad anticancerigena contra varios tipos de cancer. Sin em-
bargo, se deben considerar muchos desafios para producir formulaciones derivadas
de farmacos de platino novedosas y eficientes. La resistencia intrinseca o adquirida, la
toxicidad limitante de la dosis, la degradacién del farmaco, la baja solubilidad y, en
consecuencia, la baja biodisponibilidad, se presentan como algunas de los aspectos que
limitan las aplicaciones clinicas de los nuevos farmacos de platino. Estudios recientes
muestran que ha habido un gran interés en desarrollar nuevas formulaciones de estos
farmacos, para asegurar una mejor administracion y ampliar el aspecto terapéutico. En
este sentido, los nuevos avances en el desarrollo de vehiculos para la administracion
de farmacos de platino ayudardn a aumentar su estabilidad y biodisponibilidad, junto
con la reduccion de su degradacion y los efectos toxicos secundarios indeseables que

limitan su uso.

En el presente trabajo de Tesis Doctoral se han desarrollado dos sistemas de libe-
racion (pasivo y activo) para el 8-QO-Pt, que aparece como un prometedor complejo
de platino con actividad antitumoral, a la vez que un interesante modelo de estudio

para farmacos poco solubles en agua.

El primer sistema fue disefiado en base al lipido de ésteres cetilicos (SS) con la
presencia de dos aceites liquidos diferentes: triglicérido caprico o aceite de oliva, para
la liberacion controlada y lenta en el colon que garantiza la biodistribucién de las na-
noparticulas como tales, al mismo tiempo que liberan su cargamento. Aunque este sis-
tema no pudo mostrar una actividad antitumoral superior sobre el farmaco libre, si
mostrd efectos anticancerigenos comparables a €él, pero sin los efectos deletéreos que

se le relacionan y con una actividad biocida mejorada sobre las células cancerosas.

En el segundo sistema, la formulacion con triglicéridos capricos que demostrd
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mejores efectos en el primer sistema, se funcionaliz6 con riboflavina para generar un
sistema de sitio-direccidn activo. En este estudio se han desarrollado e investigado por
primera vez sistemas NLC con riboflavina dirigida a la liberacion controlada de far-
macos. Los resultados son superiores a los sistemas anticancerigenos dirigidos a RFV
publicados en literatura y a la accion del farmaco libre tanto en monocapa como en
modelos 3D de cancer colorrectal. Ademas, la formulacion inhibid la migracion celular
de los esferoides multicelulares de colon, lo que demuestra que el sistema NLC con

riboflavina dirigida evidencio también propiedades antimetastasicas.

Como perspectiva de futuro, se puede considerar el estudio de la eficacia anti-
tumoral, asi como de la toxicidad aparente en modelos in vivo de cadncer colorrectal
tanto de la formulacién R1-8-QO-Pt-NLC como del farmaco libre. En principio se po-
dria considerar un modelo de xenotransplante con células de cancer colorrectal hu-
mano para luego pasar a modelos mas especificos como los singenéicos, con el fin de

determinar efectos de estos nanosistemas sobre el sistema inmune.
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