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Resumen

El cancer de mama es un problema de salud publica en el mundo, esta en-
fermedad es la principal causa de muerte por cancer en las mujeres; por ello,
es fundamental sumar esfuerzos para el desarrollo de estrategias que permitan
mitigar su impacto social, econémico y a la salud. Las moléculas activas derivadas
de las plantas (fitofarmacos) son una fuente prometedora de soluciones para esta
problematica y su mejoramiento con la aplicacion de sistemas de liberacién de
farmacos de base nanotecnologica es sin duda, una estrategia que debe ser eva-
luada para ofrecer alternativas para el tratamiento de los pacientes oncolégicos.
La consideracion correcta de los factores que impactan en el éxito de estas estra-
tegias es primordial, por ello, en este capitulo se exponen los fundamentos teori-
cos para la obtencion de fitofarmacos nanotransportados para el tratamiento del
cancer de mama, asi como una breve introduccién a esta neoplasia; el concepto
de fitofarmacos, sus métodos de obtencién y las caracteristicas de calidad que
deben cumplir; asi mismo, se describen los sistemas nanométricos para el trans-
porte de farmacos contra el cancer y las caracteristicas fisicoquimicas y de calidad
que estos deben cumplir para su éxito. Finalmente, se exponen algunos avances
que este grupo de investigacion ha logrado en el desarrollo de fitofarmacos na-
notransportados para el tratamiento del cancer de mama.

Palabras clave: Fitofarmacos; Nanotransportadores; Cancer de mama; Siste-
mas de liberacion.
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1. Introduccién
1.1. El c4ncer tiene alta incidencia y mortalidad

El cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo, con una inci-
dencia y mortalidad que van en aumento. Se estima que en 2018 se produjeron 18.1
millones de nuevos casos y 9.6 millones de muertes por cancer en el mundo [1].

Los tipos de cancer con mayor incidencia a nivel mundial son el cancer de
pulmoén y el cancer de mama (Figura 1), cada uno represent6 en 2018 el 11.6 %
del total de nuevos casos de cancer diagnosticados [1].
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Figura 1. Distribucion por tipo para los nuevos casos de cancer diagnosticados en 2018.

Dentro de estos, el cancer de pulmoén es el que causa un mayor numero de
muertes, seguido del cancer de mama y del cancer de prostata [1]

La mayoria de las muertes por cancer ocurren en paises con ingresos medios
y bajos [1] y esto es en gran parte debido a que estos paises no cuentan con un
adecuado sistema de salud para una deteccién temprana.

1.2. ElI cancer de mama es la principal causa de muerte por cincer
en las mujeres

En las mujeres, el cancer de mama es el tipo de cancer mas comunmente
diagnosticado y es la principal causa de muerte por cancer, seguida del cancer
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colorrectal y del cancer de pulmoén, en incidencia, y del cancer de pulmén y el
cancer colorrectal, en mortalidad [1].

El cancer de mama se clasifica en diversos subtipos (Tabla 1) en funcién de
la expresion de diversos biomarcadores: receptor de estrogenos (ER), receptor
de progesterona (PR), el factor de proliferacion celular Ki-67, y el receptor 2 del
factor de crecimiento epidérmico humano (HERZ2) [2].

Tabla 1. Clasificacién de los subtipos de cancer de mama en funcién de la expresion de

biomarcadotes especificos.

S“btcillz"r::;jncer ER HER2 Ki-67 PR
Luminal A Positivo Negativo Bajo Alto
Luminal B Positivo Negativo Alto Bajo
HER2-positivo Negativo | Sobreexpresado Incierto | Negativo
Triple negativo Negativo | Negativo Incierto | Negativo

Actualmente, el cancer de mama es tratado empleando quimioterapia, radiote-
rapia, terapia hormonal, cirugfa e inmunoterapia basada en el uso de anticuerpos
monoclonales. Sin embargo, debido a la alta incidencia y mortalidad relacionadas
con el cancer de mama, y a la falta de efectividad, elevados costos y severos efec-
tos secundarios derivados de la terapia actual para tratar este cancer, es funda-
mental el desarrollo de nuevas estrategias preventivas, de diagndstico, prondstico
y tratamiento. Las nuevas terapias para el tratamiento del cancer de mama buscan
tener un enfoque dirigido, que reduzca los efectos secundarios y potencialice la
efectividad terapéutica [2].

1.3. Los fitofirmacos son alternativas para el desarrollo de nuevos
tratamientos contra el cincer

Los farmacos desarrollados a partir de especies vegetales, o fitofarmacos, son
una fuente potencial para el desarrollo de nuevas terapias contra el cancer. En
diversos estudios se ha evaluado la eficacia y seguridad de los fitofarmacos en la
quimioterapia contra el cancer, al administrarse como terapia Gnica o de forma
combinada con los quimioterapéuticos convencionales. IL.a curcumina, el resvera-
trol, la artemisinina, el paclitaxel, la berberina, la piperina, la noscapina, el extrac-
to de muérdago, el extracto de té verde y otras especies vegetales o metabolitos
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secundarios derivados de plantas han sido evaluados por diversos autores; estos
fitofarmacos se han combinado con quimioterapéuticos como el tamoxifeno,
el celecoxib, el 5-fluorouracilo, el cisplatino, la vinorelbina, la doxorubicina y el
bavituximab, entre otros quimioterapéuticos, para tratar diversos tipos de cancer,
incluyendo los canceres de: mama, colon, cabeza y cuello, prostata, pancreas,
higado, ovario, pulmones, eséfago, estobmago, leucemia y mieloma, entre otros
[3,4]. Se ha sugerido que la inclusién de los fitofarmacos en la quimioterapia
contra el cancer es rentable y podria ayudar a reducir la mortalidad del cancer y
mejorar la calidad de vida de los pacientes. Mas atn, la polifarmacologia derivada
del uso de fitofarmacos ofrece la oportunidad de desarrollar farmacos con malti-
ples blancos moleculares que pueden mejorar el tratamiento del cancer [3].

El potencial de los fitofarmacos ya ha sido ampliamente demostrado en la
clinica. Las plantas medicinales, o los productos derivados de plantas medici-
nales, incluyendo moléculas puras, extractos o fracciones de extractos, han sido
histéricamente la mayor fuente de los farmacos anticancer que hoy en dia estan
aprobados para su uso en humanos; la fitofarmacologia ha dado lugar a farmacos
altamente exitosos en la clinica, incluyendo a los taxanos, los alcaloides derivados
de la vinca [4], las epipodofilotoxinas y los derivados de camptotecina [5].

La mayoria de los principios activos de los fitofarmacos presentan una po-
bre solubilidad en agua, lo que limita su biodisponibilidad, su capacidad para
atravesar las membranas biolégicas y, por lo tanto, su aplicacién efectiva en el
tratamiento de diversas enfermedades, incluyendo el cancer. La estabilidad de
los fitofarmacos y su baja especificidad, también son aspectos relevantes en su
aplicacion clinica [6]. La administracién de los fitofarmacos puede hacerse de una
manera mas eficiente al utilizar la nanotecnologfa, combinando ambos aspectos

en un concepto denominado fitonanotecnologia [7].
1.4. La nanotecnologia ofrece ventajas para el tratamiento del cincer

En el tratamiento del cancer, el uso de la nanotecnologia para el desarrollo de
sistemas de liberacién de farmacos ha demostrado ventajas sobre la administra-
ci6n convencional de farmacos. Esto se debe a que las nanoparticulas permiten
transportar a los farmacos al sitio de accion deseado (Figura 2), minimizando los
efectos secundarios en el tejido sano y disminuyendo la dosis requerida para la ac-
cion del farmaco. Estos sistemas protegen al farmaco de una rapida degradacion
y eliminacién, mejorando la eficacia y la biodistribucion. Entre los sistemas de
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administracion de farmacos nanoparticulados, los preparados a partir de polime-
ros poseen una estabilidad mejorada en soluciones de electrolitos y fluidos bio-
l6gicos, ademas de una buena capacidad de almacenamiento y biodisponibilidad.
Los sistemas de administracién de farmacos poliméricos nanoparticulados pue-
den ser disefiados para cargar uno o mas farmacos de diversa naturaleza quimica
y permiten, ademas, el desarrollo de terapias personalizadas mediante cambios
en la quimica de la superficie o por la conjugaciéon de moléculas bioldgicas, lo
que promueve una administracion eficiente de agentes terapéuticos de manera

controlada, especifica y con capacidad de reingenieria [§].

Figura 2. El uso de la nanotecnologfa para el desarrollo de sistemas de liberacion de
farmacos permite llevar a los fairmacos hasta el sitio de accién deseado, generando

multiples ventajas para la terapia del cancer.

Los sistemas de administracion de farmacos poliméricos incluyen nanoparti-
culas presentadas como nanoesferas o nanocapsulas. Las nanoesferas consisten
en un sistema de tipo matriz compuesto por una red polimérica en la que se dis-
persa el farmaco; mientras que las nanocapsulas son sistemas vesiculares donde
el farmaco esta confinado en una cavidad rodeada por una red polimérica [§]
(Figura 3).

Otros sistemas nanométricos que han sido empleados para la liberaciéon de
farmacos (Figura 3) son:
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¢ Nanoparticulas de base lipidica: incluye a las nanoparticulas sélidas li-
pidicas (SLN) y a los acarreadores lipidicos nanoestructurados (NLC). Las
primeras son particulas coloidales formadas con lipidos, estas son capaces de
permanecer en estado sélido a temperatura corporal, presentan un tamano
promedio de 50 a 1000 nm, el cual depende de la técnica de fabricacion y de
la proporcién y tipo de materiales utilizados, las SLN pueden presentar pro-
blemas con la capacidad para liberar el farmaco encapsulado y su capacidad
de carga es relativamente baja. Por su parte, los NLC son fabricados con una
mezcla de lipidos solidos y liquidos a temperatura ambiente, los NLC perma-
necen en estado sélido una vez construidos, tienen un tamafio promedio de
50 a 1000 nm y son capaces de almacenar una mayor cantidad de farmaco.
Ambos, los SLN y los NLC, tienen la ventaja de ser biocompatibles por estar
construidos con lipidos [9].

¢ Liposomas: son vesiculas esféricas compuestas de fosfolipidos y esteroides
y se pueden clasificar dependiendo del numero de capas que los constituyen,
pudiendo ser liposomas unilamelares, constituidos por una sola bicapa fosfo-
lipidica con tamafios que oscilan de los 20 a mas de 100 nm, o multilamelares,
constituidos por varias capas separadas por una delgada pelicula de agua y
con tamafos superiores a los 500 nm. Tanto el tamafio como el nimero de
capas son los dos factores principales que determinan el tiempo de vida me-
dio de estas nanoestructuras [10].

¢ Fitosomas: son complejos formados por fosfolipidos y compuestos activos
de plantas, su unién se da por la formacion de puentes de hidrégeno. Los fito-
somas se construyen incorporando el principio activo de origen natural a los
fostolipidos, su arreglo en estas nanoestructuras mejora la biodisponibilidad de
las moléculas activas por su similitud con las membranas biolégicas. Los fito-
somas tienen tamafios similares a los liposomas y difieren de estos en que los
liposomas tienen contenido en su interior al principio activo en comparacion
con los fitosomas, en los cuales, el principio activo es un constituyente de la
membrana de la vesicula [11].

¢ Dendrimeros: son macromoléculas ramificadas construidas a base de mo-
némeros, capaces de acarrear farmacos. En su estructura se identifican tres
componentes: un nucleo, ramificaciones llamadas dendrones y grupos fun-
cionales. El farmaco puede encontrase unido a los grupos funcionales o que-
dar atrapado en las cavidades que se forman entre los dendrones: la capa-
cidad de utilizar diversos tipos de grupos funcionales los convierte en una
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opcion viable para incorporar principios activos de distinta naturaleza, los
cuales pueden estar unidos por interacciones débiles para facilitar la libera-
cién del farmaco en el sitio indicado [12].

¢ Xerogeles de silice: son materiales obtenidos por la via del sol-gel, bio-
compatibles y no toxicos, que se degradan sin dificultan y que durante su
sintesis permiten la incorporacién de distintas sustancias, tanto hidrofilicas
como lipofilicas, de una manera muy homogénea, formando una estructura
microporosa. Hstos son candidatos para la incorporaciéon de farmacos para
un direccionamiento y liberacion especificos [13].

¢ Nanotubos de carbono: son moléculas construidas con una o varias lami-
nas de grafeno enrolladas en forma de cilindro, con didmetros tan pequefios
con 1 nm y de longitud variable. Los nanotubos de carbono tienen la capaci-
dad de ser funcionalizados para que se puedan incorporar distintos tipos de
farmacos y para que sean direccionados a las células de interés, ademas de
que por su forma cilindri-
ca pueden ser retenidos
por mas tiempo en los
ganglios linfaticos, con-
virtiéndolos en buenos
candidatos para dirigir la
accion terapéutica a esta
parte del cuerpo [14].

¢ Nanoparticulas mag-
néticas: cuentan con un
nucleo ferromagnético
fabricado  normalmente
con hierro, cobalto, niquel
O tierras raras, tienen la

ventaja de que se facilita

su direccionamiento por = farmaco

la exposicion a un campo

, . Figura 3. Sistemas nanoparticulados empleados en la
magnético externo. Ade- ) = ) )
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ma r utili r ) P
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zadas para termoablacion nanoparticulas magnéticas.
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por radiofrecuencia y para ubicar las zonas tumorales, ya que pueden ser vistas
con técnicas como la imagenologfa por resonancia magnética [15].

1.5. Retos para el desarrollo de nanofitofirmacos para el tratamiento
de cidncer

Son multiples los desatios a vencer para el desarrollo de los nanofitofarmacos,
en primera instancia, es necesario identificar a las especies vegetales, sus extrac-
tos o sus moléculas, que tengan potencial para el tratamiento del cancer. Esto se
determina generalmente en estudios 7 vitro que evalian el efecto de estos com-

puestos en la viabilidad celular, la morfologia y en las vias de sefializacion celular.

La técnica que se elegira para obtener a los compuestos activos a partir de
especies vegetales (fitofarmacos) dependera de la naturaleza quimica y de las pro-
piedades fisicoquimicas de estos compuestos, ademas de las caracteristicas del
material vegetal con el que se va a trabajar. Es importante considerar que dichos
compuestos se encuentran inmersos en una matriz compleja que incluye estruc-
turas vegetales que dificultan su obtencién, ademas de biomoléculas con diferen-
tes grupos funcionales y polaridades [10].

El objetivo fundamental es lograr que el compuesto de interés sea arrancado
de la matriz vegetal y se transfiera al disolvente, del que posteriormente sera
recuperado. Este proceso obedece a fendmenos de difusion a diferentes niveles,
primero es necesario que el disolvente penetre en la matriz vegetal, una vez en el
interior, éste tiene que disolver al compuesto de interés, éste compuesto disuelto,
difunde hasta las paredes del material vegetal y posteriormente, hacia el exterior,
para distribuirse de manera homogénea en el liquido. El intercambio de materia
va a continuar con la entrada de disolvente fresco al material vegetal y la extrac-
cién de un mayor numero de moléculas del compuesto de interés, hasta que se
alcance el equilibrio [17].

Para facilitar el proceso de extraccion es conveniente realizar un pretratamien-
to al material vegetal, reduciendo su tamano, para incrementar el area superficial
que entrara en contacto con el disolvente y disminuir asi la distancia que tienen
que recorrer el disolvente y el compuesto de interés durante la extraccion [17].

El proceso de trasferencia puede ser acelerado utilizando técnicas como la
extraccion asistida por ultrasonido; en ella, la mezcla del material vegetal y el
disolvente es colocada en un bafio ultrasénico que induce una tensién mecanica
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sobre las particulas de material vegetal mediante la produccion de burbujas de
cavitacion, lo que genera la ruptura de la pared celular, facilitando la liberacion
del compuesto de interés [18]. Otras técnicas de extraccion como la maceracion,
Soxhlet y tecnologias de fluidos supercriticos e irradiacion asistida por microon-
das, también son empleadas con regularidad [19].

La polaridad del disolvente que se mezcla con el material vegetal debe ser la
adecuada, dependiendo de las caracteristicas fisicoquimicas del compuesto que
se pretende recuperar; ademas, el disolvente debe tener un punto de ebullicion
bajo, para que pueda eliminarse del compuesto de interés con facilidad y no debe
reaccionar con el compuesto de interés [20]. Si es dificil elegir el disolvente ideal,
se puede realizar una extraccion secuencial utilizando inicialmente un disolvente
de polaridad baja, posteriormente uno de polaridad intermedia y, finalmente, uno
de polaridad alta, ya que con cada tipo de disolvente se obtendran extractos con
diferente composicion [21], para posteriormente identificar con cual de ellos se
extrajo el compuesto de interés.

Una vez terminado el proceso de extraccion, lo mas probable es que el com-
puesto de interés se encuentre formando parte de una mezcla de diferentes com-
puestos que también fueron extraidos con éste. Es posible realizar un fracciona-
miento del extracto guiado por bioensayo, para ello, se realiza una separacion del
extracto y las fracciones obtenidas son evaluadas mediante ensayos bioldgicos
para identificar aquellas que desencadenan la actividad deseada; este proceso de
fraccionamiento-bioensayo se repite hasta obtener un compuesto lo mas puro
posible o hasta obtener una actividad biolégica adecuada con concentraciones
bajas de la fraccién evaluada [20].

La obtencién del fitofarmaco también impone algunos retos para el investi-
gador al requerir que la técnica para su obtencion sea accesible para asegurar una
cantidad adecuada del producto, por lo menos para realizar las pruebas 7z vivo,
y dicho producto debera ser obtenido con la suficiente pureza para permitir su
caracterizacion con fines de elucidar su estructura para su posible sintesis [22].

Los fitofarmacos deben ser caracterizados fisicoquimica y biolégicamente, de
acuerdo a la normatividad, sustentando con ello su calidad y su actividad bio-
l6gica. Para tal efecto es importante determinar caracteristicas como su estado
fisico, espectros UV e IR, composiciéon quimica, peso molecular y estabilidad,
ademais es necesario estandarizar su obtencidn, establecer controles de calidad,
identificar mecanismos de accion, 6rganos diana, toxicidad y cumplir con los
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requerimientos de buenas practicas, documentacion y evaluacion preclinica y cli-
nica que permitan garantizar su trazabilidad, eficacia y su seguridad. El desarrollo
de fitofarmacos, aunque puede derivarse de la medicina tradicional, se caracte-
riza porque se apega a un control farmacolégico. El desarrollo adecuado de los
fitofarmacos ha dado lugar a la inclusién de diversos compuestos naturales o ex-
tractos herbolarios en las farmacopeas china, europea, alemana, inglesa, francesa,
suiza y americana, entre otras [23].

La aplicacion de la nanomedicina en el tratamiento del cancer de mama ha
permitido mejorar la estabilidad de los medicamentos, reducir los efectos secun-
darios, aumentar el indice terapéutico y los parametros farmacocinéticos [24].
Estas ventajas son un ejemplo de la importancia del uso de la nanomedicina para
el desarrollo de nuevas terapias para tratar al cancer de mama, que también son
aplicables para el desarrollo de fitofarmacos, con mejoraras en la especificidad, la
bioseguridad y la efectividad.

Los nanofarmacos protegen al compuesto activo de su interaccién inespe-
cifica con el organismo y lo llevan hasta el tumor, donde el compuesto activo
es liberado y actia causando la muerte de las células tumorales, esto reduce las
dosis del farmaco necesarias para alcanzar el efecto terapéutico, al controlar la
distribucién del farmaco en el organismo [8]. Para que los nanofarmacos actien
de manera efectiva se debe prolongar su tiempo de circulacion en el organismo,
para ello se sugiere que estos tengan una superficie hidrofilica para evitar que los
macréfagos los eliminen y para evitar la adsorcion de proteinas plasmaticas en su
superficie. Los nanofarmacos preferentemente deben poseer un diametro menor
a 100-50 nm y carga superficial neutra [24].

Los nanofarmacos usados en el tratamiento del cancer pueden ser sencillos
o complejos, y emplearse tinicamente como acarreadores farmacolégicos o ser
incluso acoplados a moléculas que modifican en microambiente tumoral, molé-
culas sensibles al ambiente, moléculas reporteras que se visualizan por imageno-
logia, particulas que responden al sefiales fisicas o quimicas, etc. [8].

Para el desarrollo de nanofarmacos es fundamental tomar en cuenta la facti-
bilidad técnica y econémica de las metodologias propuestas, emplear reactivos
de bajo costo, evaluar la escalabilidad de las metodologias empleadas. Apegarse
a la normatividad empleando reactivos aceptados para su uso en humanos y si-
guiendo protocolos de buenas practicas en cada etapa de evaluaciéon. Demostrar
la reproducibilidad de las caracteristicas fisicoquimicas y del efecto biologico de
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los nanofarmacos desarrollados, mas ain cuando estos nanofarmacos contienen
a un fitofarmaco.

Las entidades reguladoras como la Organization for Economic Cooperation and
Development (OECD), la International Conference on Harmonization (1CH), la Food
and Drug Administration (FDA) de Estados Unidos, la Exropean Medicines Agency
(EMA), la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS),
el Ministerio de Sanidad, Trabajo y Bienestar (MHLW) Japonés y la Comision
Federal para la Protecciéon Contra Riesgos Sanitario (COFEPRIS) en México,
entre otras, han publicado pautas para pruebas de toxicidad preclinicas para subs-
tancias quimicas y farmacéuticas, asi como guias de calidad para la realizacién de
estudios de seguridad en humanos. Es importante atender las normatividades
aplicables durante el desarrollo de nanofitofarmacos, para conocer los aspectos
de seguridad y eficacia para su aplicacion en el ser humano.

Fundamentado en estos antecedentes, el grupo de investigacion de biomate-
riales del CICATA-IPN ha trabajado durante varios afios en el desarrollo de es-
trategias farmacologicas para tratar al cancer de mama, particularmente mediante
el desarrollo de nanofarmacos. Estos avances se exponen en este capitulo.

2. Metododogia
2.1. Recoleccion y clasificacion de material vegetal

Se realiz6 una investigacion etnofarmacoldgica de especies vegetales que cre-
cen en México, empleadas tradicionalmente para el tratamiento del cancer. Asi
mismo, se investigaron los antecedentes cientificos sobre la caracterizacion qui-
mica y los efectos biologicos de dichas especies vegetales. Con esa informacion,
se seleccionaron especies con potencial aplicacion en el tratamiento del cancer.
Esas especies fueron recolectadas en el territorio Nacional y clasificadas por her-
barios nacionales de la Universidad Nacional Auténoma de México y de la Uni-
versidad Auténoma de Chapingo, en donde se almacenaron ejemplares.

2.2. Acondicionamiento del material vegetal
Se realiz6 una limpieza del material vegetal para eliminar tierra y contaminan-

tes macroscopicos, posteriormente, el material vegetal se lavo con agua corriente
y se desinfectd en una solucién de hipoclorito de sodio. Las muestras se secaron a
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la sombra y posteriormente fueron trituradas en molino pulverizador y tamizadas
hasta obtener polvos finos cercanos a los 180 um. Las muestras se almacenaron
en oscuridad a temperatura ambiente.

2.3. Obtencion de los extractos

Se realiz una extraccion asistida por bafio ultrasénico utilizando disolventes
en un gradiente de polaridad (éter de petrdleo, etanol y agua), o etanol como
unico disolvente, por triplicado; los extractos obtenidos fueron concentrados en
evaporador rotatorio y desecados hasta su totalidad en horno de vacio.

2.4. Evaluacion de Ia actividad citotéxica de los extractos en cultivos
celulares de ciancer de mama

La actividad citotdxica de los extractos en células de cancer de mama se em-
pled para identificar aquellos extractos con potencial efecto anticancer.

Se emplearon tres lineas celulares, dos de adenocarcinoma de glandula mama-
ria MDA-MB-231 (ATCC HTB-26) y MCF7 (ATCC HTB-22) y una no tumoti-
génica de epitelio de glandula mamaria MCF 10A (ATCC CRL-10317), las cuales
fueron adquiridas de la Awerican Type Culture Collection. E1 manejo de las lineas
celulares se realizé en condiciones de esterilidad en campana de flujo laminar.
Las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF7 se cultivaron en medio de cultivo
Dulbecco’s Modified Eagle Medinm (IDMEM, Caisson Labs), suplementado con 10 %
de suero fetal bovino (FBS, ATCC), mientras que la linea celular MCF 10A fue
cultivada en medio de cultivo Dulbeccos Modified Eagle Medinm-F12 (DMEM-F12,
GIBCO) suplementado con 10 % de FBS, 20 ng/mL de factor de crecimiento
epidérmico (EGF, Sigma), 0.25 U/mL de insulina (Pisa Biotec) y 0.5 pg/mlL de
hidrocortisona (Sigma). Los cultivos se mantuvieron en incubacién a 37 °C, en
cdmara himeda con 5 % de CO, hasta alcanzar confluencias cercanas al 80 %.
Las células fueron tripsinizadas, contadas y sembradas en placas de 96 pozos, en
donde se administraron diferentes concentraciones de los extractos con n>6 para
cada concentraciéon y se incubaron las células con los tratamientos por periodos
de 24, 48 y/0 72 h, estos experimentos se realizaron por triplicado. Una vez que
concluy6 el tiempo de incubacion, se disolvié el reactivo MTT (Sigma-Aldrich)
en buffer de fosfatos salino (PBS) a una concentracién de 5 mg/mlL, adicio-
nando 20 mL de la solucién a cada pozo. Las placas fueron incubadas durante
2 ha 37 °C en oscuridad. Una vez completado el tiempo de incubacién se retird
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el medio de cultivo y se adicionaron 100 ul. de DMSO para diluir los cristales de
formazan que se formaron en el fondo de cada pozo. Las muestras fueron ana-
lizadas por espectroscopia en un lector de ELISA (Labsyster Multiskan Ms) a 570
nm y la absorbancia se compard contra un control sin tratamiento para estimar el
potcentaje de viabilidad alcanzado con los tratamientos. Se emplearon controles
con DMSO al 0.2 % v/v para el vehiculo y células tratadas con 0.25 pg/mL de
paclitaxel como control positivo.

Se determind el valor de la concentracién inhibitoria 50 (IC, ), concentracion
necesaria para disminuir la viabilidad celular al 50 %, y con estos valores se de-
termino cuales extractos presentaron mayor efecto citotéxico en los cultivos ce-
lulares de ciancer de mama, asi mismo, se buscé una diferencia en la citotoxicidad
inducida sobre las células no tumorales.

2.5. Fraccionamiento de los extractos activos

Los extractos con mayor actividad citotoxica fueron estudiados con el fin de
mejorar su actividad citotdxica al obtener a los compuestos activos con mayor
pureza. Se evaluaron distintas estrategias de fraccionamiento, que incluyen desde
la separacion de las estructuras de la planta (tallos, hojas, raices, corteza) hasta
la aplicacién de estrategias como la crioprecipitacion o el fraccionamiento por
cromatografia en columna.

2.6. Caracterizacion de las fracciones activas

Las fracciones con actividad citotéxica fueron evaluadas mediante diversas
técnicas, que incluyen espectroscopia FT-IR y UV-Vis, cromatografia en capa
fina (TLC) acoplada a diversos sistemas de revelado, cromatografia liquida con
detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD) y cromatografia liquida con detector
de masas (HPLC-MS).

2.7. Desarrollo de sistemas de nanoencapsulacion

Se generaron diferentes sistemas para la nanoencapsulacion de fitofarmacos,
incluyendo liposomas, nanoparticulas poliméricas, nanoparticulas sélidas lipidi-
cas y acarreadores lipidicos nanoestructurados; para ello se estudiaron diferentes
componentes y metodologias de sintesis.
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La incorporacion de los fitofarmacos a los sistemas de nanoencapsulacion
fue similar en la mayoria de los procesos (Figura 4). De manera general, las me-
todologfas consisten en la mezcla de 2 fases: una organica y otra acuosa, donde
la fase organica contiene al polimero (o lipido), al fitofarmaco y a un disolvente
organico; mientras la fase acuosa contiene agua y uno o mas surfactantes. Ambas
fases se mezclan en agitacion mecanica y posteriormente se elimina el disolven-
te a temperatura ambiente, en rotavapor o mediante el proceso de secado por
aspersion. Finalmente, se llevan a cabo los procesos de purificacion respectivos.

Fase orginica

Polimero o lipido
Fitofarmaco

Dizolvente organico Evaporacion

4 7\ del disolvente Punificacion

——

Fase acuosa
Agua
Surfactante(s)

Figura 4. Metodologfa general empleada para la incorporacion de los fitofarmacos

a los sistemas de nanoencapsulamiento.

La caracterizacién de las particulas obtenidas se llevd a cabo evaluando el
tamafio de particula mediante microscopia electronica de barrido y dispersion de
luz dinamica, la complejidad de la técnica de sintesis, la estabilidad de las particu-
las a través de la determinacion del potencial zeta, la eficiencia de atrapamiento
de los fitofarmacos cuantificada por espectroscopia UV-Vis o HPLC-DAD, la
tasa de liberacién en PBS a 37 °C cuantificada por espectroscopia UV-Vis o
HPLC-DAD, la reproducibilidad, el rendimiento y la factibilidad teérica y practi-
ca del escalamiento del proceso.

3. Resultados y discusion
3.1. Seleccion de las especies vegetales a emplear

Se estudiaron las partes aéreas de la hierba del cancer (Cuphea aequipetala Cav.),
la hierba del sapo (Eryngium comosum F. Delaroche) y el muicle (Justicia spicigera
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Schult.), la corteza de la raiz de cancerina (Sewialarium mexicanum (Miers) Mennega),
la corteza del tronco del cuachalalate (Hypopteryginm adstringens Schitdl.), la parte
foliar del arbol de tejocote (Crataegus gracilior ].B. Phipps) y toda la estructura del
aranto (Kalanchoe daigremontiana Raym.-Hamet & H. Perrier).

Se obtuvieron extractos en disolventes de diferentes polaridades, obtenien-

do los mejores resultados de citotoxicidad con las especies presentadas en la
Tabla 2.

Tabla 2. Valores de IC50 de los extractos que presentaron mejor actividad citotéxica contra

células de cincer de mama

Disolvente IC,,a72h
Nombre Nombre en el que se
comun cientifico obtuvo el MDA- MCFE7 MCF 10A
extracto MB-231

Muicle Justicia spicigera Fter de petrileo | 26.3 pg/ml | 64.7 ug/ml | 52.0 pg/ml
Schitdl.

Tejocote Crataegus FEter de petrileo | 49.4 ug/ml | 45.4 ug/ml | 44.7 pg/ml
gracilior
J-B.Phipps

Cancerina | Semialarium | Eter de petroleo | 56.6 ug/ml | 75.8 ug/ml | 66.8 ug/ml
mexicanum
(Miers)
Mennega

Aranto Kalanchoe Etanol 18.53 pg/ml 25.00 pg/ml
daigremontiana
Raym.-
Hamet & H.
Perrier

Dos de las especies vegetales estudiadas han sido evaluadas a mayor profundi-
dad, realizando ensayos de fraccionamiento para mejorar la actividad biol6gica de
sus extractos citotoxicos, estas son: la cancerina y el aranto. El tejocote y el mui-
cle pudieran ser evaluados en el futuro, sin embargo, es importante sefialar que
el extracto de muicle indujo citotoxicidad en células del sistema inmunolégico
(PBMC, determinado por el ensayo WST-1), lo que sugiere que probablemente

no sea adecuado para su uso en humanos.
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3.2. Fraccionamiento y caracterizacion de los extractos citotoxicos
con potencial uso en el tratamiento de cincer de mama

3.2.1. Extracto de cancerina en éter de petrdleo

El extracto de cancerina fue caracterizado quimicamente y fraccionado por
crioprecipitacién, generando 2 fracciones altamente citotéxicas y una fraccion
que induce proliferacion de las células tumorales, que limitaba la actividad cito-
toxica del extracto crudo. La citotoxicidad de las fracciones activas fue selectiva
para las células de cancer de mama, en comparaciéon con las células de tejido
mamario sano (MCF 10A) y las células del sistema inmune (PBMC). Estas frac-
ciones tienen un alto potencial para el desarrollo de fitofarmacos para tratar el
cancer de mama. En ambas fracciones se identificé a la pristimerina como el
compuesto predominante, ambas fracciones generaron valores de IC, cercanos
a 4 ng/mL en las células tumorales tras 72 h de tratamiento, y presentaron ren-
dimientos similares (Maldonado-Cubas et al., 2018). Dado que ambas fracciones
tienen actividad similar y patrones cromatograficos similares, ambas fracciones
fueron combinadas para incrementar el rendimiento global del fitofarmaco, el
pool de estas fracciones gener6 valores de IC_ de 9.1y 10.5 pug/mlL. para las célu-
las MDA-MB-231 y MCF7, respectivamente, tras 72 h de tratamiento.

La pristimerina se identificé por HPLC-DAD a 420 nm con un tiempo de reten-
ci6én de 24.435 min. La pristimerina es un compuesto predominante, con el mayor
porcentaje de area bajo la curva en las 2 fracciones activas del extracto en éter de
petroleo de cancerina. La pristimerina inhibe la proliferacion celular 7z vitro e in vivo,
la angiogénesis y los procesos metastasicos, induce efectos en el ciclo celular, la
apoptosis, la actividad del proteasoma y en la generacion de especies reactivas de
oxigeno, asi como en las vias NF-»B, AKT/mTOR y MAPK/ERK [25].

3.2.2. Extracto de aranto en etanol

El extracto de aranto fue positivo para bufadiendlidos en ensayos de TLC.
Este se obtuvo inicialmente usando la planta completa, en un segundo estudio,
la planta fue separada en tallos, hojas y raices y cada uno de estos extractos fue
evaluado individualmente. El extracto etandlico de la raiz de aranto presentd la
actividad citotoxica mas alta. No se observé citotoxicidad para las células del
sistema inmune (PBMC), por lo que esta fraccioén tiene un alto potencial para el
desarrollo de fitofarmacos para tratar al cancer de mama.
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En el extracto etandlico de la raiz de aranto se identificaron tentativamente
pot HPLC/MS los bufadiendlidos: kalandaigremosido y 38,58,11a,148,19-pen-
tahidroxi-12-oxo-bufa-20,22-dienolido, con valores de m/z de 475.231891 y
493.133433, ambos compuestos fueron previamente identificados en extractos
acuosos de la raiz de aranto (K. daigremontiana) junto con otros bufadienélidos
[26]. Los bufadiendlidos tienen actividad citotoxica ante diferentes lineas celu-
lares cancerigenas. Se ha reportado que el género Kalanchoe contiene potentes
bufadienélidos, como son la bersaldegenina-1, 3, 5-ortoacetato y briofilina B que
poseen actividad citotdxica [27].

3.3. Desarrollo de sistemas de nanoencapsulacion de fitofirmacos
3.3.1. Sistemas de nanoencapsulacion para el fitofirmaco derivado de cancerina

Se evaluaron diversos sistemas de liberaciéon de farmacos, incluyendo nano-
particulas sélidas lipidicas (diametro hidrodinamico de 270 nm), acarreadores
lipidicos nanoestructurados (diametro hidrodinamico de 15 nm), nanoparticu-
las poliméricas de policaprolactona obtenidas por nanoprecipitaciéon (diametro
hidrodindmico de 200 nm) y nanoparticulas poliméricas de acido polilactico
co-glicélico obtenidas mediante secado por aspersion (500 nm) y por nanopre-
cipitaciéon. Se evaluaron los efectos de las variables de sintesis sobre el diametro

hidrodinamico y el potencial Z.
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Figura 5. Didmetro hidrodinamico de las nanoparticulas cargadas
con el fitofairmaco de cancerina.
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Las particulas obtenidas por nanoprecipitacion, empleando acido polilactico
co-glicélico, presentaron caracteristicas adecuadas de tamafio y estabilidad. Las
particulas obtenidas, con el extracto incorporado, mostraron un diametro hidro-
dinamico de 100 nm (Figura 5) y un potencial Z de -20 mV. Almacenadas a 4 °C
permanecieron estables durante el periodo evaluado (30 dias). En una propor-
cién 1:1 polimero vs fitofarmaco mostraron una eficiencia de encapsulamiento
de 50 % m/m.

Se evalu6 la tasa de liberacién en PBS pH 7.4, a 37 °C, en agitacién, durante 1
mes. No se evidenci6 liberacion de la pristimerina en el tiempo evaluado, proba-

blemente por su naturaleza hidrofébica.
3.3.2. Sistemas de nanoencapsulacion el fitofarmaco derivado de aranto

Para la generar nanoparticulas cargadas con los fitofarmacos de aranto se
selecciond inicialmente secado por nanoaspersion, las particulas mostraron un
diametro medio de 450 nm (mayor al requerido). Adicionalmente, se desarrolld
una metodologia para la sintesis de nanoparticulas a base de gelatina y 1,1-carbo-
nildiimidazol, empleando el método de desplazamiento de solventes modificado.
Este sistema usa reactivos economicos y biocompatibles; el tamafio de particula
y el potencial Z, son modulables; la sintesis es reproducible y es escalable. Fue
posible obtener particulas con didmetro hidrodindmico menor a 20 nm y valores
de potencial Z cercanos a 0 mV, con tamafio de particula estable por al menos
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Figura 6. Cinética de liberacion del fitofirmaco obtenido de aranto.
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30 dias a 4 °C, estas caracteristicas las hacen apropiadas para su accion farma-
colégica en el tratamiento del cancer de mama. El fitofarmaco de aranto fue
incorporado en las nanoparticulas obteniéndose una eficiencia de encapsula-
miento de 40 % m/m, determinada por espectroscopia UV-Vis. Se evalud la tasa
de liberacién en PBS pH 7.4, a 37 °C, en agitacion, durante 1 mes (700 horas). La
cinética de liberacion esta descrita por la grafica que se presenta en la Figura 6. Se
observa que la liberacién ocurre a una mayor tasa durante las primeras 72 h, pos-
teriormente, la tasa de liberacién baja, alcanzandose una meseta a las 500 horas
(20 dias). Tras este tiempo, s6lo el 50 % del fitofarmaco atrapado fue liberado de

las nanoparticulas.
3.4. Evaluacion de Ia citotoxicidad de los fitofirmacos nanoencapsulados

Las nanoparticulas cargadas con los fitofarmacos fueron estudiadas en las
lineas celulares de cancer de mama MDA-MB-231 y MCF7 a 72 h.

La administraciéon del fitofarmaco de cancerina de manera nanoparticulada
5, (ver tabla 3). En las células MCF7, el
IC,, de las nanoparticulas fue de 4.28 pg/ml., mientras que para la linea celular
MDA-MB-231 se encontré un IC, de 3.83 ug/ml..

generd la reduccion de los valores de IC

Tabla 3. Valores de 1C50 para el fitofirmaco de cancerina libre y encapsulado.

IC,,a72h
Tipo celular Prueba ED
P (ng/mL)
Fitofarmaco de cancerina (Sewzialarium 9.1
MDA-MB-231 mexicanuni) '
Nanoparticulas poliméricas con carga de
, 3.83
fitofarmaco
Fitofarmaco de cancetina (Semialarium 105
MCF7 mexcicanuni) )
Nanoparticulas poliméricas con carga de
) 4.28
fitofarmaco

Las particulas cargadas con el fitofarmaco de aranto fueron citotéxicas para
las células derivadas de cancer de mama, el efecto del fitofarmaco se vio poten-

ciado al administrarse en una nanoparticula. Los valores de 1C_; se presentan en
la Tabla 4.
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Tabla 4. Valores de IC50 para el fitofarmaco de aranto libre y encapsulado.

Tipo celular Prueba IC,,a72h
(ng/mL)
Fitofarmaco de aranto (Kalanchoe 1721
MDA-MB-231 daigremontiana) '
Nanoparticulas poliméricas con carga de
. 10.97
fitofarmaco
Fitofarmaco de aranto (Kalanchoe
. . 18.71
MCF7 daigremontiana)
Nanoparticulas poliméricas con carga de
, 13.74
fitofarmaco

La nanoencapsulacion de los fitofarmacos mejord el efecto citotdxico de es-
tos, reduciendo los valores de IC_ en un 60 %. Con valores que, de acuerdo con
el Instituto Nacional de Cancer de Estados Unidos (NCI, USA), evidencian su
potencial aplicacion para el desarrollo de medicamentos contra el cancer [28].

4. Conclusiones

Hemos desarrollado dos nanofarmacos que causan la muerte de las células de
cancer de mama por apoptosis y que cumplen criterios internacionales que su-
gieren su potencial aplicacion en el tratamiento del cancer de mama (NCI, USA).
Estos nanofarmacos estan disefiados para dirigirse de manera especifica a los tu-
mores mamarios y ejercer su efecto terapéutico localmente, reduciendo con ello
la probabilidad de presentar efectos secundarios. Los nanofarmacos que hemos
desarrollado estan elaborados con materiales aprobados para su uso en huma-
nos por la FDA. Las metodologias de obtencién toman en cuenta rendimientos,
costos, inocuidad, reproducibilidad y escalabilidad de los procesos de obtencion.

En este estudio se ha demostrado nuevamente que las plantas poseen po-
tencial para generar productos con efectos biologicos significativos y que la
tecnologfa ayuda a generar procesos y productos de calidad. La combinacion
de la nanotecnologia con la fitofarmacologia promete resultados mejorados, al
ofrecer potenciar la accién farmacoldgica, tener un efecto dirigido a los 6rga-
nos blanco, la capacidad de desarrollo de medicina personalizada y la reinge-
nierfa de los productos.
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Son muchos los aspectos a considerar para el desarrollo de nanofitofarmacos
pero un trabajo colaborativo de especialistas en multiples areas puede dar lugar a
la generacion de productos exitosos, eficaces y seguros.

Actualmente, estos productos estan en ensayos preclinicos para evaluar su
seguridad en modelos animales.
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