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INTRODUCCION

El cancer representa un problema de salud de alta relevancia a nivel mundial, debido a que las tasas
de morbilidad y mortalidad atribuidas a tumores malignos son cifras en continuo crecimiento. Tan
solo en el 2020, la IARC (Agencia Internacional para la Investigacion del cancer) report6 casi 10
millones de muertes causadas por cancer alrededor de todo el mundo. Una cifra alta pese a todos los
esfuerzos por parte de las instituciones de salud para prevenir, diagnosticar y dar un tratamiento

oportuno.

Siendo el cancer de mama una de las neoplasias malignas de mayor relevancia, ya que de todos los
tipos de cancer ocupa el primer lugar de incidencia tanto en México como a nivel mundial. En México,

durante el 2020 se report6 una incidencia del cancer de mama del 15.3 % y una mortalidad del 8.8%.

Con la finalidad de disminuir estas cifras, actualmente la industria farmacéutica y la medicina moderna
han avanzado mucho en el disefio y desarrollo de nuevos farmacos antineoplésicos, asi como en la
optimizacion de los esquemas terapéuticos para el tratamiento de cancer de mama, tanto para etapas

tempranas como para etapas metastasicas.

Lamentablemente, en muchos de los pacientes la farmacoterapia con antineoplésicos fracasa debido
a la adquisicion de la resistencia a multiples farmacos, convirtiendo a pacientes que inicialmente
respondian a la quimioterapia en pacientes resistentes a la misma. En algunos de los casos, se han
empleado estrategias para revertir o disminuir la resistencia, como lo son el ajuste de dosis o el cambio
en el intervalo de dosificacion, asi como la combinacion del tratamiento estandar
(Paclitxel/Doxorrubicina) con otros agentes antineopldsicos, sin embargo, la resistencia persiste o

reaparece a pesar de las estrategias utilizadas.

Esta problematica ha estimulado el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas, los sistemas de
administraciéon de Farmacos (Por sus siglas en inglés DDS: Drug Delivery Systems), han sido una
estrategia prometedora durante los ultimos afios, estos sistemas han permitido mejorar los efectos

terapéuticos de moléculas ya eficientes para tratar todo tipo de enfermedades.

v



En el caso particular del cancer, las nanoparticulas solidas lipidicas (NSL) han surgido como una
estrategia prometedora. Las NSL estan constituidas por una matriz s6lida de lipidos que permite una
liberacion controlada de los farmacos, manteniendo asi concentraciones del farmaco por periodos mas
prolongados y permitiendo la entrega de los agentes antineoplasicos hasta la vecindad del
microambiente tumoral, superando de esta forma las barreras fisiologicas que dificultan la
administraciéon de farmacos a los tumores y también evadiendo algunos de los mecanismos de
resistencia de fArmacos. Sumado a esto, las NSL han demostrado ser mds seguras, mas estables y
baratas de producir en comparacién con otros nanosistemas, ademas de ser biocompatibles con el
medio ambiente, por lo que las NSL pueden ser una estrategia prometedora para el tratamiento del

cancer.

Partiendo de estos antecedentes, este proyecto tuvo como objetivo encapsular el farmaco
Doxorrubicina en un nanosistema de nanoparticulas soélidas lipidicas y evaluar su actividad
farmacoldgica en un modelo ortotopico de cancer de mama con metastasis a pulmon, todo esto con la

finalidad de buscar nuevas estrategias terapéuticas.
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1. MARCO TEORICO

1.1 | Cancer de Mama |

El cancer de mama sigue siendo un problema de salud que prevalece en todo el mundo y esto se ve
reflejado en sus tasas de incidencia y mortalidad, las cuales siguen en continuo crecimiento afio con
afio a pesar de los avances y esfuerzos para su prevencion, diagnodstico y tratamiento oportuno. Tan
solo en el 2020, los datos emitidos por la IARC indicaron que el cancer de mama es la neoplasia
maligna mas frecuente a nivel mundial representando el 11.7% de todos los casos nuevos de cancer
diagnosticados en ese afio, superando incluso las cifras de otras neoplasias malignas como el cancer

de pulmon, cancer de colon y cancer de prostata (IARC, 2020).

Aunado a esto, es importante destacar que aun cuando este tipo de cancer se presenta tanto a mujeres
como en hombres, la poblacion femenina sigue siendo la mas afectada. El cancer de mama se ha
convertido en la causa nimero uno de muerte en las mujeres a nivel mundial, registrando un total de

2 261 419 muertes a causa de esta enfermedad en 2020 (IARC 2020, Akram 2020).

Si bien estas cifras ponen al cancer de mama como una enfermedad potencialmente mortal para las
mujeres, las tasas de supervivencia de este tipo de céncer son muy diferentes entre cada pais,
mostrando de manera general que en los paises desarrollados la tasa de supervivencia estimada a los
5 afos oscila en un 80%, mientras que en los paises en desarrollo esta por debajo del 40% (Coleman,
2008). Esto se debe a que los paises en desarrollo presentan limitaciones tanto en recursos econdmicos

como en infraestructura para atender la enfermedad (Anderson, 2020).

Sumado a esto, el abordaje terapéutico del cancer de mama enfrenta dos desafios que ponen en riesgo
la efectividad de los tratamientos estandar utilizados actualmente en la clinica, uno de ellos es el
diagnostico en etapas muy avanzadas de la enfermedad, dejando a los pacientes en estadio metastasico
con pocas alternativas terapéuticas para eliminar a las células cancerosas. El segundo es la quimio
resistencia adquirida a los antineoplésicos, la cual convierte a pacientes que inicialmente respondian
a la quimioterapia en pacientes insensibles a la misma (Astudillo, 2010). Lo cual genera la necesidad
de investigar y desarrollar nuevas estrategias terapéuticas que nos ayuden a combatir esta enfermedad

tan compleja.



En el caso particular de México, el cancer de mama es una de las neoplasias malignas mas comunes
que afectan a las mujeres, ocupando el primer lugar de incidencia en nuestro pais y representando el
15.3% de todos los casos de cancer reportados. Sin embargo, durante los Gltimos afios el porcentaje
de mortalidad por cancer mamario en nuestro pais se ha incrementado, representando en el 2020 el

8.8% de las muertes causadas por cancer (IARC, 2020).

1.1.1

Los avances de la biologia molecular y la secuenciacion del genoma humano han permitido desarrollar

Clasificacion molecular del cancer de mama |

una clasificacion molecular que ha permitido conocer de manera mas precisa la heterogeneidad de la
enfermedad. Esta clasificacion agrupa a los tumores en funcidon de la expresion génica de los
receptores de estrogeno (RE), los receptores de progesterona (RP), el receptor 2 del factor de
crecimiento epidérmico humano (HER2) y el marcador de proliferacion Ki67. De esta forma el cancer
de mama se puede clasificar en cuatro subtipos, el siguiente esquema resume las caracteristicas

principales de cada uno de estos:

/ LUMINAL A \ / LUMINAL B \ /HERZ POSITIVO\ /TR]PLE NEG ATIVO\
RE (+), RP220, RE(+), RP(+/-), RE(-), RP(-), HER(+).
HER2(-), Ki67<20%. HER2(+4), Ki67>40%. BLAT St
1 respuesta a la Ki67>20%. | respuesta a ! respuesta.a
hormonoterapia | respuesta a hormonoterapi :
diccd " i hormonoterapia i L S
| indice de recaidas Irespuesta a la | res
5 L : puesta a la
| probabilidad de Trtfisrlr)llil:ts;:aailj qumuoterapla quimioterapia
metastasis o P Trespuesta a antiHER2 Irespuesta a la
| tasa de | indice de recaidas «> indice de recaidas imi i
! 2 quimioterapia
prO(I;flt:lr;ilon pm(_)li;'zsrzggn Itasa de proliferacién 1 indice de recaidas
Metastasis: hueso celular ; i u - ! probal’nhdz.ld N
_na——geral > N Metastasis: hueso, metéstasis
Z0 SVNC y Mvisceral o higado, pulmon y SNC. Metastasis: SNC,
; / \ / \ / K pulmén y hueso. /
INCIDENCIA 75-80% de todos los casos 15-30% de todos los casos 10-15% de todos los casos
PRONOSTICO BUEN PRONOSTICO BUEN/MAL PRONOSTICO _
| AGRESIVIDAD >

Figura 1. Clasificacion Molecular del cancer de mama: principales caracteristicas por subtipos. Modificada

de (Merino 2017, Alcaide 2021).



1.1.2 | Desarrollo de metastasis en cancer de mama |

La metastasis se desarrolla cuando las células cancerosas se desprenden del sitio donde se gener? el
tumor primario y se propagan a otras partes del cuerpo a través del torrente sanguineo o el sistema
linfatico formando nuevos tumores en otros 6rganos. De acuerdo con los ultimos datos reportados por
el INC (Por sus siglas en ingles NCI: National Cancer Intitute) de EE. UU, el 6 % de las pacientes con
cancer de mama son diagnosticadas de manera sincrénica con metéstasis en sitios distantes a la mama
(NOON, 2018). Las partes mas comunes del cuerpo donde el cancer de mama tiende a propagarse son
los ganglios linfaticos distantes, los huesos, los pulmones, el higado y el cerebro (Neuman 2015,

Patanaphan 1988, Chikarmane 2015, Lv 2022, Chen 2017, Wang, 2016).

Varios estudios recientes también han recopilado evidencia de que el fenotipo molecular del cancer
de mama determina el momento de aparicion, el patron de propagacion y el prondstico de la
enfermedad metastdsica. De manera general, los tumores luminales (RH-) tienen el mejor pronostico
de vida, presentando un patrén metastasico mayoritariamente a nivel dseo, aunque en proporciones
mas bajas también hacia la zona visceral y el sistema nervioso central (Whang, 2016). Por otro lado,
el tipo HER2 positivo a mejorado mucho su prondstico en los ultimos afios con el desarrollo de
anticuerpos monoclonales antiHER?2, disminuyendo la probabilidad de generar metastasis, en cuanto
a las metastasis mas frecuentes que suelen presentarse son en higado y hueso (Whang, 2016). Por
ultimo, el subtipo de cancer de mama triple negativo (CMTN) tiene mas probabilidad de generar
metastasis en el sistema nervioso central (SNC) y los pulmones, por lo que presentan el peor

prondstico de supervivencia (lv, 2022).

Asimismo, se ha encontrado que muchos factores relacionados con la edad pueden desempenar un
papel importante en la metastasis; incluida la acumulacion de dafio al ADN, la inflamacién crénica y
los cambios a nivel hormonal y la respuesta inmunitaria. Ademas de que los pacientes mas jovenes
tienen mas posibilidad de recibir quimioterapia, radioterapia y cirugia (Chen, 2017). En cuanto el
patron de metastasis, los pacientes de mayor edad tienen mas probabilidad de presentar metdstasis
hacia los pulmones, pero una menor probabilidad de presentar multiples sitios metastasicos en
comparacion con la poblacion joven y de mediana edad. Ademas, por los factores antes mencionados,

la poblacion mas joven presenta un mejor pronodstico de supervivencia (Chen 2017, Iv 2022).



Aunque la terapia del cancer ha tenido grandes avances en los ultimos afos, el abordaje terapéutico
del cancer de mama metastasico (CMM) atn tiene muchas limitantes y una baja efectividad para
destruir a las células tumorales, por lo cual aiin se asocia con una morbilidad y mortalidad sustanciales.
Tan sdlo el tiempo medio de supervivencia de los pacientes con CMM es de 18 a 24 meses, y las tasas

de supervivencia a 5 y 10 afios son bajas, del 27 % y 13 % respectivamente (Eng, 2016).

Es importante recalcar que la supervivencia a los 5 afios es diferente para cada uno de los subtipos
moleculares del cancer de mama. Como se reporta en la literatura, los canceres luminales son los que
tienen el mejor pronostico teniendo una supervivencia entre el 40 y el 80%. En el caso del subtipo
HER2+ la tasa de supervivencia se encuentra al rededor del 30%, un poco mas bajo que el de los
luminales, pero aun preservando un buen prondstico. Por el contrario, tenemos al cancer de mama
triple negativo el cual es el subtipo de peor prondstico y el mas agresivo de todos pues presenta una
tasa de supervivencia del 10%, lo cual nos indica que solo una de cada 10 mujeres con esta neoplasia

logra sobrevivir (Merino 2017, Alcaide 2021).

1.2 | Cancer de Mama Triple Negativo |

El CMTN representa entre el 10-20% de todos casos de neoplasias malignas en la mama, presentando
una mayor prevalencia en mujeres menores de 40 anos, afrodescendientes o que tienen una mutacioén

en el gen BCRATI (Alcaide 2021, MacDonald 2022).

Este subtipo se caracteriza por la nula o baja expresion de los receptores de progesterona, estrogeno y
el receptor 2 del factor de crecimiento humano, obteniéndose tres resultados negativos en las pruebas
inmunohistoquimicas. La carencia de estos receptores en las células tumorales ha convertido al CMTN
en uno de los tumores malignos con menos opciones de tratamiento, ya que, dentro de la clinica estos
receptores se emplean como blancos terapéuticos de muchos agentes antineoplasicos (Almansour,

2022).

La quimioterapia con agentes citotoxicos es la terapia que presenta mejores tasas de éxito
farmacoldgico para estos pacientes, sobre todo en estadios tempranos, algunos de los agentes mas
empleados incluyen a las antraciclinas (Doxorrubicina), los taxanos (Paclitaxel) y agentes alquilantes
(Ciclofosfamida). Por otro lado, el tratamiento en estadios avanzados incluye la utilizacion de
antimetabolitos (Gemcitabina y Capecitabina), inhibidores de microtibulos (Eribulina) y los

derivados del platino (Carboplatino) (Chang 2019, Almansour 2022).
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A pesar de que la quimioterapia presenta altas tasas de respuesta inicial en los pacientes de CMTN, el
90% de los casos adquiere resistencia farmacologica, convirtiéndose este factor en la principal causa

de falla terapéutica (Nedeljkovi¢, 2019).

Las caracteristicas particulares del CMTN culminan en un comportamiento clinico de la enfermedad
mas invasivo y agresivo en comparacion con los otros subtipos de cancer de mama, teniendo el peor
prondstico de todos (Dent, 2017). La tasa de supervivencia promedio de este subtipo es de
aproximadamente 10.2 meses con respecto a las terapias actuales disponibles, con una tasa de
supervivencia a los 5 afios de 65% en los casos de tumores regionales y del 11% en casos metastasicos
(Kohler, 2015). Del mismo modo, el riesgo de recurrencia y muerte del tumor es mas alta en estos
pacientes con respecto a los otros subtipos, ya que el tiempo de recurrencia promedio es de

aproximadamente 1.2 afios (Mersin, 2008).

Sumado a lo antes mencionado, el CMTN a menudo se asocia con malos resultados clinicos en los
pacientes debido al desarrollo de metastasis en 6rganos distantes principalmente al cerebro, los huesos
y los pulmones (Zeichner, 2016). El avance metastasico de la enfermedad hacia estos 6rganos
representa un desafio clinico significativo, ya que la metéstasis es la principal causa de muerte para la

gran mayoria de los pacientes de CMTN (Nguyen, 2007).

1.2.1 | Abordaje terapéutico del Cancer de Mama Triple Negativo|

El tratamiento actual del cdncer de mama involucra diferentes estrategias como lo son la terapia
dirigida, la terapia hormonal, la radioterapia, la cirugia y la quimioterapia. El enfoque terapéutico que
se le brinde a cada paciente dependera del estadio de la enfermedad y del subtipo molecular de cancer
de mama que esté presente (Akram, 2017). Por su relevancia con este estudio, a continuacion, se
presentan los tratamientos mayormente empleados en la clinica para tratar el cdncer de mama triple

negativo:



Tabla 1. Abordaje terapéutico actual del CMTN. (Waks & Winer, 2019)

TRIPLE NEGATIVO

ETAPAS NO
METASTASICAS
(ESTADIOS I, 11,

11I)

QUIMIOTERAPIA:

Todos los pacientes.
Esquemas:
Doxorrubicina/ciclofosfamida
Doxorrubicina/ciclofosfamida/paclitaxel

Docetaxel/ciclofosfamida

Via: Intravenosa

TERAPIAS NO FARMACOLOGICAS: Cirugia y radioterapia.

ETAPA
METASTASICA
(ESTADIO 1V)

Linea inicial de terapia

QUIMIOTERAPIA de agente unico:
TAXANOS: Paclitaxel o Docetaxel.

DERIVADOS DEL PLATINO: Carboplatino o
Cisplatino

ANTRACICLINAS:
Doxorrubicina o epiribicina

Via: Intravenosa

Lineas posteriores de terapia

QUIMIOTERAPIA de agente unico:
Capecitabina
Eribulina
Vinorelbina
Gemcitabina
Olaparib o talazoparib (si hay mutacion en la linea
germinal BRCA 1/2)

Vias: Intravenosa u oral.

TERAPIAS NO FARMACOLOGICAS: Cirugia y radioterapia.




1.2.1.1 | Doxorrubicina |
NH,

HO

OH o}

Figura.2 Estructura Quimica de Doxorrubicina (Drugbank, 2023).

La doxorrubicina es una antraciclina aislada de la bacteria Streptomyces peucetius var. caesius y se
utiliza para el tratamiento de varios tipos de cancer; incluidos los sarcomas de tejidos blandos y éseos,
los carcinomas de mama, ovario, vejiga y tiroides, y algunas leucemias como la leucemia linfoblastica

aguda y la leucemia mieloblastica aguda (Johnson, 2017).

La dosis terapéutica de este farmaco es de 60-75 mg/m? y se administra por infusion intravenosa en
ciclos de 21 dias, con una dosis maxima acumulada permitida de 550 mg/m?. Su biotransformacion
se da principalmente via hepatica y su eliminacion es por la bilis y la orina. Su tiempo de vida media

es de 20-48 h y tiene una union a proteinas plasmaticas de 74-76 % (Wellstein 2017, Drugbank 2023).

1.2.1.2 | Mecanismos de accion antitumoral de Doxorrubicina |

Hay dos mecanismos propuestos por los cuales la doxorrubicina actia en las células cancerosas; el
primero es la generacion de radicales libres que dafian las membranas celulares, el ADN vy las
proteinas. El segundo se da por la intercalacion de ésta en las cadenas de ADN produciendo una
inhibicion de la topoisomerasa II, afectando directamente la reparacion y replicacion del ADN. La

figura 3 esquematiza dichos mecanismos (Thorn 2011, Wellstein 2017):



Membrana celular
(AR LR AR

Citoplasma

Oxidacion de Doxorubicina a
su forma semiquinona

— Produccién de radicales
0 Doxorrubicina

libres que reaccionan con 0,.
A 0,+Fe

@ Formacion de especies
reactivas de oxigeno. Intercalacién de

— Doxorrubicina en el DNA.
v
Doxorrubicina w
semiquinona /

Formacidn y estabilizacion del

L}
LemmATEITeaL
- Al

........ ' complejo DOX-TOP2-ADN.

| .., TteEstrés oxidativo

/ Nicleo
Inhibicién de la

= actividad de la TOP2
Dafio ala
membrana celular r' -
" N
Dafio al IIIIIIII \ jnox’ ‘l
DNA N XS
..
Muerte celular por Apoptosis &

LT
........

Figura 3. Mecanismos de accion de la doxorrubicina en la célula cancerosa. Modificada de (Thorn 2011,

Wellstein 2017). Elaborado en Biorender.

Por otro lado, la doxorrubicina se asocia con una cardiotoxicidad significativa, produciendo
miocardiopatias e insuficiencia cardiaca congestiva, estos efectos toxicos son dependientes de la dosis
y son acumulativos. Algunos otros efectos adversos relacionados con este farmaco incluyen;
mielosupresion (leucopenia, trombocitopenia y anemia), fatiga, alopecia, nduseas, diarrea y vomitos
(Wellstein, 2017).

Debido a la toxicidad que presenta la doxorrubicina se han desarrollado diferentes vehiculos para

poder transportar el farmaco sin causar tanta toxicidad. Una de las estrategias que se ha explorado en

la ultimas década es el uso de las nanoparticulas.



1.3 | Nanoparticulas solidas lipidicas |
La nanomedicina es una de las 4reas de la ciencia con mayor crecimiento en la actualidad y esto puede
verse reflejado en todos los nanosistemas de liberacion de farmacos que se han desarrollado en los

ultimos afios, los cuales prometen revolucionar las terapias convencionales de un gran niimero de

enfermedades (Rojas, 2016).

Una de las aplicaciones mas relevantes, es la utilizacion de estos nanosistemas como nanocarreadores
de farmacos antineoplasicos para la terapia del cancer. Ya que, debido a sus propiedades y estructura
quimica, nos permiten transportar una gran variedad de moléculas hasta la vecindad de las células
tumorales, manteniendo una liberacion controlada del farmaco e incrementando la biodistribucion del
mismo, teniendo como consecuencia una mayor eficacia terapéutica e incluso pudiendo evitar algunos

mecanismos de resistencia que se presentan durante la terapia con antineoplasicos (Rojas, 2016).

En las ultimas décadas han surgido nuevas generaciones de nanoparticulas a base de lipidos de las
cuales destacan los liposomas y las Nanoparticulas so6lidas lipidicas (NSL). Las NSL aun se
encuentran en una etapa temprana de desarrollo, sin embargo, los estudios preclinicos que se han
realizado han mostrado que esta nueva generacion de nanoparticulas presenta mejor estabilidad,
menor toxicidad y mayor eficiencia de encapsulacion que los liposomas, convirtiéndose en la nueva

promesa farmacologica dentro de la terapia del cancer (Thi, 2021).

1.3.1 | Estructura y caracteristicas de las NSL |

Las nanoparticulas solidas lipidicas han surgido como posibles sistemas de administracion de
farmacos, incorporando al campo biomédico y terapéutico, un nanosistema portador y protector con
la capacidad de transportar una gran variedad de moléculas, tanto hidrofilicas como hidrofébicas,

pudiéndose dirigir hacia diferentes sitios diana para tratar una gran cantidad de enfermedades (Scioli

2020, Musielak 2022).

Las NSL son particulas coloidales de tamafio submicrén de entre 50 a 1000 nm de didmetro y estan
constituidas por una matriz de lipidos s6lidos cristalinos y algunos tensoactivos, componentes que les
confieren la capacidad de acomodar fArmacos y moléculas entre sus cadenas de acidos grasos ya sea
en el interior del nucleo lipidico o sobre su superficie. Sus formas son variadas, pueden ser esféricas,
elipsoidales planas o en forma de disco. A si mismo, su carga superficial estad determinada por sus

constituyentes y el pH del medio circundante (Scioli 2020, Bayon 2019).



NSL Lipido sélido
Tensoactivo

Figura 4. Estructura fundamental de las NSL. Modificado de Scioli, 2020.

Para obtener formulaciones de NSL de alta calidad es necesario determinar la proporcién adecuada
de los componentes lipidicos, los cuales deberan ser seleccionados teniendo en cuenta la naturaleza
del farmaco que se va a incorporar, ya que la molécula incorporada debe solubilizarse en la matriz
lipidica para tener una buena eficiencia de encapsulacion. Las sustancias mas utilizadas para formar
el nucleo lipidico son glicéridos (mono-, di-, tri-), &cidos grasos, alcoholes grasos y ceras, los cuales
son biocompatibles ya que se degradan enzimaticamente en componentes naturales que se encuentran
en el cuerpo humano. Ademas, su punto de fusién estd por encima de la temperatura fisiologica

permaneciendo solidos y estables tras su administracion en el organismo (Bayon, 2019).

Las formulaciones de NSL estan compuestas por dos fases inmiscibles: la fase acuosa y la fase oleosa;
por lo que es necesario utilizar tensoactivos (o surfactantes) para estabilizar toda la estructura, incluso
en algunos casos es necesario utilizar co-surfactantes. La utilizaciéon de estas sustancias evita la
agregacion o coalescencia de las nanoparticulas, estabilizandolas electrostatica y/o estéricamente.

(Scioli 2020, Musielack 2019).

En cuanto a su sintesis, el método de preparacion de las NSL es sumamente importante para obtener
una estructura y estabilidad adecuada. Su preparacion requiere necesariamente transferir energia al
sistema para poder generar particulas muy pequefias y estables en ambientes acuosos. La energia
puede ser proporcionada por distintos métodos descritos exhaustivamente en la literatura como:
homogenizacion a altas presiones o velocidades, sonicacion, homogenizacion en frio o caliente y la

emulsificacion (Scioli 2020, Bayon 2019).

10



1.3.2 | Caracterizacion fisicoquimica de las NSL |

Posterior a la sintesis de las NSL es indispensable efectuar la caracterizacion fisicoquimica del

nanosistema obtenido, esto con la finalidad de evaluar su estabilidad y la cinética de liberacion del

farmaco incorporado a la matriz lipidica, siendo este proceso un estandar de calidad que nos permite

predecir el comportamiento quimico de la nanoformulacion. En este contexto, los parametros minimos

necesarios para evaluar la calidad de NSL incluyen el tamafio de particula, el potencial zeta, el grado

de cristalinidad, el perfil de liberacion del fdrmaco, la eficiencia de encapsulacion y la morfologia

superficial (Duan 2020, Parhi 2012).
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Figura 5. Parametros minimos requeridos para la caracterizacion fisicoquimica de NSL y sus principales

técnicas para medirlos. Modificado de (Mishra 2018, Sastri 2020, Duan 2020, Parhi 2012).
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1.3.3 | NSL Cationicas |

Las nanoparticulas solidas lipidicas cationicas (¢cNSL) son un subgrupo de NSL que poseen sobre su
superficie una carga neta positiva, la cual es resultado de la utilizacién de tensoactivos o lipidos
i6nicos con grupos estructurales cargados positivamente (Silva, 2019). Algunos de los lipidos mas
utilizados en este tipo de nanoformulaciones son el Bromuro de dimetildioctadecilamonio (DDAB) y

el 1,2-dioleil-3-(trimetilamonio) propano (DOTAP) (Bondi, 2010).

Las cNSL se consideran uno de los nanosistemas mads eficientes para la entrega de farmacos
hidrofilicos y moléculas de material genético poco solubles en agua, teniendo un alto potencial para
administrar genes para tratar una gran variedad de enfermedades. La carga superficial positiva de las
cNSL puede mejorar las interacciones célula-particula y particula-proteina, debido a que las NSL
cationicas tienen una mayor afinidad con las membranas celulares y las proteinas séricas por las cargas

negativas que presentan estas sobre su superficie (Silva 2019, Mandonca 2019).

Al igual que las NSL convencionales las cNSL deben ser caracterizadas para asegurar que cumplen
con las caracteristicas fisicoquimicas adecuadas para ser empleadas como sistemas de administracion.
Primordialmente se debe determinar la eficiencia de carga de los fArmacos y/o del material genético
que se desean transportar. Asi mismo, es fundamental determinar el tamafio de particula y el potencial
Z, puesto que las cNSL deben tener un tamafio < 200 nm para tener una internalizacion celular 6ptima
y una carga superficial neta positiva entre los 30 a 60 mV para asegurar la interaccion electrostatica
con el material genético que se transporta y posteriormente con las membranas celulares a las que se

busca que estas lleguen (Bondi, 2010).

Se ha reportado que aunque las ctNSL pueden tener una beneficiosa aplicacion terapéutica en distintas
enfermedades, los lipidos catidonicos que se emplean para su sintesis estan asociados a un grado
moderado de toxicidad, por lo que en su desarrollo y uso se recomienda determinar la concentracion
Optima para tener el minimo grado de toxicidad posible en la nanoformulacion sobre todo si esta se
planea administrar a un modelo in vivo, en la literatura se recomiendan concentraciones de lipidos

cationicos entre 0.3 a 0.6% dentro de las nanoformulaciones (Bondi, 2010).
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1.3.4 | Ventajas y desventajas de las NSL como DDS |

Tabla 2. Principales ventajas y desventajas de las NSL como sistemas de administracion de farmacos.

(Ghasemiyeh 2018, Scoli 2020, Bayon 2019).

e (Capacidad para incorporar y transportar una gran variedad de agentes terapéuticos.
e Disminuyen la toxicidad y efectos adversos de los farmacos.
e Alta estabilidad fisica y quimica.
e Aumento de la biodistribucion y biodisponibilidad de los farmacos (Mayor tiempo en
circulacion de los farmacos y un efecto terapéutico prolongado).
e Pueden abordar los problemas de resistencia farmacologica de maneras indirectas.
% e Proporcionan un perfil de liberacion controlada y sostenida de los farmacos
?ﬁ e Baja toxicidad (su sintesis es posible sin utilizar disolventes organicos).
E e Produccion simple y econdmica (rentable a gran escala).
> o Sistemas lipidicos biocompatibles y biodegradables.
e Incrementan la solubilidad y estabilidad de las moléculas incorporadas.
e Aumentan la permeabilidad de las moléculas en la barrera hematoencefalica.
e Amplia diversidad de vias de administracion: oral, rectal, nasal, ocular, parenteral,
intravenosa, entre otras.
e Se pueden emplear para tratar una amplia gama de enfermedades.
e Mejoramiento de la permeabilidad de los farmacos y la retencion en tejidos.
e Posibilidad de expulsion de farmaco encapsulado durante el tiempo de almacenamiento.
Q e Alta polidispersidad de algunas preparaciones de NSL.
2 e Crecimiento del tamafio de particulas durante el tiempo de almacenamiento.
E e Al ser dispersiones de lipidos, contienen grandes cantidades de agua.
% e Falta de estudios clinicos de su uso.
g e Baja eficiencia de carga de algunos farmacos hidrofilicos.
e Laacumulacion de lipidos en el higado y bazo pueden causar alteraciones patologicas.
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1.3.5 | Estado actual de los nanosistemas en el ambito clinico|

En la década de 1990, la FDA aprobo por primera vez un nanosistema para su uso clinico hecho a
base de liposomas con doxorrubicina encapsulada, actualmente es comercializado como Doxil® y es
utilizado para el tratamiento de cancer de mama ovarico y metastasico, asi como algunos tipos de
mieloma. A partir de ese momento hasta la fecha, la FDA a aprobado alrededor de 50
nanoformulaciones, siendo las hechas a base de nanoparticulas lipidicas las que encabezan dicha lista
(Anselmo, 2019). En el caso particular de las NSL, su desarrollo aun se encuentra en fases preclinicas
de investigacion, sobre todo en fases I y II, lo cual nos indica que las NSL muy probablemente se
convertirdn en una nueva generacion de sistemas de administracion de fdrmacos con multiples

aplicaciones en el &mbito clinico.

Tabla 3. NSL en fases clinicas de investigacion para su uso en humanos. Modificado de Abdel, 2022.

Tipo de Farmaco o intervencion e . Estatus/Afio
Indicacion terapéutica .
Nanosistema (Via Administracion) (Pais)
Oxiconazol ) Fase 1:2020
NSL ) Tifia corporal. )
(Tépica: Gel) (Egipto)
Tumores malignos so6lidos recidivantes, linfomas,
Durvalumab ) Fase 1:2018
NL-RNAm cancer de mama triple negativo, cancer
(Intravenosa: inyectable) ] ) (EE.UU.)
cervicouterino, cancer de cabeza y cuello.
Durvalumab Tumores malignos solidos, linfomas y cancer de Fase 2:2022
NL-RNAm ) )
(Intravenosa: inyectable) ovario. (EE. UU.)
mRNA-127
Fase:1 2020
NL-RNAm (Intramuscular: Vacuna contra la infeccion del SARS- CoV-2
) (EE. UU.)
inyectable)
Oligonucleotido de ARN . ) Fase:2 2018
. Tumores solidos avanzados, tumores pancreaticos, )
NL-siRNA (siRNA) dirigido a MYC ) ) (Singapur &
) cancer de higado y mieloma multiple.
(Intravenosa: inyectable) EE. UU.)
SiRNA dirigido al gen Pacientes con cancer colorrectal, de pancreas,
. . Fase 1:2018
NL-siRNA PLK1 gastrico, de mama, de ovario y de es6fago con
) ) ] (EE. UU.)
(Intravenosa: inyectable) metastasis hepatica.
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2. PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA/JUSTIFICACION

La falta de opciones terapéuticas efectivas para tratar el cancer de mama de pacientes en estado
metastasico avanzado o con resistencia a la quimioterapia, hace a esta enfermedad un problema de
salud dificil de abordar. Como consecuencia de esto, las tasas de incidencia y mortalidad de este tipo
de céncer incrementan cada afio, lo cual ha generado la necesidad de desarrollar nuevas terapias que
ayuden a combatir las células cancerosas. En ese sentido, las NSL se han convertido en una estrategia
farmacologica prometedora para administrar antineopldsicos, ya que mejoran las propiedades
farmacoldgicas de los fdrmacos que transportan. Es un hecho que esta tecnologia estd en pleno
desarrollo, por lo cual hay pocos estudios preclinicos que recopilen informacion relevante sobre su
eficacia para disminuir o retardar la metéstasis pulmonar que se deriva del cancer de mama, algo que
comunmente se presenta en el ambito clinico para este tipo de cancer. Es a partir de esto, el interés de
este proyecto de desarrollar un nanosistema de NSL que encapsule unos de los firmacos de primera
linea para tratar el cancer de mama como lo es la Doxorrubicina, teniendo como finalidad evaluar su
potencial como tratamiento farmacoldgico para disminuir o retardar la progresion tumoral en un

modelo in vivo de cancer de mama con metdstasis pulmonar.
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3. HIPOTESIS

La Doxorrubicina encapsulada en un nanosistema de nanoparticulas solidas lipidicas como
tratamiento farmacologico, disminuird la metastasis pulmonar derivada del cancer de mama en un

modelo preclinico.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Desarrollar una formulacién de nanoparticulas sélidas lipidicas con doxorrubicina utilizando la
técnica de homogenizacion a altas velocidades y evaluar su actividad farmacoldgica para disminuir la

metastasis pulmonar en un modelo in vivo.

4.2 Objetivos Particulares

1.- Realizar la caracterizacion fisicoquimica de las nanoformulaciones de Dox-NSL a partir de la
determinacion del tamaio de particula, el indice de polidispersion, el potencial zeta y la eficiencia de
encapsulacion para su posterior aplicacién en modelos preclinicos.

2.- Efectuar un ensayo de hemocompatibilidad de las formulaciones de Dox-NSL para comprobar su
seguridad biologica en modelos animales.

3.- Implementar un modelo in vivo de metéstasis pulmonar en ratones NOD/SCID a partir de la linea
celular de cancer de mama MDA MB 231, para la evaluacion de la actividad farmacolédgica del
nanosistema de Dox-NSL.

4.- Evaluar el efecto antitumoral del nanosistema de Dox-NSL en un modelo animal de metastasis
pulmonar por medio de la determinacion del volumen tumoral y el seguimiento de la pérdida de peso.
5.- Evaluar la actividad farmacoldgica de las nanoformulaciones de Dox-NSL sobre la disminucion

de la metastasis pulmonar a través de fluorescencia cercana al infrarrojo.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Reactivos y materiales

El Pluronic® F127 (F127), el Acido estearico (AE), el clorhidrato de Doxorrubicina (DOX-HCI)), el
Bromuro de dimetildioctadecilamonio (DDAB) y el Matrigel® fueron obtenidos de Sigma Aldrich
(Saint Louis, Misuri, EE. UU.). El Compritol® 888 ATO fue una donacioén del laboratorio Gattefossé
(Saint Priest, Francia). La Acetona >99.5% (J.T. Baker®) y el alcohol etilico absoluto anhidro (94.0-
96.0% J.T. Baker®) se adquirieron de Thermo Scientific (Massachussets, EE. UU.). El marcador
IRDye® 800CW-RGD fue adquirido de LI-COR Biosciences (Lincoln, Nebraska, EE. UU.). El agua
desionizada (18.2 MQ; 25°C) se obtuvo mediante un sistema MilliQ de la compafia Merck Millipore
(Saint Louis, Misuri, EE. UU.).

5.2 Elaboracion de NSL cargadas con doxorrubicina.

Antes de la preparacion de las NSL, el clorhidrato de Doxorrubicina (Dox-HCl) se transformé en la
base hidrofébica. Para ello, se disolvieron 10 mg de Dox-HCl en 5 mL de DMSO y 500 pL de
trietanolamina con agitacion constante durante toda la noche. Posteriormente con un embudo de
separacion se agrego6 una disolucion 1:1 de diclorometano/agua y se recuperd la fase de diclorometano
con DOX base. Para la formulacion de las NSL, se realiz6 una emulsion de aceite/agua (O/W), la
composicion de la formulacion se muestra en la tabla 4. La homogenizacion de ambas fases se realizo
a una temperatura de trabajo de 75-80°C con un ULTRA-TURRAX ® (T25 Digital Disperser, IKA
Works) a 15,000 rpm por 10 minutos. Posteriormente se llevd a cabo un segundo ciclo de agitacion
de 10 min a temperatura ambiente. El firmaco no encapsulado se eliminé por diélisis en PBS durante
6 horas con tubos de dialisis SPECTRA/POR (8000 kDa) y se almacend a 4°C para su posterior uso.
Para la preparacion de las nanoparticulas blanco se realizé la misma metodologia antes mencionada

omitiendo la adicion del firmaco durante la preparacion de la fase oleosa.

Tabla No. 4 Composicion quimica de formulaciones de NSL vacias y con doxorrubicina.

Reactivo Cantidades en la formulacion (%m/m)
AE 0.1%
COMPRITOL 1.5%
DDAB 0.4%
F127 1%
Doxorrubicina Img/mL

17



5.3 Caracterizacion de formulaciones de NSL

5.3.1 Analisis macroscopico de nanoformulaciones.

Para la observacion y clasificacion macroscopica de las formulaciones se sigui6 el siguiente diagrama

de flujo para caracterizar visualmente las dispersiones de NSL obtenidas:

(Seasientan
las

"\ particulas? J/
SI l NO
Particulas grandes o
pequefias pero densas.
(Enqué  \_ No asientan con el tiempo Partlcglas peqL‘Jen’as- .
tiempo se > tamafio submicrdnico
“\._  asientan? yd (200-1000 nm)
Min o menos I Mas de una hora

Particulas Particulas muy pequefias o particulas
extremadamente grandes de densidad igual al medio de

grandes o densas. suspension.

(El sobrenadante
es claro o
ligeramente

~ turbio?

Claro | Ligeramente turbio

!

No hay particulas submicrénicas o
su concentracion es baja

5.3.2 Determinacion del tamano de particula, indice de polidispersion v potencial Z.

Para evaluar el tamaio de particula (TP), el indice de polidispersion (PDI) y la potencial zeta (PZ) de
las formulaciones se us6 el instrumento Nanoparticle Size Analyzer 90 plus (Holtsville, New York,
EE. UU.).

Tamario de particula e indice de polidispersion: Las muestras fueron diluidas para su analisis 1:100
y se leyeron a temperatura de 25 °C, viscosidad de 0.890 cP, indice de refraccion de 1.33, un angulo
de 90°. Para comprobar el correcto funcionamiento del equipo previamente a la lectura de las muestras

se ley6 un estandar con un tamano de particula de 92 + 3 nm (Duke Scientific®).
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Potencial z: Las muestras fueron diluidas para su andlisis 1:50 y se leyeron a temperatura de 25 °C,
pH de 7.4 y una constante dieléctrica de 78.54. Para comprobar el correcto funcionamiento del equipo

previamente a la lectura de las muestras se ley6 un estandar con un potencial z de -53 + 4 mV.

5.3.3 Determinacion de la eficiencia de encapsulacion

Para determinar el porcentaje de la eficiencia de encapsulacion, las formulaciones se
ultracentrifugaron a 1000 g durante 10 min usando filtros Amicon (30000 kDa) y se cuantificd tanto
el concentrado como el sobrenadante. La medicion de DOX se realizd empleando un método
espectrofotométrico a 480 nm y 560 nm, longitudes de onda de excitaciébn y emision de la

doxorrubicina.

La cantidad de DOX encapsulada se determino utilizando la siguiente férmula:

Cantidad de DOX encapsulada en NSL
%EE =

= 100
Cantidad total de DOX anadida en la preparacion de la formulacion X

5.4 Ensayo de Hemo-compatibilidad

Para el ensayo de hemo-compatibilidad se siguié la metodologia recomendada por la ASTM standard
E2524-08 (Standard Test Method for Analysis of Hemolytic Properties of Nanoparticles por sus siglas
en inglés). Brevemente, distintas concentraciones de las nanoparticulas se incubaron con
un concentrado eritrocitario libre de plasma al 4% y se midi6 la liberacion de hemoglobina a través

de espectrofotometria a una longitud de onda de 405 nm en en lector de placas Varioskan LUX

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EE. UU.).

5.5 Linea celular

La linea celular de cancer de mama triple negativo MDA-MB -231 fue obtenida de la American Type
Culture Collection, ATCC (Rockville, U.S.A). Estas células se cultivaron en condiciones de
esterilidad en medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium, DMEM (Gibco, Grand Island, NY., U.S.A)

suplementado con el 10% de suero fetal bovino e incubadas a 37°C con una atmosfera de 5 % de COa.

19



5.6 Animales de experimentacion

Se emplearon ratones NOD/SCID hembra, entre 6 y 8 semanas de edad, los cuales fueron obtenidos
del Bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM, mantenidos en condiciones
libres de patogenos, con agua y alimento ad libitum, fotoperiodo dia/noche de 12-12 h, temperatura
de 27°C y humedad adecuada. Los estudios se realizaron de acuerdo con las reglas para el cuidado y
el uso de animales de experimentacion aprobado por el comité de ética del Instituto Nacional de

Cancerologia de México (CLAVE: 023/032/1BI).

5.7 Modelo ortotépico de cancer de mama en ratones NOD/SCID

Las células de mama se inyectaron (2x10° cel/ 50 uL) ortotopicamente en la glandula mamaria
inguinal en ratones inmunodeficientes NOD/SCID (de entre 6 y 8 semanas de edad). Para la
inoculacién intramaria los ratones fueron anestesiados con isoflurano (2%) y se colocaron en posicion
dectbito prono o ventral y se realiz6 una pequefia incision para exponer el paniculo adiposo mamario.
Posteriormente se inocularon las células utilizando una aguja de 30G de manera lenta. Desde la
inoculacion se realizé un seguimiento del estado del animal y del crecimiento tumoral mediante un

vernier calibrado. Para el calculo del volumen tumoral se utilizé la siguiente formula:

VT =D - d? -

NE

Donde:
VT: Volumen del tumor (mm3)
D: Diametro mayor (mm)

d: Didmetro menor (mm)

5.8 Tratamientos.

Posterior a las tres semanas post-inoculacion, los animales se aleatorizaron en tres grupos de
tratamiento; control sin tratamiento (vehiculo), doxorrubicina libre (2 mg/kg) y doxorrubicina
encapsulada (2 mg/kg). Los tratamientos fueron administrados via intravenosa dos veces por semana
durante tres semanas. El grupo control fue administrado con NSL blanco como vehiculo. Para evaluar
la posible toxicidad del tratamiento se monitoreo la pérdida de peso corporal de los animales. Lo

animales se pesaron tres veces por semana durante las 8§ semanas de duracion del estudio.
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5.9 Evaluacion de metastasis pulmonar.

5.9.1 Obtencidon de imagenes NIRF de los pulmones ex vivo.

Transcurridas las 7 semanas post-inoculacion, los ratones fueron administrados con el marcador
IRDye 800CW-RGD (1 nmol) por via intravenosa. Transcurridas las 48 h post administracion del
marcador, se procedié a la eutanasia de los animales para el andlisis ex vivo de los pulmones. Las
imagenes de fluorescencia se obtuvieron utilizando el Sistema de Imdgenes de Infrarrojo Odyssey

(LI-COR) a un enfoque de 4.0 nm, una resolucion de 337 um y una calidad de imagen media.

5.9.2 Analisis cuantitativo de la intensidad de florescencia

El analisis cuantitativo de la fluorescencia emitida por el marcador IRDye 800CW-RGD se realizo a
través del Sistema de Imagenes de Infrarrojo Odyssey (LI-COR). Para la determinacion de la
intensidad de fluorescencia, se establecid una region de interés (ROI) en los pulmones de cada grupo
y se les rest6 la sefial de fondo. Finalmente, los datos obtenidos se normalizaron con respecto al area

seleccionada.

5.9.3 Estudios Histologicos

Al final del estudio, los animales fueron eutanizados y los pulmones se fijaron con una solucion de
formaldehido al 4% para posteriormente incluirlos en parafina y realizar cortes de 5 um. Se realizd

una tinciéon de H&E para observar la presencia de metastasis pulmonar.

5.10. Analisis estadistico.

El andlisis estadistico de los resultados se realiz6 a través del software GraphPad Prism Version 8.0.1.
En el caso especifico de los datos de volumen tumoral, se realiz6 mediante un andlisis de varianza de
dos vias con medidas repetidas (RM ANOVA). Por otro lado, para la intensidad de fluorescencia se
realizé un andlisis de varianza de una via, seguida de una prueba de Tukey efectuando multiples
comparaciones entre los grupos. Todos los resultados se reportan como el promedio + DE y un valor

de p<0.05 indico diferencia significativa.
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6. RESULTADOS

6.1 Caracterizacion Fisicoquimica de formulaciones de NSL.

Las nanoparticulas sélidas lipidicas presentaron una apariencia opaca, sin presencia de precipitados,
de acuerdo con los criterios de la guia para la determinacion de tamano de particula de Brookhaven
Intruments la formulacion desarrollada se encuentra dentro de particulas de tamafio submicronico, es

decir, con un tamafo de particula entre los 200-1000 nm.

En la tabla 5 se encuentra un resumen de los resultados obtenidos para cada parametro fisicoquimico
empleado para caracterizar las nanoformulaciones de doxorrubicina. Los valores de tamafio de
particula promedio obtenidos mediante dispersion dindmica de luz fueron 236.1 + 4.0 nm (PDI= 0.21
1+ 0.02) y 209.03 £ 6.5 nm (PDI= 0.22 + 0.03) para las NSL vacias y las Dox-NSL, respectivamente.
El promedio del potencial zeta fue de 27.5 + 6.0 mV y 31.90 + 0.78 mV para las NSL vacias y Dox-

NSL respectivamente, las Dox-NSL mostraron una eficiencia de encapsulacion de 97.0 £ 5.2 %.

Tabla No. 5. Resumen de resultados de la caracterizacion fisicoquimica de Dox-NSL. Los valores de cada
columna representan el promedio + DE equivalente a tres lotes diferentes de Dox-NSL.

Tipo de formulacion NSL vacias Dox-NSL
Dispersion con particulas de Dispersion con particulas de tamafio
Evaluacién macroscopica tamafio submicronico submicronico
valuacion mac P (Homogénea, ligera turbidez y sin (Homogenea, ligera turbidez y sin
asentamiento). asentamiento).
Tamatfio de particula 236.1 £4.0 nm 209.03 + 6.5 nm
Indice de polidispersion 0.21 +0.02 0.22 £0.03
¢ Potencial 27.5+£6.0mV 31.90 £0.78 mV
Eficiencia de NA 970452 %

encapsulacion
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6.2 Ensayo de Hemo-Compatibilidad

En la tabla 6 se presentan los resultados obtenidos de la prueba de hemolisis realizada a las NSL vacias
(libre de farmaco), a la doxorrubicina libre (Dox-Libre) y a la formulacién cargada con Doxorrubicina
(Dox-NSL). Como se detalla en la tabla, tanto la formulacién libre de farmaco como la Dox-NSL
presentaron un porcentaje de hemolisis menor al 2%, por lo que ambas muestras resultaron ser hemo-
compatibles, constatando su seguridad para ser administradas via intravenosa en los animales. Por

otro lado, la doxorrubicina present6 un porcentaje mayor al 5% de hemdlisis.

Con respecto a los resultados visuales del ensayo, en la figura 6 se puede observar que tanto las
formulaciones NSL vacias como Dox-NSL presentaron una compactacion eritrocitaria similar a la del
control negativo (solucién PBS), es decir que no se presentdé rompimiento de los eritrocitos en esas
muestras. Por el contrario, las muestras de Dox-Libre no mostraron compactacion celular en el fondo

de los tubos, lo cual se confirmé al compararlo con el control positivo de Triton-X100 al 0.5%.

Tabla No. 6. Resumen de resultados del ensayo de hemo-compatibilidad. n=3

Formulacién/soluciéon Resultado Interpretacion

NSL vacia 0.0% %Hemolisis <2% No hemolitica

Dox-NSL (1 mg/mL) 0.0% %Hemolisis <2% No hemolitica
Dox-Libre (1 mg/mL) 25.0% %Hemolisis >5% Hemolitica

Control + Control -

Tritén-X100
( al 0.5%) (PBS) NSL vacias Dox-NSL Dox-Libre

Figura 6. Resultados visuales del Ensayo de hemo-compatibilidad. Cada panel muestra la imagen
representativa del ensayo de hemo-compatibilidad de cada tratamiento, el cual se realizo por triplicado para
cada uno de los casos. (Control +: Triton al 0.5%, Control -: PBS (1X)).
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6.3 Implementacion del Modelo ortotopico de ciancer de mama en ratones
NOD/SCID.

Para poder determinar si las NSL desarrolladas lograban disminuir la velocidad de crecimiento
tumoral y la aparicion de metastasis a los pulmones se implementd un modelo ortotdpico de cancer
de mama en ratones NOD/SCID. Los animales fueron inoculados en glandula mamaria inguinal y 7
semanas post-inoculacion se evalud la aparicion de metastasis pulmonar por iméagenes Opticas usando
un marcador de florescencia cercano al infrarrojo. Como se puede observar la Figura 7.a, se puede
apreciar una captacion mayor del marcador en la zona pulmonar de los ratones inoculados con células
tumorales en comparacion con la imagen del raton sano, estas se encuentran sefialadas con las flechas
color naranja, confirmando de esta manera la presencia de células cancerosas de mama a nivel

pulmonar.

A manera de confirmar que lo observado en las imagenes de florescencia se trataba de células
tumorales, se realizd un analisis histoldgico de los tejidos pulmonares de los ratones. Los cortes
histolégicos de la tinciéon de H&E (figura 7.b), mostraron que los pulmones de los ratones implantados
con células de cancer de mama presentaban mayor hipercelularidad, mayor formacion de vasos

sanguineos y menor organizacion celular en comparacion con el ratén sin tumor.

SIN TUMOR ] CON TUMOR

@) EXVIVO

b) H&E

Figura 7. Resultados de la implementacion del modelo ortotopico de cancer de mama en ratones NOD/SCID.
a) Panel de imagenes ex vivo de los pulmones extraidos a las 48 h post-administracion del marcador IRDye
800CW RGD a las 7 semanas post-inoculacion; las flechas naranjas indican las zonas donde hay mayor
captacion de marcador (Enfoque = 4.0 nm; resolucion= 337 um y calidad de imagen media). b) Tincion de
Eosina y Hematoxilina (H&E) en cortes histologicos de los pulmones ex vivo extraidos de los animales; las
flechas naranjas indican algunas zonas de hipercelularidad y las flechas azules vasos sanguineos.
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6.4 Evaluacion de la actividad farmacologica de Dox-NSL sobre el crecimiento
tumoral.

Para evaluar la actividad farmacologica del nanosistema de Dox-NSL sobre la disminucion del
crecimiento tumoral, se midi6 el volumen del tumor primario implantado en la mama de los ratones
durante 7 semanas. Con los datos obtenidos de este parametro se construyo la grafica de la Figura 8.a,
en la que podemos observar una disminucion del volumen tumoral en los tratamientos de Dox-Libre
y Dox-NSL con respecto al grupo vehiculo y a partir de la sexta semana existe una diferencia

significativa entre Dox-Libre y Dox-NSL.

La figura 8.b muestra el tamafio de los tumores de los diferentes tratamientos, observandose que el
tumor de Dox-NSL y Dox-libre es menor en comparacion al del grupo vehiculo; sin embargo, el grupo

de Dox-NSL present6 un tamafio tumoral menor que el de Dox-libre.
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*
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b) Tumores ex-vivo

Sin Dox-libre Dox-NSL
tratamiento

Figura 8. a) Grafica de crecimiento tumoral en ratones hembra NOD/SCID con los diferentes tratamientos.
i)Vehiculo, ii) Dox-Libre y iii) Dox-NSL. Cada punto representa el promedio = DE. n=5. * Diferencia
significativa entre el grupo vehiculo y Dox-NSL. p<0.05. + Diferencia significativa entre el grupo vehiculo y
Dox-Libre. p<0.05. d Diferencia significativa entre los grupos de Dox-Libre Y Dox-NSL. p<0.05. b) Tumores
ex vivo de los diferentes tratamientos.

6.5 Evaluacion del peso corporal en los animales NOD/SCID durante los
tratamientos.

Para evaluar la toxicidad sistémica de los distintos grupos de tratamientos se realizé un seguimiento
del peso corporal de los animales, los resultados obtenidos se muestran en la figura 9. En la grafica
mostrada, se puede observar una disminucién gradual del peso corporal de los animales del grupo de
Doxorrubicina libre durante todo el tratamiento, logrando observar una parcial recuperacion del peso
una vez se deja de administrar el tratamiento. Por el contrario, el grupo vehiculo y Dox-NSL no

mostraron una disminucién del peso corporal mayor al 10%.
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Figura 9. Registro de peso corporal de ratones NOD/SCID en los tres grupos de tratamientos. Cada punto
representa el promedio de n=5 = EEM.

6.6 Evaluacion de la actividad farmacologica de Dox-NSL sobre la metastasis
pulmonar

Con la finalidad de evaluar el potencial de la Dox-NSL como tratamiento farmacologico para combatir
a las células tumorales, también se evaliio su efecto para disminuir la metastasis pulmonar en el
modelo ortotdpico desarrollado. Para ello, posterior a las 8 semanas post-inoculacion de las células de
la linea celular MDA-MB-231 se administr6 el marcador fluorescente IRDye 800CW-RGD y pasadas

las 48 h de su administracion, se extrajeron los pulmones para su posterior analisis.

En la inspeccion visual de los pulmones ex vivo se observaron lesiones metastasicas en los pulmones
del grupo vehiculo y el grupo de Dox-libre. En el caso de los pulmones del grupo de Dox-NSL Ia
presencia de nddulos metastasicos fue menor en comparacion con los otros grupos (sehalados con

flechas de color azul en la figura 10.b).
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Como se puede apreciar en las imdgenes de la parte inferior de la figura 10, la intensidad de
florescencia emitida por el marcador fue mayor en el grupo vehiculo en comparacion con el grupo de
Dox-libre (sefialados con las flechas de color naranja), mientras que los pulmones tratados con Dox-
NSL presentan una intensidad de florescencia menor en comparacion con los grupos vehiculo y Dox-

libre.

La intensidad emitida por el marcador IRDye 800CW-RGD se cuantifico, los resultados obtenidos se
muestran en la figura 11b, los datos mostraron una diferencia significativa (p<0.05) en la intensidad
de florescencia de los pulmones del grupo Dox-NSL con respecto a los pulmones del grupo vehiculo

y el grupo tratado con Dox-Libre.

~200

Sin tumor Vehiculo Dox-libre Dox-NSL
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Figura 10. a) Imagenes NIRF y ex vivo de los pulmones de los distintos tratamientos al término del estudio;
las flechan azules indican algunas zonas donde se pueden apreciar algunos nédulos metastasicos y las flechas

naranjas las zonas donde hay una mayor captacion del marcador. b) Gréfica de intensidad de fluorescencia
emitida por el marcador IRDye 800CW RGD en los diferentes grupos de tratamiento, evaluados en el canal de
800 nm. (Enfoque = 4.0 nm; resolucion = 337 um y calidad de imagen media). Cada barra representa el

promedio = DE de tres animales. * Indica una diferencia significativa (p<0.05).
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7. DISCUSION

El cancer de mama continta siendo la neoplasia maligna de mayor incidencia a nivel mundial,
reportandose un incremento en sus tasas de mortalidad cada afio (IARC, 2020). Este hecho ha
requerido que las instituciones de salud publica a nivel global incrementen sus esfuerzos para brindar
un diagndstico y tratamiento oportuno para las y los pacientes con esta enfermedad, promoviendo a

su vez campafias y programas especializados para su prevencion y deteccion temprana.

Todos estos esfuerzos han contribuido de manera positiva para que miles de mujeres sean
diagnosticadas en etapas tempranas de la enfermedad y en medida de lo posible puedan recibir un
tratamiento oportuno. Sin embargo, en la préctica clinica el cancer de mama sigue siendo un problema
de salud dificil de abordar, ya que, aunque existen tratamientos que han comprobado su efectividad
para eliminar a las células cancerosas, estos no tienen el mismo efecto en todos los pacientes (Waks
& Winer, 2019). Ademas de esto, muchos de los tumores desarrollan resistencia farmacoldgica a los
antineoplasicos, quedando sin alternativas terapéuticas para detener la progresion de las células
tumorales, teniendo como resultado el desarrollo de etapas avanzadas de la enfermedad que culminan

en la muerte (Astudillo et.al., 2010).

Por otro lado, el cancer de mama triple negativo suele ser el de peor prondstico y el més agresivo que
se presenta en las pacientes, esto se debe a la baja o nula expresion de los receptores de estrogeno,
progesterona o la proteina HER2+ que se utilizan como blancos terapéuticos de los tratamientos

actuales (Alcaide et.al., 2021).

En ese sentido, la quimioterapia combinada con agentes antineoplasicos es la que presenta mayor
eficacia en los pacientes de cancer de mama triple negativo sobre todo en los primeros estadios de la
enfermedad. Lamentablemente para los pacientes de este subtipo, la quimioresistencia a los
antineoplasicos aparece rapidamente y representa el 90% del fracaso terapéutico (Nedeljkovi¢ &
Damjanovi¢, 2019). A consecuencia de esto los pacientes tienen mayor probabilidad de recaidas y

generar metastasis a otros 6rganos, principalmente a pulmon y cerebro (Wang et.al, 2016).
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Todos estos inconvenientes que se presentan durante la terapia de pacientes con cancer de mama triple
negativo han incentivado a la busqueda y desarrollo de nuevas alternativas terapéuticas que nos
permitan ofrecer un tratamiento mas efectivo para combatir a las células cancerosas. Y aunque dia
con dia nuevas moléculas aparecen con un potencial uso terapéutico dentro de la oncologia, la mayoria
de éstas se quedan en el camino por no poder demostrar su seguridad en sistemas vivos (Astudillo

et.al., 2010).

Por esta razon, en los tltimos afios la industria farmacéutica y la medicina moderna han cambiado de
horizonte hacia la nanotecnologia, teniendo como resultado el nacimiento y auge de la nanomedicina
(Bayon et. al., 2019). El desarrollo de esta disciplina ha generado que en la ultima década se hayan
efectuado una infinidad de estudios e investigaciones centradas en el desarrollo y disefio de nuevos
sistemas de administracion de medicamentos de tamafio nanométrico, como lo son los liposomas,
micelas, nanocapsulas, nano esferas, nanoparticulas de 6xidos metalicos y las nanoparticulas basadas
en lipidos como las NSL y las NLL (Rojas, et. al., 2016). Estos estudios han tenido historias de éxito
como lo son los casos de Doxil® y Myocet®, nanosistemas hechos a base de liposomas que fueron
aprobados por la FDA y la EMA respectivamente para su uso en el tratamiento de cancer de mama y

que actualmente se emplean dentro de la clinica (Anselmo & Mitragotri, 2019).

Las nanoparticulas solidas lipidicas se han convertido en una estrategia farmacologica prometedora
para administrar firmacos antineoplésicos, ya que se ha reportado que estos nanosistemas mejoran las
propiedades farmacologicas y farmacocinéticas de los farmacos que transportan (Scioli, 2020). Entre
las ventajas que ofrecen estos nanosistemas se encuentra la capacidad de incorporar y transportar
moléculas tanto hidrofilicas como hidrofobicas, ademés de que las estructuras lipidicas que los
constituyen presentan una alta estabilidad fisica y quimica proporcionando un perfil de liberacion
controlada y sostenida de los farmacos. Otras ventajas relevantes incluyen la disminucioén de la

toxicidad y efectos adversos de los fArmacos, ademas de ser sistemas biodegradables y biocompatibles

con el ambiente (Ghasemiyeh & Mohammadi 2018).
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Si bien las NSL prometen ser una potencial alternativa terapéutica, aun son pocos los estudios
preclinicos que brindan informacion sobre la seguridad y eficacia del uso de estos nanosistemas en el
tratamiento del cancer de mama triple negativo y su eficacia para la disminucién de la metastasis
pulmonar. Es a partir de estos hechos, que surge el interés de este proyecto de desarrollar un
nanosistema de NSL que encapsule un antineoplasico como la doxorrubicina para evaluar su actividad
farmacologica sobre la disminucion de la metastasis pulmonar en un modelo ortotopico de cancer de

mama.

La primera parte de este estudio se centr6 en desarrollar formulaciones de Dox-NSL y evaluar sus
propiedades fisicoquimicas. La caracterizacion fisicoquimica de los sistemas de nanoparticulas
solidas lipidicas es necesaria para evaluar la estabilidad y calidad de las formulaciones (Duan, Y. et.al.
2020). En este estudio se evaluo el tamafio de particula, el indice de polidispersion, el potencial zeta

y la eficiencia de encapsulacion (tabla 5).

En cuanto al tamafio de particula nuestras formulaciones de Dox-NSL presentaron un didmetro
promedio de 209.03 + 6.5 nm. El tamafio de nuestro nanosistema se encuentra en el rango promedio
del tamafio de particula recomendado en la literatura para que los nanosistemas de NSL no sean
reconocidos facilmente por el sistema inmune, dicho rango se encuentra entre los 150-200 nm
(Gastaldi, L. et. al. 2014). Esto podria tener implicaciones importantes en la eficacia terapéutica de
nuestro nanosistema, ya que, con ese tamafo de particula, las NSL tienen mayor oportunidad de llevar
la doxorrubicina hasta la vecindad tumoral para cumplir su funcion citotoxica sobre las células

cancerosas.

En adicion a esto, el indice de polidispersion obtenido fue de 0.22 + 0.03, un valor aceptable segun lo
reportado en la literatura (Chutoprapat, R., et.al. 2022), donde se reporta que un valor por debajo de
0.3 indica una homogeneidad en el tamafio de particula, es decir, que nuestra formulacion presenta

una sola poblacion predominate de particulas.

Los resultados de tamafio de particula e indice de polidispersion obtenidos concuerdan con lo
reportado por otros autores, Tahir y colaboradores, obtuvieron tamafios de particula en un rango de
los 182-208 nm y un indice de polidispersion menor a 0.16 en un nanosistema de doxorrubicina

encapsulada en Nanoparticulas hibridas de polimeros lipidicos (Tahir, N. et.al. 2019).
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Otro pardmetro muy importante para conocer la estabilidad coloidal de las formulaciones de Dox-
NSL fue la determinacion del potencial zeta. En el caso particular de nuestro sistema que esta
constituido por un lipido catidnico como el DDAB, obtuvimos un valor de potencial positivo
promedio de 31.90 = 0.78 mV. En la literatura, se recomiendan valores de potencial Z mayores o
iguales a £30 mV para asegurar la suficiente repulsion entre las particulas dentro de la suspension
para que esta sea estable (Scioli, 2020). Esto significa que nuestras nanoparticulas cuentan con la
suficiente repulsion electrostatica para que se repelen entre si, evitando asi la agregacion o
coalescencia (Mishra, V. et. al. 2018.). Los valores reportados en la literatura sobre el potencial z de
los nanosistemas varian segin la carga de los lipidos que los constituyen, al comparar nuestra
formulacion con otros nanosistemas catidonicos, Zheng y colaboradores reportaron en el 2019, un
potencial zeta de 35.6 + 3.4 mV para un nanosistema de RGD-DOX cargadas en NSL, lo cual se

asemeja mucho a los resultados encontrados en este estudio (Zheng, G. et.al., 2019).

En cuanto a la eficiencia de encapsulacion, el valor promedio obtenido fue de 97.0 + 5.2 %. Otros
estudios con NSL reportan %EE >90%, ejemplo de ello es un estudio realizado por Zhao y
colaboradores donde obtuvieron un porcentaje de encapsulacion de 93.6 + 2.7 % para un nanosistema
de nanoparticulas lipidicas cargadas con doxorrubicina empleado para el tratamiento de cancer de
higado (Zhao, X. et al. 2015), por lo que nuestra formulacion mostr6 tener una alta capacidad de

encapsulacion.

Complementario a la caracterizacion fisicoquimica, se realizé un ensayo de hematocompatibilidad
para constatar que nuestro sistema no causaria la hemolisis de los componentes celulares de la sangre
y con ello evaluar si este seria seguro para ser administrado en los ratones. Los resultados arrojaron
que el nanosistema de Dox-NSL no presentaba actividad hemolitica, pues present6 una hemolisis <2%
en el ensayo de hemocompatibilidad, se ha demostrado que para que un sistema sea considerado como
no hemocompatible debe de presentar una hemolisis mayor al 5% (Barry, N. et.al, 2018). Por lo que
nuestro resultado fue un criterio cuantitativo que demostrd que nuestra nanoformulacion era segura

para ser administrada en los animales.
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Los resultados del ensayo de hemo compatibilidad también evidenciaron que el nanosistema de Dox-
NSL disminuy6 considerable la toxicidad de la Doxorrubicina libre, pues como se presenta en la tabla
No.7 la doxorrubicina presentd una hemolisis >5%, algo que era de esperarse pues se ha reportado en
ensayos in vitro que la doxorrubicina puede causar hemolisis por encima del 10% a partir de
concentraciones de 0.2 mg/mL (Shuai, X. et.al. 2004). Los datos obtenidos de este ensayo respaldan
las evidencias que se han reportado sobre el efecto positivo que tienen las nanoparticulas solidas

lipidicas para disminuir los efectos toxicos de los fArmacos que transportan (Bayon, L. et. al. 2019).

La segunda parte de este estudio tuvo como objetivo generar un modelo animal ortotdpico de cancer
de mama que desarrollara metdstasis a pulmon, para ello se emplearon células tumorales humanas de
cancer de mama triple negativo (MDA-MB-231). Para estandarizar el modelo de metastasis pulmonar,
se adquirieron imagenes moleculares 7 semanas post-inoculacion de las células tumorales. Los
resultados obtenidos de las imagenes de fluorescencia (figura 7), muestran que los animales
inoculados con las células tumorales lograron generar un patréon de metastasis a pulmon en un tiempo
aproximado de siete semanas post-inoculacion. Estos resultados fueron similares a los obtenidos por
otros autores, un ejemplo de ello es un estudio realizado por Jenkins y colaboradores que desarrollaron
un modelo ortotdpico de cancer de mama empleando las células MDA-MB-231, ellos observaron
metastasis en los ganglios linfaticos y los pulmones a las seis y nueve semanas post-inoculacion,

respectivamente (Jenkins, 2005).

Estos resultados fueron corroborados en los pulmones ex vivo donde los pulmones de los ratones
inoculados con células cancerosas mostraron una mayor captacion del marcador tumoral IRDye
800CW RGD con respecto a los ratones sanos. Este aumento en la intensidad de fluorescencia es
resultado de la distribucion del marcador en la zona pulmonar debido a su acoplamiento con la
integrina avf3 con la cual tiene una alta afinidad de union (Huang, 2012). Esta integrina es una
proteina que se encuentra sobreexpresada en la mayoria de las células cancerosas (Cheng, 2005), por
lo que este aumento en la intensidad de fluorescencia en el tejido pulmonar comprueba la migracion

de las células tumorales de la glandula mamaria a los pulmones de los ratones NOD/SCID.
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Complementario a estos resultados, el analisis histoldgico de los tejidos pulmonares de los ratones
mostrados en la parte inferior del panel (Figura 7.b), mostraron que los pulmones provenientes de los
ratones inoculados con células tumorales presentaban mayor hipercelularidad, mayor formacion de
vasos sanguineos y menor organizacion celular en comparacion con los pulmones de los ratones sanos.
Estas caracteristicas celulares son propias de las células cancerosas, se ha reportado que las células
cancerosas se caracterizan por una morfologia irregular con ntcleos grandes y predominantes y un
citoplasma escaso, lo que se refleja con una coloracion plrpura predominante en la tincion de H&E
por la afinidad de los componentes nucleares con la hematoxilina (Baba 2007, Fischer 2008). Por otro
lado, la presencia de vasos sanguineos en las iméagenes histologicas pulmonares comprueba el patron
metastasico pulmonar ya que como se ha reportado en la literatura la formacion de nuevos vasos
sanguineos, también llamada angiogénesis, es un factor determinante para el desarrollo, diseminacion

y la generacion de metastasis en las neoplasias malignas (Baba 2007, Thoenes 1973).

Los resultados en conjunto con las imagenes NIRF y los estudios de histologia demuestran un modelo

reproducible para generar un patron de metéstasis pulmonar en ratones NOD/SCID.

Una vez desarrollado un modelo animal adecuado y haber comprobado buenas propiedades
fisicoquimicas del nanosistema de NSL desarrollado, se procedidé a evaluar su efecto sobre el

crecimiento tumoral y el desarrollo de metéstasis pulmonar en los ratones.

El seguimiento del volumen tumoral mostr6 (Figura 8.a) que los animales tratados con Dox-Libre y
Dox-NSL tuvieron una disminucion estadisticamente significativa (p<0.05) en la velocidad de
crecimiento del tumor primario en comparacion con el grupo vehiculo, este resultado se logro apreciar
a partir de la Gltima semana de tratamientos, aproximadamente a los 37 dias post-inoculacion. Esto
demostro, que la Doxorrubicina atin encapsulada en NSL lograba ejercer su efecto citotoxico sobre

las células cancerosas de cancer de mama.

En el caso de los animales tratados con el farmaco libre, una vez que se dejé de administrar la
Doxorrubicina la velocidad de crecimiento del tumor comenzd a aumentar, caso contrario a los
animales tratados con la doxorrubicina encapsulada en las NSL, ya que, en el caso de este grupo, una
vez que se dejo de administrar la nanoformulacion se logréd observar un estancamiento en el

crecimiento tumoral.
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Este resultado, sugiere que el efecto antitumoral de la doxorrubicina cuando se encuentra encapsulada
en NSL persiste en el organismo ain después de que este deja de administrarse, lo cual respalda una
de las ventajas mas grandes de la utilizacion de estos nanosistemas, pues las NSL han reportado
proporcionar un perfil de liberacion sostenido y controlado de los farmacos que transportan
(Ghasemiyeh, 2018). Aunado a lo antes mencionado, los tumores ex vivo de los ratones tratados con
Dox-NSL mostraron un tamafio tumoral menor en comparacion con los tumores extraidos de los
grupos vehiculo y Dox-Libre, lo cual confirmé de manera visual que nuestro nanosistema disminuy6
el volumen tumoral en los ratones NOD/SCID y con ello que mejora el efecto antitumoral de la

doxorrubicina cuando se encapsula en NSL.

Los resultados del efecto antitumoral de nuestro nanosistema de Dox-NSL concuerdan con los
resultados obtenidos por otros nanosistemas que encapsulan doxorrubicina en NSL. Un ejemplo de
estos es un nanosistema de RGD-Dox-NSL desarrollado por Zheng y colaboradores, Ellos
demostraron que su nanosistema de RGD-Dox-NSL logré mostrar una mayor inhibicion del
crecimiento tumoral en comparacion de s6lo administrar la doxorrubicina libre, ellos se lo atribuyen
a una mayor acumulacion de las nanoparticulas en la vecindad tumoral y una encapsulacion efectiva

de la Doxorrubicina en las cadenas lipidicas de su nanosistema (Zheng, 2019).

La monitorizacion de los pesos corporales de los ratones durante el estudio fue necesaria para evaluar
la toxicidad sistémica de los tratamientos. Como se muestra en la figura 9, una vez que se inicié con
la administracion intravenosa de los tratamientos, los animales del grupo de doxorrubicina libre
tuvieron una reduccion gradual en el peso corporal, alcanzando una pérdida maxima promedio de casi
el 18%, un valor muy cercano al limite permitido de variacion de peso de + 20% (OECD, 2023). Por
el contrario, no se observod ningun cambio aparente en el peso corporal de los animales tratados con
Dox-NSL, lo cual nos indica que la toxicidad sistémica asociada a la doxorrubicina libre disminuye
considerablemente cuando esta se encuentra encapsulada en las NSL. Este resultado es
particularmente interesante, pues no solo respalda los hechos que han demostrado que las NSL
disminuyen los efectos toxicos de los farmacos que transportan (Scioli, 2020) sino que también
muestra la potencial aplicacion clinica que pueden tener las NSL para la administracion de fArmacos
como la doxorrubicina, ya que su uso como antineoplasico siempre ha estado limitado en gran medida
a los efectos toxicos a los que se asocia, como lo son la cardiotoxicidad o la nefrotoxicidad

(Gammella, 2014).
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Finalmente, como uno de los ejes mas relevantes de nuestro estudio se evalud la actividad
farmacoldgica que tenia nuestro sistema de Dox-NSL para disminuir la metéstasis pulmonar que se
deriva del cancer de mama, ya que los pulmones son uno de los 6rganos donde principalmente se

propagan las células cancerosas en la etapa metastasica de los carcinomas de mama (Neuman, 2015).

Las iméagenes de los pulmones ex vivo (figura 10.a) evidenciaron que, a diferencia de los pulmones
de los ratones sanos, los del grupo vehiculo tenian muchos nédulos metastasicos. Por el contrario, los
pulmones de los ratones tratados con Dox-Libre y Dox-NSL mostraron una reduccion considerable
de lesiones metastasicas, siendo los pulmones del grupo de Dox-NSL los que practicamente no
presentaban ndédulos metastésicos y la apariencia del tejido era muy similar a la de los pulmones del
grupo de los ratones sanos. Estos resultados sugieren, que Dox-NSL tiene una mayor capacidad para
disminuir o inhibir la metastasis pulmonar que el fArmaco libre, y en conjunto con los resultados de
tamafio tumoral, se puede afirmar que nuestro nanosistema de Dox-NSL tiene un papel importante en

la disminucion de la progresion tumoral en los ratones NOD/SCID.

Se ha reportado que la encapsulacion de farmacos como paclitaxel, etopdsido y Docetaxel en NSL
son nanosistemas efectivos contra la metastasis que se deriva de distintos tipos de cancer. Un ejemplo
de ello, es un nanosistema de NSL con Docetaxel encapsulado que demostrd inhibir la metastasis
pulmonar con mayor eficacia que el Docetaxel libre en un modelo de cancer de mama en ratones 4T1,
este estudio no s6lo demostro la eficacia de las NSL para disminuir la metéstasis sino que también

mostro resultados que hacian evidente su papel para prevenir su aparicion (Rocha, 2020).

Aunado a esto, la metéstasis pulmonar se confirmé y evalué mediante el analisis de intensidad de
fluorescencia de los pulmones ex-vivo. Las imagenes NIRF de los pulmones, comprobaron de manera
cuantitativa que existia una diferencia significativa en la intensidad de fluorescencia entre el grupo de
Dox-NSL con respecto a los grupos vehiculo y Dox-Libre, este resultado evidencio una disminucion
en la progresion metastasica pulmonar de los ratones que fueron tratados con Dox-NSL, es decir, que
la intensidad de fluorescencia emitida por el marcador en los pulmones de los ratones pertenecientes
a este grupo fue menor en comparacion al grupo vehiculo y el grupo de Dox-Libre. Estos datos
confirmaron la actividad farmacologica que tiene nuestro nanosistema de Dox-NSL para disminuir la

metastasis pulmonar que se deriva del cancer de mama en los ratones NOD/SCID.
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Si bien, anteriormente otros estudios de doxorrubicina encapsulada en NSL ya han establecido la
eficacia antitumoral de estos nanosistemas en modelos de cancer de mama, nuestro estudio se ha
centrado en el efecto de Dox-NSL sobre la disminucion de la metastasis pulmonar, ya que, aunque
existen estudios al respecto, estos se centran en el estudio de otros antineoplésicos (Rocha, 2020) o en
la metéstasis que se deriva de otras neoplasias malignas como los melanomas (Valdivia, 2021). En
ese sentido, nuestro nanosistema no s6lo demostrod tener efecto para disminuir la metéstasis pulmonar
que se deriva del cancer de mama, sino que también aporta un nanosistema de nanoparticulas solidas
lipidicas con excelentes propiedades fisicoquimicas con un gran potencial para seguir siendo

estudiado.

Aunque la Doxorrubicina es uno de los principales fArmacos para tratar el cancer de mama, su uso no
se limita Unicamente a esta neoplasia maligna. De hecho, otros nanosistemas de Dox encapsulada en
NSL han demostrado esto, tal es el caso de un nanosistema de Bn-DOX/SLN que demostr6 disminuir
el crecimiento tumoral en ratones BALB/c con tumores gastricos (Wang, 2015). Lo antes mencionado,
abre la posibilidad a nuestro nanosistema a ser evaluado no s6lo en tumores de mama sino a otros
tumores en los que la doxorrubicina se emplea como tratamiento como lo son el cancer de ovario,

vejiga, estobmago o tiroides (Johnson, 2017).

En resumen, el nanosistema de Dox-NSL mostré incrementar el efecto antitumoral de la
Doxorrubicina sobre las células cancerosas de cancer de mama, asi como de tener un efecto
farmacolodgico sostenido, lo cual tuvo como consecuencia una disminucion considerable en la
aparicion espontdnea de la metéstasis pulmonar. También, se logré observar una reduccion en la
toxicidad sistémica de la Doxorrubicina cuando esta se encontraba encapsulada en nuestro sistema de
NSL. Esto hace evidente que la nanotecnologia puede contribuir en gran medida a mejorar las
propiedades farmacocinéticas de los farmacos y hacer de las terapias intervenciones mas seguras,
ademas de contribuir en gran medida mediante el desarrollo de nanosistemas de administracion como
las NSL a inhibir o detener la progresion tumoral de muchos tipos de cancer y, al mismo tiempo,

prevenir la aparicion de metéstasis.
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8. CONCLUSION

Los resultados mostraron que el nanosistema de NSL cargado con Doxorrubicina presentd buenas

propiedades fisicoquimicas, mostrando una alta actividad farmacolédgica para la disminucion del

tamano tumoral y la metastasis pulmonar derivada del cancer de mama.
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