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Resumen

La hidroxiapatita nanoestructurada (nano-Hap) surge como una potente herramienta biomimética para mejorar el desempefio de
las terapias convencionales contra el cancer. Su composicion quimica, textura y capacidad de dopaje, asi como su compatibilidad,
estabilidad y actividad en sistemas bioldgicos la hacen una candidata excepcional para el desarrollo de vehiculos para la entrega
selectiva de farmacos antineoplésicos. La presente revision va dirigida a estudiantes e investigadores del area de materiales
avanzados, con la intensién de introducirlos en la importancia de explorar de manera interdisciplinaria las propiedades intrinsecas y
adquiridas de los nanomateriales en beneficio de la sociedad, principalmente para ciencias de la salud. Con un proposito formativo,
presentamos generalidades de la sintesis, caracterizacion y evaluacion toxicoldgica in vitro de la nano-Hap para, finalmente discutir
los avances mas relevantes en el area del 2016 a la fecha. Concluimos incentivando a la comunidad al trabajo colaborativo
interdisciplinar para innovar en Nanomedicina con materiales que permitan mejorar el desempefio de los protocolos oncoldgicos
existentes.

Palabras Clave:
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Abstract

Nanostructured hydroxyapatite (nano-Hap) emerges as a powerful biomimetic tool to improve the performance of conventional
cancer therapies. Its chemical composition, texture and doping capacity, as well as, its compatibility, stability and activity in
biological systems make it an exceptional candidate to develop targeted delivery systems for antineoplastic drugs. In this work, we
present a brief review intended for students and researchers of the advances materials field with the aim of attracting their attention on
the importance of developing and applying novel bionanomaterials for the benefit of human society, particularly in health sciences.
With a training purpose, we present an overview of the synthesis, characterization and in vitro toxicological evaluation of pure, doped
and functionalized nano-Hap, to finally present the most recent advances of the use of nano-Hap to treat malignant cells in a
controlled way. We conclude by encouraging the community to innovate in Nanomedicine with materials that allow improving the
performance of the existing oncological protocols.

Keywords:
Hydroxyapatite, Doped hydroxyapatite, Functionalization, Toxicity, Drug delivery, Cancer treatment.

1. Introduccién aplicaciones en ciencias de la salud. Por ejemplo, histéricamente
la Hap ha sido considerada el sustituto predilecto en ortopedia y

La hidroxiapapita (Hap) es un compuesto quimico  odontologia (Olszta et al. 2007; Li et al. 2008). Mas aun, en los
(Cao(PO4)s(OH).) bio -estable, -compatible y —activo similar al Gltimos afios la comunidad cientifica se ha inspirado en su
hueso; propiedades que la hacen altamente atractiva para  composicion, topografia y morfologia para desarrollar Hap
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nanoestructurada (nano-Hap) para asi, ampliar su aplicabilidad a
la creacion de innovadoras plataformas biomiméticas. Estas,
surgen como alternativa en el tratamiento de diferentes
padecimientos; tanto para transportar farmacos y favorecer su
entrega selectiva, como para causar dafio a células enfermas
resultado de su hibridacion o dopaje.

Asi pues, la nanomedicina es una rama emergente de la
nanotecnologia dedicada al desarrollo y estudio de
nanomateriales (NMs) como herramientas para la prevencion,
diagnéstico y tratamiento de enfermedades. Las propiedades
fisicoquimicas y la versatilidad superficial de los NMs, es el
valor agregado de la nanomedicina. Particularmente, los NMs
inorganicos representan un grupo importante de nano-
terapéuticos potenciales. Estos poseen propiedades intrinsecas
que responden a estimulos externos para desarrollar, por
ejemplo, agentes teragndsticos (diagndstico y terapia
simultaneas). Asimismo, pueden ser modificados a través de la
funcionalizacion e hibridacién estructural para adquirir
caracteristicas de selectividad y bioseguridad. Es asi como, la
nano-Hap pura, funcional, dopada y/o bio-conjugada es hoy en
dia considerada una alternativa alentadora para proponer terapias
adyuvantes, es decir, adicionales al tratamiento primario, y
disminuir el riego de recurrencia del cancer.

Debido a su similitud con el tejido 6seo, se ha estudiado
ampliamente el uso de la nano-Hap como vehiculo o nano-
terapéutico potencial en el tratamiento de cancer en los huesos
(Ficai et al. 2014; Singh, Singh, and Jolly 2020). La Figura 1
ilustra un osteosarcoma (cancer primario de huesos largos)
recibiendo quimioterapia dirigida basada en nanomedicina con
Hap hibrida en forma de rodillos.

leerac:lon de
farmacos
W ‘ ’
Internalizacion
celular

ﬁs

J‘- « Regeneracion de
tejidos

Figura 1: Representacién grafica de un osteosarcoma expuesto a un
tratamiento con nano-Hap usada como vehiculo para la liberacion
selectiva de un farmaco. La propiedad de osteo -inducciéony —
conduccion, se ilustra con las varillas de Hap libres de farmaco
localizado en el tejido éseo poroso. Modificada de
https://www.redaccionmedica.com/recursos-salud/diccionario-
enfermedades/cancer-0seo.

Esta neoplasia maligna primaria es mas comin en nifios y
adolescente (56% vs 28% en adultos), poco frecuente
considerando todos los tipos de céncer (< 0.2%) (American
Cancer Society) y, la mayoria de las veces su diagnostico se
refiere a metéstasis dseas provenientes de tumores en senos,
prostata y pulmon. A pesar de que en el pasado los pacientes
eran sometidos a una amputacion con el objetivo de extirpar el

tumor de manera completa, en la actualidad la conservacién de
las extremidades es el estdndar clinico. Los avances cientificos
han permitido mejorar el desempefio de los protocolos de
diagnéstico oportuno y quimioterapia (Secretaria de Salud,
Gobierno de México), lo cual da cabida al desarrollo
nanotecnol6gico como alternativa terapéutica.

Por lo tanto, esta revisién tiene como objetivo reunir
informacion bibliografica del desarrollo nanotecnolégico de Hap
como adyuvante en terapias oncoldgicas convencionales,
principalmente contra cancer en los huesos, sin excluir posibles
metastasis dseas, y estad dirigida a estudiantes e investigadores
del area de materiales avanzados, que puedan o no, tener
formacion en el campo de la nanomedicina. Igualmente, tiene
como proposito presentar, con un nivel adecuado para
estudiantes de licenciatura y posgrado, generalidades de las
técnicas basicas de sintesis, caracterizacion y evaluacion
toxicoldgica in vitro de la nano-Hap.

Para presentar el estado del arte, se realiz6 una bdsqueda
sistematica en la base de datos Scopus de la empresa Elsevier,
del trabajo original publicado a partir del afio 2016 a la fecha. La
busqueda tuvo como eje principal las siguientes palabras clave
en inglés: i) hydroxyapatite, ii) nanoparticles, iii) toxicity, iv)
drug delivery, y v) cancer treatment, y como principal criterio de
exclusion, no se contemplaron trabajos enfocados Unicamente a
la sintesis y caracterizacion de los NMs. Asimismo, se
priorizaron trabajos con evaluaciones a multi-escala, entendidos
como aquellos que conjuntan resultados cientificos tanto en
modelos celulares como animales, y se presenta la discusion
particular, no exhaustiva, de los articulos enfocados en
osteosarcoma y cancer de mama, tanto para Hap pura como
funcional y dopada.

Adicionalmente, el Apéndice A resume la informacion méas
relevante recabada durante el proceso de busqueda, con el
objetivo de ayudar al lector a navegar por esta literatura. La
Figura 2 muestra, a partir del primer afio que registra la base de
datos (2003), las publicaciones cientificas que contienen las
palabras clave antes mencionadas, con el objetivo de ilustrar la
evolucion cronoldgica de la investigacion en el area. Se encontré
una tendencia creciente, lo que sugiere un amplio interés y
expectativas importantes para la nano-Hap como vehiculo de
liberacidn de farmacos para tratamiento de cancer.
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Figura 2: Namero anual de documentos (articulos, revisiones, articulos y
revisiones de conferencias, y capitulos de libros) en nano-Hap para

tratamiento de cancer indexados en Scopus durante el periodo 2003-
2020.

2. Métodos de sintesis
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En nanotecnologia, los métodos de sintesis se entienden
como aquellas rutas fisicas, quimicas o combinadas, que a través
de una secuencia ordenada de pasos, permiten obtener NMs con
propiedades especificas. Estos se dividen en dos grandes
categorias: i) top-down y ii) bottom-up, las cuales hacen
referencia a la fabricacion de NMs a partir de microparticulas
sometidas a procesos de conminucion y al ensamblaje de 4tomos
y moléculas, respectivamente.

La nano-Hap sintética se obtiene comlinmente siguiendo la
estrategia bottom-up en himedo usando diferentes precursores,
es decir, soluciones que contienen los elementos quimicos
fundamentales de la estructura. Entre los precursores mas
utilizados de calcio se encuentran: Ca(NOs),, CaCOs, Ca(OH),,
CaCIzy CaSO4; y de fésforo: (NH4)2HPO4, H3P04y KoHPOa,.

Con el paso de los afios se han ido diversificando y
modificando los métodos de sintesis de la Hap. Sobresalen las
técnicas de precipitacion, hidrdlisis, sol-gel, hidrotermal, micro-
emulsion y sonoquimica (Szcze$, Hotysz, and Chibowski 2017,
Sadat-Shojai et al. 2013). La Tabla 1 presenta algunos de los
aspectos mas relevantes de estas técnicas.

Tabla 1: Generalidades de los métodos de sintesis mas comunes de Hap
(Sadat-Shojai et al. 2013).

Método Reactivos Costo Morfologia Tamafio
Precipitacion pocos Bajo diversa nano
Hidrolisis pocos Alto diversa variable
Sol-Gel variable  Variable diversa nano

. . . nano
Hidrotermal variable Alto acicular noy
micro
Micro- .
L muchos Alto acicular nano
emulsion
Sonoquimica pocos Bajo diversa nano

A partir de la informacion recabada, la precipitacién quimica
es la técnica mas simple y de mayor factibilidad para desarrollar
nano-Hap como agente antitumoral (Figura 3a). Brevemente, la
precipitacion quimica convencional se fundamenta en que, a
temperatura ambiente y pH de 4.2, la Hap es la fase de CaP
menos soluble y, generalmente la mas estable en solucion acuosa
(Sadat-Shojai et al. 2013). Esta ruta requiere pocos precursores,
es decir, una solucion acida de PO,* y una alcalina de Ca*', que
guardan la relacion estequiométrica de la Hap (Ca/P 1.67) a
temperaturas que van desde la ambiental hasta cercanas al punto
de ebullicion del agua. La Figura 3b esquematiza este
procedimiento. A través de esta ruta, se obtiene Hap nanométrica
de alta pureza con un minimo de subproductos, esencialmente
agua, siendo también féacilmente escalable. Sin embargo, su
cinética puede llegar a comprometer la morfologia y cristalinidad
del polvo de Hap resultante. No obstante, esta metodologia
puede ser modificada para controlar las etapas de nucleacion,
agregacion y crecimiento de la nanoestructura. Asi pues, se
pueden cambiar los parametros antes mencionados, afiadir
surfactantes o asistir la reaccion con e.g. ultrasonido (Orooji et
al. 2020). La reaccién de precipitacion también permite
funcionalizar y dopar la Hap in situ, con el proposito de obtener
estructuras  hibridas con propiedades remarcables para
aplicaciones médicas.

a) o
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Figura 3. a) Proporcion de las principales rutas para sintetizar nano-

Hap como alternativa para tratamiento cancer. Esquematizacion del

proceso experimental de sintesis por los métodos de b) precipitacion
quimicay c) reaccion hidrotérmica.

La via hidrotermal es otro método ampliamente utilizado
para la sintesis de nano-Hap. La reaccién quimica se lleva a cabo
generalmente en solucidn acuosa a temperatura y presion
elevadas. Esta metodologia puede combinarse con la
precipitacion quimica o, ser asistida por microondas (Villasefior-
Cero0n et al. 2019; Sanchez-Campos et al. 2020), llevando a cabo
el tiempo de maduracion a temperaturas superiores al punto de
ebullicion del agua y dentro de un autoclave o frasco a presion.
A partir de las condiciones experimentales y uso de aditivos, la
via hidrotermal se utiliza para obtener morfologias tipo rodillo o
varilla, promoviendo el crecimiento de la estructura en una
direccion especifica, y NMs hibridos con una amplia gama de
aplicaciones (Ortiz et al. 2017; Rodriguez-Lugo et al. 2018;
Mendoza-Anaya et al. 2018; Villasefior Cerdn et al. 2019;
Rodriguez Lugo, Castafio, and Rubio-Rosas 2016). La Figura 3c
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ilustra un protocolo experimental que emplea bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB) como plantilla, para la sintesis de
nano-rodillos de Hap. La Hap obtenida por este método guarda
su relacion estequiométrica de 1.67 y presenta una alta
cristalinidad. Sin embargo, como se resume en la Tabla 1, los
costos se elevan por las condiciones de reaccion.

Adicionalmente, la superficie de la nano-Hap puede ser
activada a través de su funcionalizacion, la cual puede realizarse
post-sintesis (ex situ) (Cui et al. 2016), es decir, una vez que el
cristal ha sido formado (e.g. después de ser calcinado), o durante
su formacion (in situ) (Yifan Wang et al. 2016). Principalmente,
se utilizan moléculas organicas o polimeros para modificar su
quimica y carga superficial su estabilidad coloidal. Asimismo, la
funcionalizacién dotara a la nano-Hap con puntos de anclaje para
ser bio-conjugada, permitiendo desarrollar vehiculos para la
entrega selectiva de medicamentos (Xiong et al. 2018). Por
ejemplo, moléculas que contienen el grupo funcional amino
(NH), tales como el poliacrilato de sodio (PAAS), el 3-
aminopropiltrietoxisilano (APS o AMPTES) y el polietilenimina
(PEI), han sido ampliamente utilizados para funcionalizar nano-
Hap para aplicaciones oncoldgicas (Apéndice A). A lo largo de
esta revision, se discuten mas ejemplos de funcionalizacion,
dopaje e hibridacion para clarificar los conceptos, a través de la
literatura seleccionada, y presentar el estado del arte del
desarrollo de nano-Hap biomimética como alternativa para
mejorar las terapias contra el cancer.

3. Caracterizacion basica de nanoestructuras de Hap

Existe una gran variedad de técnicas analiticas para
caracterizar las propiedades fisicoquimicas de los materiales. Se
debe conocer el fundamento tedrico de éstas para poder sacar los
mayores beneficios cientificos y tecnolégicos a su uso. A
grandes rasgos, cada instrumento cuenta con una fuente que sera
la encargada de interactuar con la materia para generar una sefial,
ésta debera ser detectada y transformada para asi, ser entregada
al operador. Por ejemplo, la fuente puede ser luz, particulas
cargadas, calor, o alguna otra fuerza mecanica. El propésito de
esta seccion es proporcionar informacién béasica de las
principales técnicas utilizadas para caracterizar la nano-Hap,
enfatizando en qué informacion se pretende obtener y en
aquellos fendmenos elementales que nos daran la respuesta.

Cuando desarrollamos nanoestructuras por quimica himeda,
nos interesamos principalmente en conocer la forma y el tamafio
de esos objetos que nuestros ojos perciben como una solucion
homogénea y posiblemente colorida, o0 como una separacion
entre las fases sélida y liquida. Cuando se trata de materiales tan
pequefios (10° m), la luz comin (energias del espectro visible
electromagnético) no nos permite visualizarla detalladamente.
Por lo tanto, debemos utilizar microscopios con fuentes mas
energéticas y con longitudes de onda tan pequefias que nos
permitan llegar a resoluciones nanométricas. ElI microscopio
electrénico de barrido (SEM, por sus siglas en inglés) cuenta con
una fuente (filamento) que genera un haz primario de electrones
(con energias de hasta 30 KeV) para “iluminar” la muestra, y con
diferentes detectores se recogen los electrones que se generan de
la interaccion con la superficie de la misma para crear una
imagen que refleja sus caracteristicas superficiales, pudiendo
proporcionar informacion de la forma, textura y composicion
quimica de sus constituyentes, en la escala micrométrica y
nanométrica. En la microscopia electronica de transmision
(TEM) el haz de electrones (con energias de hasta 400 KeV) es

dirigido sobre una muestra muy delgada situada en una columna
de alto vacio. A través de los electrones transmitidos y
difractados, se obtiene informacion sobre la morfologia (tamafio
y forma de las particulas) y estructura cristalina del material en
estudio; la resolucion de esta técnica puede ser hasta del orden de
los Armstrong (A = 10%° m). Para la nanomedicina del cancer,
las formas mas comunes de nano-Hap reportadas Yy
caracterizadas por SEM y TEM son: aciculares (aspecto similar a
agujas), de rodillo o varilla y esférica (Apéndice A). Igualmente,
fendbmenos como la emision de rayos X caracteristicos,
complementan la informacion analitica de estas técnicas para asf,
determinar la composicién quimica del espécimen. Las muestras
SEM y TEM deben examinarse en seco y al vacio para evitar
interferencias con el haz de electrones. Por lo tanto, debido a la
preparacion de la muestra, ésta pueden llegar a perder
informacién de las moléculas o compuestos organicos usados en
la funcionalizacién y bio-conjugacién. La criomicroscopia
electronica es una opcion para caracterizar los NMs hibridos para
aplicaciones biomédicas, preservando las capas organicas mas
sensibles a la radiacion con electrones de centenares de kV.

Sin embargo, también podemos estudiar la distribucion del
tamarfio, haciendo incidir fotones de baja energia, generalmente
en el rango de la luz roja (> 633 nm), sobre suspensiones de Hap.
Por espectroscopia de dispersion de luz dindmica (DLS, por sus
siglas en inglés) se obtiene la distribucion del radio o diametro
hidrodindmico. Brevemente, el movimiento Browniano de
particulas o moléculas en suspensién hace que la luz se disperse
con diferentes intensidades. Estas fluctuaciones de intensidad, es
analizada para obtener la velocidad del movimiento browniano
que, a partir de la relacion de Stokes-Einstein, es proporcional al
tamafio. Por DLS obtenemos la media del tamafo
hidrodindmico, es decir, de una esfera rigida hidratada o
solvatada, que puede o no contener modificaciones superficiales
como polimeros de recubrimiento o bio-moléculas conjugadas.
Adicionalmente, los equipos de DLS vienen acoplados a una
fuente que permite aplicar un campo eléctrico a la suspension
para estudiar la migracion polar de las particulas y asi determinar
su potencial zeta. Este, es una medida de la magnitud de la
repulsion o atraccion electrostatica (o de carga superficial) entre
particulas, y es fundamental para determinar la estabilidad
coloidal de NMs como la Hap biomimética. Particularmente,
para aplicaciones en areas de la salud, es primordial conocer esta
propiedad para elucidar posibles efectos e interacciones a multi-
escala (en células e in vivo) de las nuevas formulaciones
nanotecnoldgicas.

Si volvemos a subir el rango energético, encontramos la
técnica de difraccion de rayos X (DRX), basada en la dispersion
coherente (sin pérdida de energia) de un haz de rayos X de
determinada energia (e.g. Cu: 2.2 kW, Mo: 3 kW, etc.) al
interactuar con los atomos ordenados que forman un material
cristalino. A este fenémeno lo describe la Ley de Bragg, la cual
relaciona la longitud de onda del haz incidente y la distancia
interatdbmica, con el angulo del haz difractado. Los
difractogramas de rayos X generados por esta técnica, nos
proporcionan informacion para poder identificar y cuantificar los
componentes presentes en los materiales cristalinos, ya que para
cada material, por ejemplo la Hap, existe un difractograma
Gnico.

Finalmente, para tener una caracterizacion fisicoquimica
bésica de alguna nano-Hap desarrollada con fines terapéuticos, la
quimica de los grupos funcionales se puede estudiar por
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (IR-TF).
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Esta, tiene su fundamento en la absorcion de la radiacion IR, de
mayor longitud de onda que la luz visible, causando que las
moléculas presenten transiciones vibracionales de tension o
flexion. Las primeras, son cambios en la distancia interatdmica a
lo largo del eje del enlace entre dos atomos y las segundas, se
originan por cambios en el &ngulo que forman dos enlaces. A
partir de espectroscopia IR-TF podemos identificar la presencia
de grupos funcionales y asi, determinar si un NM como la Hap
ha sido funcionalizada exitosamente con algin propésito en
particular. En resumen, la Figura 4 esquematiza las principales
morfologias, y modificaciones superficiales que puede presentar
la nano-Hap para su uso potencial en terapias antitumorales.

Bioconjugacion

Dopaje

Farmacos Funcionalizacion

Figura 4: Esquematizacion de nanoestructuras hibridas de Hap para
aplicaciones biomédicas.

4. Ensayos de toxicidad

Los métodos convencionales de evaluacion toxicoldgica in
vitro han sido adaptados para explorar el potencial terapéutico de
los NMs. Estos métodos se basan principalmente en la
bioquimica celular, usando sondas foto-responsivas para
describir el efecto de éstos hacia componentes constitutivos
celulares.

Entre los principales ensayos colorimétricos de toxicidad se
encuentran aquellos a base de sales de tetrazolio. Su fundamento
permite determinar de manera indirecta la viabilidad,
proliferacion o supervivencia celular, esto dependiendo del
enfoque analitico del ensayo. Brevemente, estas sales se reducen
por accion de enzimas mitocondriales (deshidrogenasas de la
cadena respiratoria) y flujo de electrones, en un compuesto
colorido (formazan). La cantidad de formazén producido es
proporcional al nimero de células metab6licamente activas y por
tanto viables, con capacidad de proliferar o supervivir. Asi, se
exponen células durante tiempos definidos a suspensiones
homogéneas de NMs a concentraciones crecientes conocidas. De
manera  simplificada, la viabilidad (proliferacion o
supervivencia) celular se puede expresar de la siguiente manera:

% viabilidad = 2o SCrEIRAAE 4 400 @

DO células control

donde DO se refiere a la densidad dptica de los cultivos no
tratados (control) y de las muestras expuestas al NM. Una
disminucioén en la actividad metabdlica, es decir, un menor DO,
sugiere que el material es tdxico a las condiciones analizadas. La
deteccion de la produccion de formazan puede deberse
directamente al proceso mitocondrial intracelular o, a una
adaptacion para su cuantificacion extracelular. Esta dltima,
requiere del uso de un acoplador trans-membranar de electrones,
por ejemplo el fenasin metosulfato (PMS). La Figura 5, ilustra
el fundamento basico de los métodos de evaluacién toxicolégica

in vitro basados en la reduccion de sales de tetrazolio por
actividad mitocondrial.

a) ‘ Solubilizacion
O ’

Deshidrogenasa
mitocondrial NAD*

NADH
O

b)

PMS

Deshidrogenasa
mitocondrial NAD*

NADH

Figura 5: Fundamento de los ensayos estandar de evaluacion
toxicolégica in vitro basados en la reduccion de sales de tetrazolio.

Ademés de poder evaluar la actividad metabdlica a nivel
celular, para asi determinar la viabilidad y efecto del tratamiento
con NMs, existen otros métodos que se adaptan sencillamente
para estudiar, por ejemplo; el dafio causado a la membrana
celular, cuantificar células vidas y muertas, cuantificar la
produccion de especies reactivas de oxigeno (altamente téxicas),
entre otras. Partiendo de la busqueda sistematica aqui reportada,
la Tabla 2 separa y enlista una serie de ensayos in vitro para
elaborar estudios complementarios de la toxicidad inducida por
NMs.

Tabla 2: Ensayos comunes para evaluar la toxicidad de NMs en
modelos celulares.

Ensayo Substancia Metod(_)’de
deteccion
Actividad metabolica
bromuro de (3-(4,5- . .
MTT  dimetiltiazol-2-il)-2,5- Eo'ﬂg‘g_tég‘é -
difeniltetrazolio Abs™
3-(4,5,dimetiltiazol-2-il)-5- . .
MTS (3-carboximetoxi-fenil)-2- SOITESE?T’]
(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio Abs™
2,3-bis-(2-metoxy-4-nitro-5- . .
XTT sulfofenil)-2H-tetrazolio-5- go"i”ggtgfﬁ
carboxanilido Abs
4-(3-(4-lodofenil)-2-(4- . .
WST-1 nitrofenil)-3H-5-tetrazolio)- gokirﬂgtrr:?r,]
1,3-disulfonato de benceno Abs™
2-(2-metoxi-4-nitrofenil)-3- . .
. . Colorimetria,
CCK-8 (4-nitrofenil)-5-(2,4- donss= 450 N

disulfofenil)-2H-tetrazolio
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Colorimetria y

Resazurina, fluorimetria,
alamarBlue  7-hidroxi-3 H-fenoxazin-3- Aabs =570 nm
ona 10-6xido Aexe = 530 nm
Aem =590 nm
Dafio a la membrana
Clorur_o de 2-_(4-yodofen|I)- Colorimetria,
LDH 3-(4-nitrofenil)-5- Yaz 490 nm
feniltetrazolio Abs™
Vida/muerte
Tincion,
DET Azul de tripano contaje por
microscopia
Optica
Fluorimetria,
observacion
Calceina confocal

AM Calceina AM/EthD-1 Aec.can= 488 nm

AExc-Eth= 543 nm

Contenido de proteina celular

Colorimetria y

fluorimetria,
SRB Sulforodamina B Aabs= 564 nm
AExc= 488 nm
Aem= 585 nm

Especies reactivas de oxigeno

DCFH/DA, Fluorimetria,
ROS 2,7-dicloro- Aexc= 485 nm
dihidrofluoresceina Aem =527 nm

5. LaHap puray funcional como vehiculo para liberacion
de farmacos

Los NMs para la liberacion selectiva y controlada de
farmacos antineoplésicos, surgieron como una de las primeras
grandes ramas de la Nanomedicina (Couvreur et al. 1982). Estos,
tienen como objetivo minimizar las reacciones adversas a la
quimioterapia convencional potencializando la acumulacion y
entrega eficaz de los farmacos en el sitio enfermo. Asimismo,
pueden ser disefiados para la entrega de silenciadores genéticos,
inmunoreguladores u hormonas, buscando fortalecer la
aplicacion clinica de nuevas terapias (Ignjatovi¢ et al. 2018;
Zhao et al. 2017; Cheang et al. 2018). Asi pues, la Hap es una
plataforma biomimética con gran potencial para albergar
biomoléculas de interés terapéutico.

Recientemente, El-Bassyouni G.T., et al (2020) desarroll6
nano-Hap usando conchas de mejillén, fuente natural de CaCOs
(>98.6%), por el método de precipitacién quimica. En este
estudio, se evalud la toxicidad in vitro, tanto de los polvos de la
fuente (concha) como de la Hap sintetizada, para enaltecer su
cualidad bio-compatible y regenerativa para uso biomédico.
Brevemente, las conchas se limpiaron, deshidrataron y molieron,
para posteriormente procesar el carbonato de calcio con &cido

nitrico y obtener Ca(NOs),. Se afiadi6 gradualmente una solucién
de (NH4).HPO, y se ajustd el pH a 9. El precipitado se secd a
70°C y calcind a 900°C. El andlisis termogravimétrico (de
temperatura ambiente a 1000°C) de la Hap, indicd una pérdida
maésica de ca. 44%, resultado de su deshidratacion (~178°C),
descarbonizaciéon (-CO,, 700-900°C) vy desnitrificacion y
deshidroxilaciéon (-NH4NOs3 hasta 845°C). Por DRX, los autores
mostraron la alta pureza y cristalinidad de los polvos calcinados
de Hap sintetizada a partir de conchas de mejillén. En las
micrografias electronicas se observaron agregados de entre 80 y
200 nm, los cuales contienen Hap en forma de grano ultra-fino
menor a 40 nm. La caracterizacion fisicoquimica de esta nano-
Hap se complement6 con andlisis elemental por espectroscopia
de dispersion de energia por rayos X (EDX, por sus siglas en
inglés) y funcional por IR-TF. La toxicidad de los polvos, tanto
de la fuente como de la nano-Hap, se evalud por el método SRB
en tres lineas celulares humanas cancerosas; MCF-7 (mama),
HepG2 (higado) y Caco-2 (colon), en células madre
mesenquimales humanas (hMSC) y células epiteliales. Los
polvos no indujeron toxicidad en el rango de concentracion
evaluado (0.01 a 1000 pg/mL). Adicionalmente, se observé que
las células mesenquimales y epiteliales, en presencia de estos
materiales, no pierden su capacidad de proliferar (7 dias),
sugiriendo una fuerte asociacion entre la Hap y las células.

Del estudio de sistemas puros de nano-Hap, pasamos a
plataformas multi-funcionales con capacidad de retencién y
liberacion controlada de farmacos. La reciente publicacion de
Ram Prasad S., et al (2020), reporta la ingenieria de un NM tipo
nicleo-coraza. Esta estructura es analoga a un huevo, es decir,
contiene un centro (yema) con cierta composicion quimica,
propiedades y funcion; y una o varias capas externas (clara y
cascaron) que poseen cualidades diferentes.

Ram Prasad S., et al (2020) sintetizaron, por la técnica de
electrospray, NMs multi-capa que contienen un ndcleo de Hap y
doxorubicina (DOX), una capa de quitosano y, otra Ultima de
policaprolactona (PCL) y metotrexato (MTX). La DOX vy el
MTX son farmacos quimioterapéuticos ampliamente prescritos
para el combate de diversos tipos de cancer. Inicialmente, la Hap
se prepar0 por precipitacion quimica usando (NH4);HPOs y
Ca(NOg3)2 a un pH de entre 10.5 y 11. Los polvos se lavaron,
secaron y calcinaron a 800°C. Posteriormente, la DOX se
encapsulé por adsorcién simple a 4°C. La cantidad de DOX
encapsulada (68%) se calcul6 por espectroscopia UV-Vis (Abs=
480 nm) a partir de los lavados y, el compuesto Hap-DOX se
liofiliz para su uso posterior. La emulsidn de electrospray se
prepar6 agregando una solucion de quitosano y Hap-DOX a una
mezcla de PCL-MTX en presencia de Tween 20, usado éste
como surfactante. La emulsion Optima se procesé en un sistema
ESPIN Nano aplicando un voltaje de entre 10 y 25 kV con una
separacion de 10 cm entre la aguja y el colector. La muestra
optimizada (0.5 mL/h, 16-13 kV) se caracterizd por IR-TF y
DRX para conocer su quimica funcional y cristalinidad. La nano-
Hap funcional obtenida, tiene una morfologia esférica, didmetro
promedio de 112 nm y carga superficial de +25 mV. Su
estructura de nucleo/coraza se confirmé por TEM. Estos
resultados representan un avance significativo en el uso de la
técnica de electrospray para la obtencion de nano-Hap como
vehiculo para la co-liberacion de dos farmacos convencionales,
uno hidrofilico (DOX) y otro hidrofébico (MTX). La capacidad
de carga se estimd por cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC, por sus siglas en inglés) y detectores UV de 254 nm
(DOX) y 302 nm (MTX). El sistema nucleo/coraza tiene una
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eficiencia de encapsulamiento de aproximadamente 85% para
MTX y 38% para DOX. Se evalud la cinética de co-liberacion de
los farmacos en soluciones tampén de fosfato salino (PBS) a pH
de 7 y 5, simulando los posibles escenarios tumorales, a 37°C
hasta por 192 horas. Se observé a ambos pHs, una liberacion
rapida de MTX al inicio de la cinética (1h) y una liberacion
posterior sostenida. Contrario, la DOX se liber6 de manera
sostenida desde el inicio. A pH de 7, se liberd un méximo de 28
y 13% respectivamente para MTX y DOX después de 8 dias. A
pH de 5, se liber6 un méaximo, después de 8 dias, de 40 y 20%
respectivamente para MTX y DOX. Los autores usaron dos
protocolos para determinar la toxicidad de la co-liberacion de
DOX y MTX. Se realizaron ensayos MTT en células humanas de
osteosarcoma (OMG-63). Para el primer protocolo de
determinacién directa, suspensiones frescas de 7.8 a 1000 pug/mL
del MN se incub6 durante 24 y 72 horas en cultivos de OMG-63.
Los farmacos libres se utilizaron como controles positivos de
toxicidad y la DO se ley6 a 570 nm. Para el segundo protocolo
de determinacion indirecta, los NMs se suspendieron en medio
de cultivo y se mantuvieron por 7 dias a 37°C. Se recuperaron los
sobrenadantes y se expusieron las células durante 24 y 72 horas
para realizar el ensayo de toxicidad. El estudio toxicoldgico in
vitro determiné que la muerte celular estd directamente
relacionada con la liberacion de los farmacos, siendo mas
pronunciado el efecto toxico a mayor concentracion del vehiculo
y tiempo de incubacion. Notablemente, Ram Prasad S., et al
(2020) optimizaron un método innovador para obtener NMs
hibridos de Hap, co-liberar dos farmacos antineoplasicos que
tienen un efecto sinérgico para causar la muerte de células de
tumores solidos en los huesos. Estos pueden llegar a considerarse
resultados in vitro alentadores para proseguir con evaluaciones a
mayor escala y, proponer alternativas clinicas en el tratamiento
de una neoplasia maligna que busca innovacién terapéutica.

Por otro lado, Lelli M. et al (2016) propone un modelo
basado en el uso de laminas de Hap (morfologia que mimetiza el
hueso) para liberar dos compuestos de platino (1 y 2) derivados
de los farmaco convencionales conocidos como carboplatino y
cisplatino (cisPt). La Hap se sintetiz6 a temperatura ambiente
usando soluciones acuosas de Ca(OH),, CaCOs; y H3PO.,. Las
suspensiones obtenidas post-24h de maduracion, fueron
utilizadas directamente para ser cargadas con los pro-farmacos, a
través de un método simple de adsorcién. La caracterizacion
fisicoquimica se realizd utilizando algunas de las técnicas
béasicas descritas con anterioridad. La cantidad de Pt cargado, asi
como la liberacion de los compuestos, se determind por
espectroscopia de emision atémica de plasma acoplado por
induccion (ICP-AES) digiriendo las muestras en &cido nitrico.
La liberacion se evalu6 a pH 5, 5.5 y 7.4, donde las condiciones
acidas simulan el ambiente tumoral. Los autores investigaron el
efecto toxico de la Hap pura y cargada en células humanas de
cancer de colon (LoVo), pulmén (A549) y hueso (U20S y
U20S/Pt resistente a CisPt), a través de ensayos MTT.
Brevemente, se concluyé que los compuestos de Pt interactdian
con la Hap biomimética por adsorciéon quimica. La estabilidad de
esta plataforma depende del pH del medio, promoviendo la
liberacion de los pro-farmacos a pH acido. EI compuesto 1
(kiteplanito), a pesar de ser adsorbido en menor proporcion, se
libera particularmente de manera subita a pH 5 y, controlada en
funcion del tiempo. Para los ensayos MTT de toxicidad, los
autores adaptaron la metodologia y emplearon las soluciones de
liberacién para exponer los diferentes modelos celulares a los
pro-farmacos libres. La viabilidad celular disminuye en funcién
de la cinética de liberacion de los sistemas estudiados y en
congruencia, el kiteplatino resultd6 ser mas eficiente en la

induccion de muerte celular. Notablemente, este estudio in vitro
muestra el potencial terapéutico de la liberacion de kiteplatino a
través de nano-Hap para tratar neoplasias malignas de hueso
resistentes a la quimioterapia convencional.

A pesar de que los autores precedentes muestran trabajados
prometedores disefiando vehiculos pasivos, es decir, que a través
del efecto de permeabilidad y retencion aumentada (EPR) podran
acumularse en el tejido tumoral (Clemons et al. 2018), en los
Gltimos afios han surgido investigaciones para activar la entrega
de los farmacos y hacerla asi, selectiva al sitio enfermo (Xiong et
al. 2016, 2018; Izadi, Meshkini, and Entezari 2019; Verma et al.
2020).

Xiong H., et al (2018) propone el disefio de Hap bio-
conjugada para mejorar el desempefio de nuevas terapias
moleculares que buscan; tanto bloquear la sefializacion hacia la
formacién de tumores metastasicos, causando dafio al ADN
mitocondrial (promotor de la metéstasis), como dirigir al mismo
tiempo una terapia efectiva para las micro-metéstasis no
vascularizadas. De manera simplificada, se prepard6 Hap por
precipitacion y se funcionalizd post-sintesis con grupos —NH,
usando 3-aminopropil-trietoxisilano. Posteriormente, se modifico
la superficie con una combinacion de péptidos (moléculas
formadas por la union de varios aminoécidos a través de enlaces
peptidicos, ie. entre —-NH, y —COOH) por blogues. La
modificacion superficial con péptidos, proteinas, anticuerpos,
vitaminas y aptameros; entre otras bio-moléculas, cominmente
se denomina bio-conjugacion. La combinacion de péptidos
empleada en el trabajo de Xiong H., et al (2018), consiste de un
modulo CREKA (Cys-Arg-Glu-Lys-Ala) y otro KLA (p[Lys-
Leu-Ala-Lys-Leu-Ala-Lys],) como estrategia dual de transporte
activo para atacar tumores primarios y metéstasis. Se encapsuld
DOX en la Hap bio-conjugada, para inducir dafio al ADN
mitocondrial. El material se caracteriz6 por varias técnicas
complementarias como IR-TF, TGA, TEM y espectroscopia de
resonancia magnética nuclear (RMN). La toxicidad in vitro se
evalué por MTT en células de mama tumorales de mamifero
(4T1) y varios ensayos celulares y moleculares se llevaron a
cabo para elucidar la respuesta activa del vehiculo. Por MTT se
observo que el complejo activo es mas eficiente que la DOX
libre, presenta un efecto sinérgico (indice de combinacion <0.5 e
indice de reduccion de dosis-DOX >2.8) vy, causa tanto dafio
mitocondrial como nuclear. El estudio de la eficiencia
terapéutica realizado en ratones albinos BALB/c (hembras de 6—
8 semanas), arrojé resultados antitumorales prometedores para
las neoplasias primarias y micro-metastasis, con una reducida
toxicidad colateral. Es asi como, vehiculos activos pueden ser
disefiados y evaluados para mejorar terapias existentes o,
proponer nuevos protocolos sinérgicos.

Finalmente, como se menciond al inicio de esta seccion, los
vehiculos biomiméticos basados en nano-Hap pura o funcional,
también pueden ser empleados para liberar genes (Cheang et al.
2018) u hormonas (Ignjatovi¢ et al. 2018) que inhiban el
crecimiento tumoral. Estas alternativas se han estudiado
principalmente en modelos de cancer de mama.

Brevemente, en Ignjatovic N.L., et al (2018) se reporta la
sintesis de una nano-Hap esférica de 65 nm, funcionalizada ex
situ con lactato de oligosacarido de quitosano (ChOLS) y dos
derivados sintéticos del androstano (esteroide de 19 carbonos
que es la estructura bésica de las hormonas sexuales masculinas).
Los sistemas se caracterizaron por RMN, IR-TF, calorimetria
diferencial de barrido (DSC, por sus siglas en inglés), TGA con
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analisis térmico diferencial y espectroscopia de masas, HPLC,
DLS, potencial zeta y microscopia de fuerza atomica; mostrando
diferentes propiedades fisicoquimicas debido al acoplamiento de
los esteroides. La liberacion de estos se evalud en soluciones de
PBS a 37°C por HPLC. Ambos derivados se liberan siguiendo
durante los primeros dos dias, una cinética de orden-cero con un
40% en promedio liberado a las 24h. Su liberacion es casi
completa (>90%) a partir del tercer dia de incubacion estatica a
37°C en PBS. La toxicidad in vitro de los sistemas de liberacion
hormonal se determin6 por DET y MTT. Los ensayos se
realizaron en dos lineas celulares humanas de cancer de mama;
MCF-7 (expresa receptores para hormonas sexuales masculinas,
ER+) y MDA-MB-231 (ER-), células humanas de céncer de
pulmdn (A549) y en fibroblastos (células sanas, MRC-5). Se
emplearon otros ensayos celulares, como microscopia confocal
de fluorescencia y citometria de flujo, para elucidar la
internalizacion y liberacion de los sistemas. Los vehiculos de
nano-Hap funcional libres de hormonas, no causaron toxicidad
significativa (<5%) a ninglin modelo celular después de 48 horas
de incubacion. Por el contrario, la Hap cargada resultd tdxica
para las células cancerosas en comparacion con su efecto en
fibroblastos, aumentando asi la selectividad de los derivados. De
forma notable, uno de los derivados mostrd un efecto citotdxico
prolongado particularmente para las células MCF-7. Finalmente,
se sugiere que la Hap libera los derivados de forma extracelular,
sin interferir en su paso a través de la membrana celular. La
Tabla 3, retine la informacion recabada a partir de la blsqueda
sistematica  realizada  (2016-2020), haciendo  énfasis
principalmente en la molécula de cargo (farmaco), modelos
celulares y, si se reporta 0 no experimentacion in vivo.

Tabla 3: Estudio de la nano-Hap pura o funcional usada como vehiculo de
liberacion controlada de farmacos.

Cargo Moc_ielo . EXP ) Ref.
in vitro in vivo
LoVo
. . A549 .
Kiteplatino U20S No (Lelli et al. 2016)
U20S/Pt
PC3
. . hBMSc (Barbanente et al.
Kiteplatino MDA-MB- No 2020)
231eGFP
DOX HepG2 Si (Xiong et al. 2016)
DOX 4T1 Si (Xiong et al. 2018)
Saos-2 (Izadi, Meshkini,
DOX HEK-293 NO  and Entezari 2019)
HepG2
WEHI-164
DOX KB No (Verma et al. 2020)
WRL-68
WI-26 VA4
DOX L-02 Si (Wu et al. 2020)
DOX (Prasad,
OMG-63 No Jayakrishnan, and
MTX Kumar 2020)
CD/p53 MCF-7 No (Zhao et al. 2017)
Esteroides ~ MCF-7 No (Ignjatovi¢ ct al.

2018)

6. La Hap funcional y dopada como agente pro-terapéutico

La versatilidad de los métodos de sintesis para la obtencién
de nano-Hap, ha permitido el desarrollo de innovadoras
plataformas hibridas a partir de su dopaje con diferentes iones o,
su combinacién con otros NMs. Por ejemplo, en Wang Y., et al
(2016) encontramos un estudio multi-escalar de nano-Hap
dopada con selenio (Se-Hap) en la perspectiva de inhibir el
crecimiento tumoral post-extirpacién quirdrgica de un
osteosarcoma. La Se-Hap se prepar6 por un método de
precipitacion quimica modificado introduciendo Na,SeOs in situ
durante la reaccion de precipitacién a un pH de 10, 75°C vy,
utilizando poliacrilato de sodio como agente dispersante. EI NM
se caracterizdé por DRX, DLS, potencial zeta, TEM y ICP-MS.
Se obtuvo Se-Hap acicular de aproximadamente 100 nm y con
remarcable estabilidad coloidal. Se observ6 que la incorporacién
de los iones de Se no modifican las principales caracteristicas de
la Hap pura, distribuyéndose homogéneamente en el cristal. Se
determind la cinética de liberacion de Se a 37°C en soluciones
tamponadas de PBS a pH de 5y 7.4 por ICP-MS. Se detectaron
dos etapas; observando primeramente una liberacion abrupta (0-
24 horas), seguida de una etapa sostenida (24-120 h). La
liberacion se caracterizd por ser pH responsiva, con un efecto
mayor a pH de 5, sugiriendo que la liberacidn es mediada por un
mecanismo de degradacion de la Hap. La internalizacion,
localizacion y toxicidad de la Se-Hap se evaluaron en un modelo
celular humano de osteosarcoma (MNNG/HOS). Para la
internalizacion y localizacion se emplearon TEM, microscopia
confocal de fluorescencia y citometria de flujo marcando las
nano-Hap con fluoresceina. Los resultados indicaron que la Se-
Hap es internalizada via endocitosis no especifica y, que en
funcion del tiempo co-localiza con lisosomas (constituyentes
acidos de la célula), degradandose e induciendo asi, muerte
celular. La viabilidad celular se determiné a través de ensayos
CCK-8 y la produccion de ROS por ensayos DCFH/DA.
Mientras la Hap pura no es toxica, la viabilidad celular
disminuye al aumentar el grado de dopaje. Asimismo, se
determiné que la muerte celular es inducida principalmente por
la generacion intracelular de ROS, la cual se potencializa en
presencia de Se. Entre otros ensayos utilizados, el efecto pro-
apoptdtico del sistema Se-Hap se estudié por Western Blot,
técnica que permite detectar y cuantificar proteinas provenientes
de tejidos o células en cultivo, a través de su migracion en geles
de electroforesis y reconocimiento con anticuerpos especificos, y
por la técnica TUNEL in vivo. Asi pues, se investigd el efecto
antitumoral en ratones BALB/c (4-6 semanas) que desarrollaron
durante 10 dias tumores de aproximadamente 100 mm? vy, se
realizo la bioquimica sanguinea. Se utiliz6 el material con mayor
contenido de Se como pro-terapéutico, y controles que consistian
en mezclas de Hap y Na,SeOs. El volumen del tumor se redujo
en aproximadamente un 70% con el tratamiento experimental de
Se-Hap, sin diferencia significativa con su mezcla equivalente,
indicando que la reduccién del tumor depende de la cantidad de
Se disponible y acumulada en el tejido canceroso. Notablemente,
Se-Hap (10% Se) presentd la mas baja toxicidad sistémica,
sugiriendo que la entrega local y controlada de Se, a través de la
biodegradacion de la Hap, aumentan la selectividad y eficiencia
del tratamiento.

Por otro lado, también se ha disefiado nano-Hap combinada
con nanoparticulas super-paramagnéticas de Oxido de hierro
(SPION) o gadolinio, con el proposito de desarrollar plataformas
activas multi-funcionales con efecto sinérgico para quimioterapia
e imagen médica (Liu et al. 2019; Izadi, Meshkini, and Entezari
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2019; Pernal, Wu, and Uskokovi¢ 2017). Brevemente, lzadi A.,
et al (2019) reporta la arquitectura de una Hap modificada con
SPION, como alternativa magneto-responsiva para la liberacion
dirigida de DOX. El hibrido se sintetiz6 por el método
hidrotermal usando diferentes relaciones Hap/SPION, y fue
ampliamente caracterizado. EI Hap/SPION de mejores
cualidades, se cargd con DOX, funcionalizé con
poli(etilenglicol) y conjugd con acido fdlico para generar un
vehiculo estable y de entrega activa. La liberacion de DOX se
favoreci6 a través del estimulo de un campo magnético (SMF).
La toxicidad se evalu6 en células humanas de osteosarcoma
(Saos-2) y en células sanas (HEK-293) por ensayos MTT. El
vehiculo libre de DOX no afectd la actividad metabdlica de las
células, con o sin la magnetizacion de éste. Contrariamente, el

compuesto cargado con el farmaco, disminuy6 la viabilidad
celular, siendo méas notable adicionando SMF. Asimismo, la
internalizaciéon aumento por efecto del SMF. Finalmente, Liu Y.,
et al (2019) presenta la sintesis de Hap dopada con Gd como
agente multi-funcional, es decir, tanto de contraste para imagen
médica por resonancia magnética como de transporte y entrega
de DOX. Este compuesto mostré un mejor contraste in vivo,
comparado con moléculas comerciales usadas en diagndstico
clinico, y una reduccién importante del tumor (células MCF-7).
La Tabla 4, relne otros trabajos especializados en las
propiedades fisicoquimicas y pro-terapéuticas de nano-Hap
dopada o combinada, como alternativa en el tratamiento de
diferentes neoplasias malignas.

Tabla 4: Estudio de la nano-Hap dopada o combinada usada como alternativa en el combate de diversas neoplasias malignas.

Hibridacion Funcionalizacién o cargo Modelo EXp. Ref
o dopante g in vitro in vivo '
Se PAAS MNNG/HOS Si (YYifan Wang et al. 2016)
Se - HCCLM9 Si (Yanhua et al. 2016)
. MNNG/HOS
Se PPAS-catequinas hBMSCs No (Khan et al. 2019)
) i . (Yanhua Wang et al.
Se SOSP-9607 Si 2019)
MDA-MB-231eGFP
Se Kiteplatino PC3 No (Barbanente et al. 2020)
hBMSc
Sr DOX ;/ﬁ;? No (Agrawal et al. 2018)
Ag, Fe, : HEK-293
AglFe 5-fluorouracilo Hela No (Veerla et al. 2019)
) MR (Ribeiro, Monteiro, and
Fe MDA-MB-468 No Laranjeira 2020)
Fe-SiO, SLN (antiinflamatorio) HEK-293 No (Orooji et al. 2020)
C57BL/6J
K7M2-pCl Neo
SPION - US7-MG No S’ekmﬁ" W“z'(;"‘ln%
E297 SKOKOV1C
hMSCs
Saos-2 (1zadi, Meshkini, and
SPION PEG/AF/IDOX HEK-293 No Entezari 2019)
Gd PEI/DOX MCF-7 Si (Liu et al. 2019)
Plasmido MCF-7
GO ) - MCF 10A No (Cheang et al. 2018)
p-HRE/ERE-Sur-TK MDA-MB-231

7. Conclusiones

De manera general, esta revision engloba los avances y
expectativas de los Gltimos afios para el uso potencial de la
hidroxiapatita nanoestructurada como agente adyuvante para
mejorar el tratamiento de varios tipos de cancer, principalmente
el de hueso y mama. Sus propiedades la hacen altamente
atrayente para proponer nuevos protocolos que combinen las
terapias convencionales con la nanotecnologia aplicada. Hemos
proporcionado informacion bésica sobre los métodos de sintesis,
caracterizacion y evaluacion toxicologica in vitro, con la
finalidad de ilustrar, a la comunidad de estudiantes e
investigadores del area de materiales avanzados, las primeras
etapas del desarrollo de un nano-farmaco. Notablemente, la

investigacion cientifica y tecnoldgica, con orientacién multi- e
inter disciplinar, en el area de la nanomedicina para cancer
aumenta afio con afio. Para el caso de la nano-Hap, observamos
que en los Ultimos 5 afios, se ha avanzado en la funcionalizacion,
bio-conjugacidn, carga (farmaco) y dopaje de la estructura, para
obtener vehiculos eficientes y selectivos a las células cancerosas.
Sin embargo, el nimero de publicaciones con ensayos pre-
clinicos (in vivo), tan solo represent6 el 30% de los resultados
obtenidos a partir de la estrategia sistematica utilizada, lo que
aun sugiere una disyuncidn entre la investigacion basica y
aplicada.

Finalmente, es importante mencionar que la aceptacion
clinica de la nano-Hap sintética como sustituto 6seo, muestra un
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camino prometedor para su implementacién como adyuvante en
tratamiento de cancer al combinar las propiedades intrinsecas del
material biomimético, con aquellas que puede adquirir a través
de su hibridacién. A la fecha, siete NMs inorganicos a base de

Hap (Vitoss®, Ostim®, OsSatura®, NanOss®, EquivaBone®,
Nano Streams y Nano Bone) han sido aprobados por la agencia
reguladora Food and Drug Administration (U.S. FDA) y se
encuentran en ensayos clinicos (fases II, 1l y IV) para el
tratamiento de enfermedades en los huesos (Huang et al. 2020),
antecedentes de gran relevancia para su uso potencial en el
tratamiento de osteosarcomas Yy otras neoplasias malignas.
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Apéndice A.
Tabla S1: Resultados de la bisqueda sistematica del 2016 a la fecha sobre el uso de nano-Hap para tratamiento de cancer.
Bio- . Método de .
Sistema Método de Sintesis Morfologia Dopante  Funcionalizacién  conjugaciéno Farmaco Modelo T|,p0 de toxicidad in Mod_elo n Ref.
. celular cancer . vivo
marcaje vitro
Hap NM comercial - APS (-NH;) - F?Sg MCF-7 Mama MTT ; (Zhao et al. 2017)
C57BL/6J -
e K7M2-pClI
Modificacion de - Hueso
I P Esféricay de ) ) } Neo } (Pernal, Wu, and
Hap/SPION  precipitacion quimica. rodillo SPION U87-MG Cerebro MTT Uskokovié 2017)
Hibridacién ex situ
E297 Cerebro
hMSCs -
e BALBI/c (4-6 .
Modificacién con . CCK-8 (Yifan Wang et al.
Hap-Se hibridacion in situ Acicular Se PAAS FITC - MNNG/HOS Hueso DCEH/DA semanas) 2016)
LoVo Colon
A549 Pulmén
Precipitacion a . . . . uU20s Hueso .
Hap temperatura ambiente Acicular/laminar - - - kiteplatino Hueso MTT - (Lelli et al. 2016)
U20S/Pt (resistente a
cisPt)
Rata Kunming
. NP . y conejo de -
Hap NM comercial Semi-esférica - APS AH DOX HepG2 Higado MTT Nueva (Xiong et al. 2016)
Zelanda
) Co-precipitacion con . ) ) ) . ) BALB/c (3-4 (Yanhua et al.
Hap-Se hibridacion in situ Acicular Se HCCLMS Higado semanas) 2016)
Hap Sonoquimica asistida /4iy1a corta . AMPTES FITC - MGCE0-3 Estomago MTT - (Cui et al. 2016)
con microondas L-02 -
L (Weerasuriya,
Hap Co\gﬂg‘s“‘zi’;de Hexﬁgggg; con - - - Cu-bis(8-HQ) - ; ; ; Wijesinghe, and
Rajapakse 2017)
Hap Hidrotermal Varilla - - - Vincristina - - - - (Maia et al. 2018)
MCF-7 Mama DET
Combinacion de sol- Derivados del MDA-MB- . .
Hap gel con Esférica - Ch-OSL - androstano 231 Mama MTT - (Ign Jaztgxlzg ctal
microemulsion (esteroide) A549 Pulmén
MRC-5 -
AB49 Pulmon (Selvaraju,
Hap Precipitacion Esférica - PLGA-Colageno - - MTT - Ramalingam, and
L927 - Rao 2018)
S S - BALBI/c (6-8 .
Hap Precipitacion Anisotropica - APS Péptido PMC DOX 4T1 Mama MTT semanas) (Xiong et al. 2018)
Plasmido p- MCF-7 Mama
GO/Hap Combinacion Flor Grafeno - - HRE/ERE-Sur- MD?\QA B- Mama MTS - (Chezzznlgs)e tal.
® MCF 10A -
. Hidrotermal por - ) MCF-7 Mama ) (Agrawal et al.
Hap-Sr microondas con Vaiilla St CTAB DOX Zr-75 Mama MTT 2018)
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Hap-Se

Hap-Ag
Hap-Fe
Hap-Ag/Fe

Hap/SPION
Hap-Se
Hap-Gd

mFSH

Hap-Se

Hap-Fe

Hap

PEGS/HA

Hap

Hap

hibridacién in situ
Combinacion
precipitacion con
sonoquimica.
Hibridacién in situ
Co-precipitacion

Precipitacion con
hibridacién ex situ
Precipitacion con
hibridacién in situ
Hidrotermal con
hibridacién in situ
Sonoquimica
Precipitacion con

hibridacién in situ

Precipitacion

Co-precipitacion

Micro-emulsion

Precipitacion

Precipotacion

Varilla
Esféricay
varilla
Varilla
Anisotrépica
Varilla

Esférica

Anisotrépica

Esférica

Esférica

Esférica

Grano

Esférica

Se

Ag, Fe,
Ag/Fe

SPION

Se

Gd

Se

Fe

PPAS-catequinas

PEG

PEI

Extractos frutales
APTES

Gelatina-EDC

Gelatina-NHS

PCL
CH

AF

AF

5-fluorouracilo

DOX

DOX

SLN

Kiteplatino -
pirofosfato

DOX

DOX

DOX
MTX

MNNG/HOS

hBMSCs

HEK-293

Hela

Saos-2
HEK-293

SOSP-9607
MCF-7

HEK-293

MDA-MB-
231eGFP
PC3
hBMSc

MDA-MB-
468

HepG2
WEHI-164
KB
WRL-68
WI-26 VA4
L-02
MCF-7
MCF-7
HepG-2
Caco-2
h-MSC

OMG-63

127
Hueso CCK-8
- DCFH/DA
) MTT
Cérvix/atero
Hu_eso MTT
Hueso MTT
Mama MTT
- XTT
Mama
Préstata CCk-8
Resazurina
Mama Calceina
AM/Yoduro de
propidio
Higado
Piel
Boca MTT
Mama MTT
Mama
Higado
Colon SR8
Hueso MTT

BALBI/c (3-4
semanas)
BALB/c (5
semanas)

Ratas (n.e.)

Raténn nude
(18-209)

(Khan et al. 2019)

(Veerla et al. 2019)

(Izadi, Meshkini,

and Entezari 2019)

(Yanhua Wang et
al. 2019)

(Liu et al. 2019)

(Orooji et al. 2020)

(Barbanente et al.
2020)

(Ribeiro, Monteiro,
and Laranjeira
2020)

(Vermaetal.
2020)

(Wu et al. 2020)

(El-Bassyouni et
al. 2020)

(Prasad,
Jayakrishnan, and
Kumar 2020)




