La fitoterapia: fuente de medicamentos reguladores del metabolismo tumoral y activadores de la respuesta inmune
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Resumen


El cáncer se constituye en un grupo de enfermedades complejas y multifactoriales, que se manifiestan en forma diferente dependiendo del órgano afectado, o del mecanismo molecular implicado. En términos generales, se presenta una alteración en los mecanismos que regulan el crecimiento celular (Hanahan & Weinberg, 2011), generando proliferaciones incontroladas, que rompen la homeóstasis normal del organismo, afectando no solo el órgano blanco sino al individuo en general. La búsqueda de terapias contra el cáncer, se basa en el conocimiento de estos mecanismos moleculares, así como de las consecuencias de estos desarreglos biológicos, los cuales son innumerables. Para esta revisión, que muestra el trabajo publicado en mi grupo en los últimos 13 años, y algunos datos aún no publicados, nos conciernen solamente los mecanismos relacionados con el metabolismo energético tumoral y la regulación de la respuesta inmune, así como los últimos procedimientos que nos van a llevar a realziar el primer ensayo clínico de fase I para un medicamento contra el cáncer en Colombia.
Abstract
Cancer is a group of complex and multifactorial diseases that manifest differently depending on the affected organ or the molecular mechanism involved. In general terms, there is an alteration in the mechanisms that regulate cell growth generating uncontrolled proliferations, which break the body's normal homeostasis, affecting not only the target organ but the individual in general. The search for therapies against cancer, is based on the knowledge of these molecular mechanisms, as well as the consequences of these biological disorders, which can be innumerable. For this review, which shows the work published in my group in the last 13 years, and some data not yet published, concern us only the mechanisms related to the energy metabolism and the regulation of the immune response, and the last procedures than will let us to go into the first phase I clinical trial, for a cáncer medicament in Colombia. 
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El metabolismo tumoral
Una de las características de las células tumorales, es su alta tasa de proliferación, la cual las lleva a aumentar el consumo de glucosa y glutamina (entre otras fuentes de energía), necesarios para generar el carbono requerido para la construcción de nuevas macromoléculas; pero, además para que a través de su oxidación se generen cofactores como NADH o FADH2, que median la transferencia de electrones a la cadena respiratoria, para permitir la síntesis de ATP indispensable para la sobrevida energética de la célula. El alto consumo de glucosa por las células tumorales, fue observado inicialmente por Otto Warburg (Warburg, 1956) lo que le mereció el premio nobel de medicina en 1931, y cuyos resultados aportaron de forma importante en el estudio del cáncer y en la búsqueda de nuevas terapias(Koppenol, Bounds, & Dang, 2011). Estos hallazgos, sirvieron de base para el desarrollo de la tomografía de emisión de positrones, denominada PET, basada en el consumo de la 18F-fluodeoxiglucosa (18F-FDG), la cual es ampliamente utilizada para el diagnóstico y seguimiento de un gran número de tumores de metabolismo glicolítico (Almuhaideb, Papathanasiou, & Bomanji, 2011). La glutamina por su parte, provee el nitrógeno necesario para la síntesis de nucleótidos de pirimidinas y purinas, glucosamina 6 fosfato, y aminoácidos no esenciales. Su alto consumo por las células tumorales ha sido ampliamente reportado y más recientemente, se ha sugerido el uso de la 18F-glutamina, como trazador tumoral, cuando la glucosa no se constituye en un buen marcador tumoral (Lieberman et al., 2011; Venneti et al., 2015).
El uso de la glucosa como una de las fuentes principales de energía por las células tumorales, se ha relacionado clásicamente con la baja capacidad mitocondrial observada en algunos tumores; sin embargo, datos recientes muestran que la mitocondria de las células tumorales funciona muy bien, y que de hecho, las razones para que una célula tumoral consuma más glucosa, están relacionadas con la capacidad de la glicólisis de participar en la generación de metabolitos intermedios para múltiples procesos biosintéticos, más que para la generación de ATP. Es así, que el desacoplamiento de la glicólisis con la cadena respiratoria, no parece tener un efecto importante en la célula tumoral, la cual a través de procesos de adaptación metabólica, favorece la producción de lactato a partir del piruvato, disminuyendo la entrada del piruvato al ciclo del ácido tricarboxílico (Pavlova & Thompson, 2016) y por ende protegiéndose de la sobrecarga energética. 
Aunque los tumores han desarrollado un sin número de desviaciones metabólicas para protegerse del exceso de electrones que son generados por este metabolismo acelerado y que muchas veces, exceden la capacidad de la ATP sintasa, es inevitable la formación de una gran cantidad de especies reactivas de oxígeno (ROS) en el microambiente tumoral. De hecho, los ROS intracelulares provienen de la mitocondria y del retículo endoplásmico, así como por la activación de las NADPH oxidasas (Cairns, Harris, & Mak, 2011). Cuando los ROS aumentan, particularmente el H2O2, dañan la estructura de las macromoléculas celulares, lo que se denomina estrés oxidativo (Sullivan & Chandel, 2014). En las células tumorales, este estrés oxidativo es controlado por una alta producción de enzimas antioxidantes, a través de un mecanismo principal que conlleva la activación del factor de transcripción nuclear relacionado con el factor 2 eritroide (NRF2) el cual participa en la regulación de la expresión de múltiples genes antioxidantes (Sullivan & Chandel, 2014). Muchos de los tumores presentan mutaciones en este factor y por ende presentan una elevada expresión, en forma constitutiva, de muchas de las enzimas detoxificantes, lo que hace que en términos generales el nivel de ROS tumoral este elevado dado que ellas pueden tolerar una carga de ROS superior a la de las células normales.
Este exceso de ROS, puede conllevar algunas veces al fenómeno denominado senescencia inducida por oncogenes (SIO) (Courtois-Cox, Jones, & Cichowski, 2008), el cual está relacionado con la expresión de un mutante de BRAS o RAF que inhibe la proliferación tumoral en presencia de ROS. La disminución del fenómeno de SIO, puede potenciar la tumorigénesis (Kaplon et al., 2013), así como el uso de algunos anti-oxidantes, lo cual revisaremos más adelante. Es decir que no siempre la disminución de los ROS tumorales, tiene un efecto benéfico, lo que sugiere un delicado equilibrio que debe ser mantenido al interior del tejido tumoral. Es así que los ROS tienen entonces un papel dual en la tumorigénesis. Una sobreproducción de ROS es deletérea para la célula eucariótica, y en contraste, bajas concentraciones de ROS, son necesarios para mantener la tumorigénesis (Sullivan & Chandel, 2014). 
Teniendo en cuenta estos antecedentes metabólicos, podemos decir que la diversidad tumoral, está constituida por poblaciones altamente proliferantes, las cuales son en principio glicolíticas, en conjunto con poblaciones quiescentes, que son menos glicolíticas y utilizan mucho más la fosforilación oxidativa. Dentro de estas últimas, están además las células stem tumorales (CSC por sus siglas en inglés: Cancer Stem Cell), las cuales, por su propia naturaleza, expresan bombas de resistencia a drogas y otros mecanismos detoxificantes, que les permiten vivir en ambientes hostiles y con bajas concentraciones de oxígeno. Esta población es la principal responsable de las metástasis y de la resistencia tumoral a la quimioterapia(Dave, Mittal, Tan, & Chang, 2012; Margaryan, Seftor, Seftor, & Hendrix, 2017), y el conocimiento de su relación con el nicho tumoral, abre puertas en la búsqueda de terapias que regulen estas interacciones(Plaks, Kong, & Werb, 2015), así como la resistencia a drogas, dentro de las cuales, los productos naturales tienen un papel importante(Cort & Ozben, 2015). La CSC son las principales responsables de las fallas terapéuticas en muchos tumores, como en cáncer de seno y melanoma entre otros.
El metabolismo tumoral y su relación con la respuesta inmune
Como consecuencia del metabolismo tumoral que oscila entre el glicolítico y el fosforilativo, el microambiente tumoral se ve afectado en forma importante. El alto consumo de glucosa y glutamina, genera una acumulación de lactato extracelular el cual genera un ambiente acido e inmunosupresor, atenuando la activación de las células dendríticas, linfocitos T y células NK, y favoreciendo la generación de células supresoras de tipo mieloide o linfoide (Colegio et al., 2014; Fischer et al., 2007; Goetze, Walenta, Ksiazkiewicz, Kunz-Schughart, & Mueller-Klieser, 2011; Husain, Huang, Seth, & Sukhatme, 2013). Por otra parte, el aumento de lactato aumenta la angiogénesis y estimula la producción de ácido hialurónico por los fibroblastos, lo que favorece el crecimiento tumoral (Pavlova & Thompson, 2016). Estos hallazgos ponen en evidencia el hecho, que el control del metabolismo tumoral, podría tener un efecto benéfico no solo en la evolución misma del tumor sino en la generación de una efectiva respuesta inmune antitumoral.
Por otra parte, la inflamación ha sido ampliamente implicada en el proceso de tumorigénesis, así como en la evolución del cáncer. Casi el 20% de los canceres están precedidos de un componente inflamatorio crónico, tales como el carcinoma hepatocelular con la hepatitis, el cáncer de colon con la enfermedad inflamatoria del intestino y el cáncer gástrico con la infección por Helicobacter pylori. Sin embargo la inflamación no solo se presenta como antecesora del cáncer, sino también como un consecuencia del crecimiento mismo del tumor, que a través de la producción de factores reguladores, recluta células de la respuesta inmune y favorece la producción de citosinas pro-inflamatorias alterando el microambiente tumoral que posteriormente, favorece el crecimiento y la metástasis tumoral (revisado en (Francescone, Hou, & Grivennikov, 2014)). Esto nos lleva a pensar que el control de la inflamación intratumoral es sin duda uno de los mecanismos que va a favorecer la regresión tumoral, y va a permitir la activación de una respuesta inmune efectiva.
Los productos naturales contra el cáncer.
Las plantas son una fuente inagotable de productos naturales con actividad biológica útiles para la humanidad debido a la gran diversidad de especies vegetales que producen metabolitos, así como a la posibilidad de las mismas de sintetizar un sin número de moléculas complejas difíciles de reproducir en el laboratorio(Mondal et al., 2012). De casi un millón de productos naturales, aproximadamente el 25% son activos biológicamente, de los cuales cerca del 60% provienen de plantas (Newman & Cragg, 2016). Las plantas son utilizadas no solo por la posibilidad de encontrar metabolitos activos que puedan ser utilizados en forma aislada, sino también como fuentes de nuevas medicinas denominadas actualmente “Botanical drugs” o drogas botánicas (Gertsch, 2011; Schmidt, Ribnicky, Lipsky, & Raskin, 2007).
Las drogas botánicas son mezclas de metabolitos obtenidos a partir de una o varias plantas que tienen actividad biológica identificada y además se han caracterizado químicamente para conocer los metabolitos presentes en la mezcla(Zhu et al., 2014). Con las nuevas tecnologías, el desarrollo de la medicina herbal se ha modernizado enormemente, y en la actualidad se promueve un trabajo riguroso que conjuga tanto la caracterización química, como la evaluación biológica de estas mezclas, con el fin de tener mezclas estandarizadas y claramente valoradas(Tilton et al., 2010). Actualmente, hay un gran número de trabajos que reportan el desarrollo de drogas botánicas frente a diferentes patologías, entre ellas la enfermedad inflamatoria del intestino (Algieri et al., 2015), activación de la repuesta inmune antiviral (Wang et al., 2013), como soporte en el tratamiento del paciente con cáncer(Diwanay, Chitre, & Patwardhan, 2004) entre otras. La FDA ha aprobado ya algunas drogas botánicas(Lei et al., 2014), las cuales siguen siendo muy pocas teniendo en cuenta el inmenso potencial de la biodiversidad en la generación de nuevos medicamentos.

Las drogas botánicas presentan ventajas sobre las moléculas aisladas, entre las cuales se destaca el hecho que estas últimas actúan sobre un único blanco molecular. Esto, aunque es farmacológicamente correcto, no da cuenta de la complejidad de la gran mayoría de las patologías a las cuales nos vemos confrontados, dada su naturaleza multifactorial. La Fitoterapia llevada a cabo con las drogas botánicas, se basa en la acción combinada de una mezcla de constituyentes, lo cual ofrece nuevas alternativas terapéuticas. La fitoterapia exhibe efectos farmacológicos por la interacción sinérgica o antagónica de muchos de los fitoquímicos presentes en la mezcla. Las razones mecanísticas para estas interacciones son la biodisponibilidad, la interferencia con procesos de transporte celular, la activación de prodrogas o la desactivación de compuestos activos a metabolitos inactivos, la acción de patrones sinérgicos en diferentes puntos de la misma cascada de señalización o la inhibición de la unión a diferentes proteínas blanco, entre otras. Las tecnologías ómicas y la biología de sistemas, podría facilitar el estudio de esta multiplicidad de efectos en las mezclas herbales(Efferth & Koch, 2011).

Anamu y dividivi dos plantas Colombianas con enormes potenciales antitumorales

La búsqueda de plantas con actividad antitumoral que iniciamos en nuestro grupo, ha tenido como base el conocimiento tradicional de cada una de ellas, el cual esperamos sea retribuido a la comunidad. En estas dos plantas, las comunidades concernidas están distribuidas en prácticamente todo el país, en el caso del anamú (Petiveria alliacea), y en la zona del alto ricaute en Boyaca, para el caso del Dividivi (Caesalpinia spinosa). El conocimiento etnofarmacológico de estas plantas no hace parte de esta revisión, por respeto a esta compleja disciplina, de la cual solo soy una beneficiaria. Sin embargo vale la pena resaltar que es a través de este conocimiento, que podemos suponer que la fuerte actividad antioxidante del dividivi, puede participar en la regulación de la producción de ROS dentro y fuera del tumor lo que le daría un alto potencial antitumoral, y por otra parte, la actividad hipoglicemiante del anamú, nos lleva a pensar que la actividad antitumoral clásicamente atribuida a esta planta, es debida a su capacidad de regular la disponibilidad de la glucosa en las células tumorales.

Nuestra hipótesis de trabajo en la búsqueda de la actividad antitumoral, se basó en el comienzo, en que los extractos complejos de plantas pueden actuar directamente sobre la célula tumoral, regulando el metabolismo tumoral, pero también sobre la respuesta inmune y que esta multifuncionalidad, es la que puede explicar los beneficios observados a través de los años en el uso de este tipo de medicina herbal. 

Petiveria alliacea: anamú, es modulador del Metabolismo energético de las células tumorales

En Anamu, denominado científicamente Petiveria alliacea Linne (Phytolaccaceae) , es una hierva perenne , ampliamente utilizada por la medicina tradicional en el Caribe, Centro y Sur América. Las infusiones de las hojas o de las raíces, son conocidas por su actividad anti-espasmódica, anti-reumática y anti-inflamatoria (Illnait Ferrer, 2007). A pesar que el conocimiento tradicinal le da propiedades hipoglicemiantes, algunos datos contradictorios muestran que el tratamiento con infusión de anamú aumenta la glicemia, en forma significativa, durante las primera semanas, aunque el mecanismo no ha sido claramente elucidado(García-González, Coto Morales, Ocampo, & Pazos, 2006). La infusión acuosa se ha utilizado en el tratamiento de leucemia y cáncer de seno(García Barriga, 1974; Gupta, y Tecnologia, & Bello, 1995). Muchos han sido los trabajos que se han llevado a cabo tratando de estudiar la actividad farmacológica de esta planta, y muchos compuestos se han aislado a los cuales se les han atribuido multiples actividades biológicas, lo cual esta resumido en una revisión publicada recientemente(Luz et al., 2016), por lo que no entrare en los detalles y me enfocaré directamente en lo que hemos realizado en nuestro grupo y que va enfocado no solo al estudio sino a la producción futura de un medicamento con base en anamu.

Los extractos de plantas pueden ser obtenidos de múltiples formas. Nosotros escogimos utilizar la purificación biodirigida la cual nos permitia seguir de cerca los metabolitos con la actividad biológica esperada(C. Cifuentes, 2010). Con esta tecnología, identificamos varias fracciones del anamú que presentaban actividades biológicas complementarias. Tres de las fracciones concentradas a partir del extracto obtenido en acetato de etilo, denominadas S1 a S3, mostraban actividad citotóxica sobre líneas de células leucémicas (K562 y NB4) e inducían apoptosis por la via mitocondrial, dado que se observaba depolarización temprana e irreversible de la membrana mitocondrial, fragmentación del DNA y modulación intracelular de HSP70, conocida como una proteína de estrés intracelular. Estas fracciones presentaban concentraciones diferentes de algunos de los metabolitos identificados por nosotros o reportados previamente para esta planta, lo que sugería que debían presentar diferencias en la actividad biológica, las cuales no habíamos podido detectar, pero que sin embargo, ambas conducían a la muerte tumoral (M. C. Cifuentes, Castañeda, Urueña, & Fiorentino, 2011). 
Este trabajo que constituyo la puesta a punto de una metodología de purificación biodirigida, nos puso de manifiesto que, aunque podíamos tener fracciones con una actividad biológica importante, el rendimiento en la obtención de las mismas, era muy poco y si estábamos pensando en la obtención futura de un producto farmacéutico teníamos que mejorar el rendimiento. Para ello, utilizamos entonces la fracción completa obtenida en acetato de etilo y evaluamos la actividad en modelos biológicos. Pudimos observar, a través del análisis por ADNc-AFLP, polimorfismo para la longitud de fragmentos amplificados (amplified fragment length polymorphism, AFLP), que una fracción más compleja de anamú, la cual presenta también actividad citotóxica, induce una expresión diferencial de genes en células K562. En esta fracción se identificaron algunos de los compuestos presentes en las subfracciones obtenidas previamente (S. Santander & Urueña, 2009).
Esta fracción compleja que podíamos obtener en mayores cantidades, fue caracterizada química y biológicamente para confirmar algunos de los hallazgos previos. Observamos que era citotóxica frente a líneas de células tumorales de melanoma murinas y humanas y conservaba la citotoxicidad frente a la línea de células leucémicas, induciendo además cambios morfológicos debidos a la acción sobre los filamentos de actina, que se observaban principalmente en las líneas adherentes, acompañado de un arresto en la fase G2 del ciclo celular. Aunque esta fracción también presentaba actividad citotóxica, y disminuía el potencial clonogénico de las células tumorales, no pudimos volver a reproducir la actividad encontrada anteriormente, sobre la depolarización mitocondrial, lo que nos dio a pensar que esta depolarización era causada por los compuestos que estaban enrriquecidos en las subfracciones de acetato de etilo. El análisis proteómico realizado sobre las células tumorales tratadas con el extracto, nos mostró un perfil proteico complejo que se desequilibraba en respuesta al tratamiento y que afectaba gran parte de las proteínas que participan en la proliferación celular, síntesis de proteínas y particularmente en el metabolismo energético de la célula, sugiriendo que de hecho, el extracto de anamú utiliza múltiples mecanismos biológicos que regulan el crecimiento tumoral (Uruena et al., 2008). La actividad de esta fracción fue verificada en diversas líneas celulares particularmente de cáncer de seno, con el objeto de evaluar posteriormente su actividad in vivo en modelos animales. Observamos que en la línea 4T1 de cáncer de seno, el extracto induce apoptosis, activación de la caspasa 3, fragmentación del DNA sin depolarización de la membrana mitocondrial, y disminución de la clonogenicidad. Los cambios observados previamente en la expresión de las enzimas glicolíticas, se vieron reflejados en este modelo por una disminución en la captación de glucosa y en la producción de lactato. In vivo, el extracto disminuye la evolución de tumores mamarios luego del trasplante ortotópico de células 4T1 marcadas con la proteína verde fluorescente, lo que confirma su actividad antitumoral en un modelo murino de cáncer de seno altamente agresivo(Hernandez et al., 2014).

La actividad del anamú es específica de las células tumorales, en las cuales se observa una reducción en la expresión de la -F1-ATPasa, disminución de la activación del flujo glicolítico, con una disminución del ATP intracelular, de la respiración mitocondrial y del consumo de oxígeno. Como consecuencia de esta catástrofe energética inducida por el extracto, se observa una disminución de la proliferación celular, tanto en cultivos convencionales en 2D, como en esferas cultivadas en 3D enriquecidas en CSC. In vivo, observamos que el tratamiento de animales trasplantados con la línea de cáncer de seno TS/A, disminuye el tumor primario y mejora la sobrevida de los animales, corroborando así el potencial de este extracto para ser utilizado en cáncer de seno (Hernández et al., 2017). 

El anamú ha sido reportado como inmunomodulador, por lo que quisimos evaluar su actividad sobre las células dendríticas humanas, encargadas de la presentación de antígenos al sistema inmune, basados en el hecho que el uso tradicional del anamú es en infusión y que en estas preparaciones estarían enriquecidas en metabolitos primarios, entre los cuales puede haber polisacáridos que son potenciales activadores de las células dendríticas. Comparamos entonces la actividad inducida por los extractos acuosos y orgánicos de la planta y encontramos que los extractos acuosos inducen cambios morfológicos, así como la expresión incompleta de CD86, un marcador de activación de las células dendríticas, indicando una activación parcial esta población celular. Adicionalmente, se encontró la secreción de citosinas como IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, y TNF-, el incremento de la expresión de NF-B y la regulación negativa de la expresión de TGF-Estos resultados sugieren que la fracción acuosa puede tener un papel en la inducción de tolerancia a través de la activación parcial de las células dendríticas, lo cual debería ser evaluado en detalle en el contexto de la inmunidad antitumoral. Vale resaltar que estos efectos no fueron observados con la fracción orgánica (S. P. Santander et al., 2012), sin embargo no debemos descartar el hecho de que la modulación del metabolismo energético tumoral, con una disminución en la producción de lactato extracelular, pueda tener un efecto benéfico sobre la respuesta inmune. 

Actualmente, hemos desarrollado un método diferente para la obtención de mayores cantidades del extracto, estamos llevando a cabo la normalización química y el aislamiento de los compuestos marcadores, con el fin de llevarla a escala piloto y poder hacer los estudios de toxicidad subcrónica y crónica. Un camino largo dado que la capacidad de producción de este tipo de extractos en el País no está muy desarrollada, y se requieren mejores competencias tecnológicas, pero esperamos llegar a la clínica más pronto que tarde.

Caesalpinia spinosa: dividivi: antitumoral e inmunoestimulante.


Caesalpinia spinosa, comúnmente denominado dividivi, es un arbusto al cual se le han atribuido propiedades antimicrobianas(Aguilar-Galvez, Noratto, Chambi, Debaste, & Campos, 2014), antioxidantes e incluso antitumorales(Aguilar-Galvez et al., 2014; El-Nashar, Eldahshan, & Singab, 2015), y es conocido por su alta capacidad antioxidante(Chambi et al., 2013; Skowyra, Falguera, Gallego, Peiró, & Almajano, 2014). En América latina, particularmente en Perú, ha sido ampliamente estudiado y explotado como fuente de taninos para el tratamiento de los cueros, y aunque en Colombia se da en forma silvestre, no ha recibido la atención que debería a pesar del potencial agroindustrial que este árbol representa. 

El estudio de la actividad antitumoral del dividivi, lo iniciamos con el material silvestre que se encuentra en la zona del alto ricaute en Boyacá, que comprende villa de Leyva, ráquira, tibasosa entre otros. La extracción llevada a cabo a partir de los frutos del dividivi, nos permitió confirmar en una primera aproximación fitoquímica, la presencia de galotaninos y derivados del ácido gálico, así como de pentagaloil glucosa, entre otros metabolitos (Pombo, 2008). Este extracto, lo hemos podido llevar a escala semi-industrial, lo que nos ha permitido identificar más claramente los metabolitos presentes en el, así como aislar algunos de los compuestos que nos servirán para la normalización de la fracción como lo describiré más adelante. 

Este extracto, el cual denominamos P2Et, por ser el que se precipitó durante la purificación, ha sido caracterizado casi completamente, y hemos aislado al menos 10 compuestos presentes en el, que sirven para su normalización(Sandoval et al., 2016). El P2Et induce apoptosis en líneas humanas y murinas de cáncer de seno a través de la depolarización de la mitocondria, activación de caspasa 3, condensación de la cromatina y disminución de la capacidad clonogénica en células K562. Además, cuando se usa en conjunto con medicamentos quimioterapéuticos como la doxorrubicina, a concentraciones subletales, se observa una reducción de la concentración inhibitoria requerida para matar el 50% de las células, lo que representa un aumento en la actividad antitumoral neta del medicamento, que se traduciría en la posibilidad de utilizar menos doxorrubicina cuando está en asocio con el extracto de dividivi(Castaneda, Pombo, Uruena, Hernandez, & Fiorentino, 2012; Pombo, 2008).

Adicionalmente, in vivo, este extracto induce una reducción del tumor primario de ratones BALB/c trasplantados ortotópicamente con células 4T1 de cáncer de seno, y adicionalmente, disminuye las metástasis principalmente en el bazo. Por otra parte, se observa una reducción de la reacción leucemoide así como de los niveles séricos de IL-6, ambos factores relacionados con peor pronóstico de la enfermedad, lo que nos sugiere que el extracto no solamente actúa sobre el tumor primario, sino que también reduce la migración celular a órganos distantes, lo que implica su actividad en el microambiente tumoral(Uruena et al., 2013). 

La disminución de las metástasis puede deberse a varios factores, entre ellos una actividad sobre las CSC, como lo mencionamos anteriormente, o la activación de la respuesta inmune, la cual va a controlar esa población tumoral que ha migrado a órganos distantes. Con el fin de evaluar la primera hipótesis, medimos la actividad citotóxica del P2Et sobre células tumorales que presentaban diferentes perfiles de resistencia a drogas, sea por la sobreexpresión de bombas de resistencia a drogas de tipo Pgp o por enriquecimiento de la población de CSC, llevada a cabo luego de múltiples pasajes in vivo. Pudimos observar que in vitro, el P2Et es citotóxico tanto frente a las líneas Pgp+ como Pgp-, y que además puede modular la actividad de las bombas de resistencia principalmente a través de sus compuestos más hidrofóbicos, lo que tienen como consecuencia un aumento de la sensibilidad a fármacos como la doxorrubicina, por las células resistentes, cuando estas son pretratadas con el P2Et, tanto en cultivos 2D como en 3D.  Es interesante ver que los resultados obtenidos in vitro, no siempre concuerdan con lo que se observa in vivo. De hecho, cuando evaluamos el efecto del P2Et sobre células TSA CD44+CD24low, no observamos sinergia con Doxorrubicina, sin embargo, cuando realizamos el tratamiento in vivo, se observa claramente que el tratamiento conjunto de P2Et con Doxorrubicina, presenta una mejor respuesta en términos de tamaño tumoral y sobrevida de los animales(Sandoval et al., 2016). Estos resultados nos permiten sugerir que el P2Et puede sobrepasar la resistencia a drogas al menos cuando esta mediada por la expresión de bombas de resistencia, dado que resultados más recientes, nos muestran que el P2Et no tiene actividad sobre células tumorales que expresan la Aldehido deshidrogenasa (ALDH), la cual se constituye en un marcador relevante de las CSC y que participa activamente como mecanismo de detoxificación intracelular. En contraste, estas células pueden ser eliminadas cuando se activa la respuesta inmune (artículo en preparación), mostrando de nuevo que el tratamiento antitumoral, debe ser multinivel, para poder dar cuenta de la heterogeneidad celular presente en los tumores in vivo.

Con el fin de evaluar a profundidad el papel del P2Et en la activación de la respuesta inmune, evaluamos la actividad antitumoral, en el modelo 4T1 de cáncer de seno murino. Pudimos observar que el tratamiento de las células tumorales con el extracto P2Et, inducía la expresión de marcadores de muerte imunogénica, conocidos por su papel en la activación de las células dendríticas(Krysko et al., 2012), tales como la expresión de calreticulina en la membrana plasmática, la movilización extra nuclear de la proteína HMGB-1 y la liberación de ATP. Cuando los animales se vacunaron con células 4T1 tratadas con P2Et, controlaron mejor el desarrollo del tumor y se pudieron detectar directamente ex vivo, linfocitos T CD4 y CD8 de larga vida, multifuncionales, productores de citocinas IL-2, IFN- y TNF- Esta población, responde a la estimulación in vitro con un extracto de tumor, produciendo IL-2, TNF-, IL-4, IL-5, e IFN-lo que muestra que se han generado células de memoria específicas del antígeno, las cuales han recibido una activación suficiente como para llegar a una estado de diferenciación que les permita producir citosinas de tipo Th2(Uruena et al., 2013). Estos hallazgos fueron muy interesantes para la comprensión de la actividad de este extracto, y nos han llevado a plantear nuevas hipótesis. Es posible que el extracto no solo actúe sobre el tumor sino también sobre las células presentadoras de antígeno, permitiendo la activación de la respuesta inmune, con un patrón parcialmente inmunomodulador al encontrar citosinas de tipo Th2, las cuales, por su papel anti-inflamatorio, podrían modular también el proceso inflamatorio deletéreo.

En este modelo tumoral, es muy difícil identificar si realmente hay activación de la respuesta antígeno específica, dado que no hay antígenos claramente identificados en el modelo 4T1. Por esta razón, en colaboración con Pedro Romero en el Instituto Ludwig de Lausanne, comenzamos a evaluar que pasaba en el modelo de melanoma murino con células B16, en animales C57BL/6, los cuales presentan un fondo genético diferente a los BALB/c. En este modelo, se han identificado varios antígenos tumorales, que permiten detectar más fácilmente la población de linfocitos T antígeno específicos. Encontramos que el tratamiento de las células B16 con el P2Et induce activación de caspasa 3 y 9, movilización de citocromo c al citoplasma y externalización de fosfatidil serina. Pero además, induce autofagia la cual ha sido recientemente vinculada como un evento necesario en la activación de la respuesta inmune por las células tumorales(Martins et al., 2014) y la expresión de marcadores de muerte inmunogénica tal como observamos en el modelo de cáncer de seno. Además, encontramos células CD8 dirigidas contra el antígeno de melanoma (Trp-2), productoras de IFN-lo que refleja que hubo un proceso de sensibilización cruzada, que permitió la activación de LT específicosPor otra parte, encontramos que el efecto protector del P2Et, al menos en este modelo, es abolidos en ratones inmunodeficientes y se pierde parcialmente después de depleción de linfocitos T CD4 y CD8, indicando que la actividad antitumoral del P2Et es altamente dependiente de la respuesta inmune adaptativa(Gomez-Cadena et al., 2016). 

Actividad de los extractos sobre células tumorales humanas primarias:

En trabajos en curso en el laboratorio, hemos podido observar que los tumores primarios obtenidos de pacientes con cáncer de seno y leucemia, son sensibles al tratamiento tanto con el P2Et como al extracto de anamú, sin embargo, presentan un perfil de respuesta diferente. Por una parte, las células tumorales obtenidas de tumores primarios de pacientes con cáncer de seno, y cultivadas en mamósferas para enriquecerlas en CSC, son sensibles tanto al P2Et como al anamú y esta sensibilidad parece aumentarse cuando se cultivan además en presencia de la doxorrubicina (publicación en preparación). 

En contraste, las células leucémicas obtenidas de pacientes con Leucemia Linfoide Aguda o Leucemia Mieloide Aguda, son menos sensibles en términos generales al P2Et y presentan una mayor sensibilidad al extracto de anamú aunque algunas veces no responden ni siquiera a las terapias convencionales a las cuales están sometidos (publicación en preparación). Estos datos, aunque preliminares, nos muestran que al menos in vitro, los extractos de anamú y dividivi, son capaces de actuar sobre los tumores primarios humanos, falta aún saber cual es el papel de estos, en el microambiente tumoral y en general en la sobrevida de los pacientes.
Estos trabajos nos han permitido además, obtener dos patentes concedidas en Colombia y una en estados unidos y además, presentar solicitud de patentes en la Comunidad europea, Canada, Mexico, y Brasil entre otros.

Escalamiento del P2Et en condiciones de Buenas Prácticas de Manufactura y avances en los análisis preclínicos 

Las condiciones de buenas prácticas de manufactura (BPM) se definen como el conjunto de normas operativas destinadas a asegurar la calidad de los medicamentos. En Colombia, las BPM se rigen por la resolución 1160 de 2016 que adopta oficialmente el manual de las BPM de la OMS, documento WHO, en la serie de informes técnicos número 823 - Informe 32. En ese sentido y considerando lo establecido por el INVIMA y la OMS, el certificado de BPM se otorga a un laboratorio farmacéutico que cumpla con un sistema de garantía de calidad independiente del tipo de forma farmacéutica a fabricar, es decir, los procesos certificados y las formas farmacéuticas obtenidas se encuentran dentro de condiciones BPM, con un adecuado control de calidad enmarcado en un sistema de garantía de calidad. 

La forma farmacéutica del fitomedicamento P2Et, es una forma farmacéutica no estéril de tipo cápsula, la cual se produce en Laboratorios Labfarve certificado recientemente en buenas prácticas de manufactura hasta el año 2021 por el INVIMA según el informe 32 de la OMS. El P2Et se fabrica siguiendo los lineamientos de los procesos certificados en BPM para la producción de formas farmacéuticas no estériles, es decir, las BPM que aplican al fitomedicamento son las BPM en producción y BPM en control de calidad, adicionalmente la producción del P2Et sigue el decreto 2266 de 2004, el cual reglamenta la producción de los fitoterapéuticos en Colombia.

Las pruebas de calidad realizadas al ingrediente farmacéutico activo (IFA) P2Et, se realizan desde el material vegetal hasta el IFA terminado.  Dado que en Colombia la normativa (Decreto 2266 de 2004) no establece las pruebas específicas a realizar en los extractos, nuestro Grupo, en el desarrollo del P2Et, se ha guiado por normas y organismos regulatorios internacionales que tienen completa homologación en Colombia según el decreto 0162 de 2004. Estas son el “Formulario de Fitoterapicos Farmacopeia Brasileira” según ANVISA, “artículos de Origen botánico según la USP38–NF33”, la guía “U.S. FDA, Botanical Drug Development Guidance for Industry” y “Quality control methods for herbal materials” según la OMS.

A continuación, se realiza un pequeño resumen de las pruebas de calidad al IFA que permiten obtener el certificado de análisis:

Para el Material Vegetal: se realizó el dossier según lo solicitado en la normativa ANVISA e INVIMA.

El dossier del material vegetal contiene:
1.	Certificado – muestra registrada en el Herbario Nacional Colombiano (HNC)
2.	Identificación de la Especie
a.	Descripción macroscópica
b.	Descripción microscópica
c.	Pruebas de Control de Calidad (Aflatoxinas, Metales Pesados, Pesticidas)
d.	Otros contaminantes.
3.	Reseña botánica de la especie (aspectos de ecología, cultivo, aprovechamiento y sostenibilidad de la especie)
4.	Cultivo y/o Colecta de Plantas Medicinales en condiciones de Buenas Practicas 
a.	Cultivo y/o Colecta de Dividivi en condiciones de Buenas Practicas en la Provincia del Alto Ricaurte, Boyacá (Colombia)

El dossier del Ingrediente Farmacéutico Activo P2Et: según lo solicitado en la normativa ANVISA, INVIMA y OMS
1. Certificado de análisis
2. Origen botánico de la fracción P2Et
3. Propiedades Organolépticas: Apariencia, color, olor, sabor
4. Identificación:
a. Cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC)
	b. Cromatografía en capa delgada (CCD)
5. Análisis Fisicoquímico: Porcentaje de humedad, cenizas Totales, cenizas insolubles, solventes Residuales
6. Análisis Microbiológicos

Normalización del IFA P2Et
La metodología de identificación de IFA se encuentra normalizada según el documento de la ICH Validation of Analytical Procedures: Text and methodology Q2 (R1). Esta normalización garantiza la consistencia entre lotes. En nuestro caso se han utilizado 7 lotes de P2Et para esta validación. La técnica analítica de identificación UPLC que se encuentra enmarcada según la clasificación INVIMA como una técnica categoría I, fue validada siguiendo los requerimientos del documento mencionado anteriormente.

Estabilidad y fecha de expiración
La fecha de expiración del extracto se determina según los resultados del estudio de estabilidad, según el documento técnico del Ministerio de la Protección Social el cual establece que Colombia se encuentra en la zona IVb, lo cual define los parámetros a evaluar. Actualmente nos encontramos desarrollando los estudios de estabilidad acelerada y natural según el documento técnico del Ministerio de la Protección Social, requisitos indispensables para poder registrar y ejecutar el estudio clínico.

Ensayos preclínicos
Los ensayos preclínicos son requeridos para poder avanzar a la fase clínica. Estos deben llevarse a cabo en condiciones de Buenas Prácticas de Laboratorio, lo que permite preparar el dossier de acuerdo a las exigencias de las agencias internacionales. Para el P2ET, estas pruebas se están realizando en Medlab (Brasil), que cuenta con instalaciones y procesos certificados en BPL, y cuenta con autorización para ensayos en animales, los cuales se ejecutan bajo los lineamientos establecidos por la OCDE e ICH, y están basados en la guía FDA "Guidance for Industry S9 Nonclinical Evaluation for Anticancer Pharmaceuticals".  Las pruebas que se deben realizar para garantizar la seguridad del producto antes de administrar en humanos son: Test de AMES, micronúcleos, toxicidad oral aguda, toxicidad oral subcrónica (28 días) y toxicidad oral crónica (3 y 6 meses). Los análisis de toxicidad oral aguda y subcrónica, nos mostraron que el extracto es seguro con dosis de 1000 mg/Kg peso en administración diaria durante 28 días, lo que nos permite avanzar en el protocolo clínico de fase I para evaluar la seguridad del medicamento en pacientes con cáncer. 
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