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RESUMEN

Independientemente del  descubrimiento de nuevos fé&macos para dianas
farmacol 6gicas bien establecidas, e compromiso de la ciencia con la sociedad demanda del
desarrollo de andlogos macromoleculares que mejoren las posibilidades terapéuticas de los
farmacos existentes aportando una mayor actividad bioldgica 'y una mayor especificidad. Se
postula, cada vez con més fuerza, que la aplicacién de la nanotecnologia a la medicina es la
clave para conseguir las mejoras necesarias tanto en diagnosis como en terapia
anticancerigena. Para poder distinguirlos de otros productos biotecnol 6gicos como proteinas y
anticuerpos, los nanofdrmacos han sido definidos como “...sistemas complejos de escala
nanométrica constituidos al menos por dos componentes, siendo uno de ellos € agente
bioactivo...”. Con varios conjugados polimero-proteina en el mercado y mas de 11 conjugados
polimero-farmaco en fase clinica, los polimeros terapéuticos pueden ser considerados como
una de las primeras nanomedicinas poliméricas. Es importante mencionar que aunque este
articulo se centra en € uso de conjugados poliméricos como anticancerigenos, su aplicacion
clinica es mucho més amplia habiendo sido descritos como posibles inmunomodul adores,
agentes antiviricos o farmacos para reconstituci én enzimatica entre otros.
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ABSTRACT
Independently of the discovery of new drugs for good established pharmacologic
targets, the commitment of science with the society demands the development of
macromolecular analogs, in order to improve the therapeutic possibilities of existing drugs,
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contributing to an increase on their biological activity and a greater specificity. Every time
becomes more strongly the postulated that the application of nanotechnology in medicine is
the key to obtain the necessary improvements in diagnosis and anticancer therapy [1]. In order
to distinguish them from the other biotechnological products, such as proteins and antibodies,
the nanodrugs have been defined as “...complex systems of nanometric scale, at least
constituted by two components, being one of them a bioactive agent...” [2]. With several
polymer-protein conjugates in the market and more than eleven polymer-drug conjugates in
clinical trails; polymer therapeutics can be considered as the first polymeric nanomedicines
[3]. It isimportant to make clear that although this article is focused on the use of polymeric
conjugates as anticancerigenic agents, its clinical application is wider than. Other potential
applications have been described for these nanomedicines, such as inmunomodulation,

antiviral agents or drugs for enzymatic reconstruction, among others[3].

Key words: Polymeric conjugates, nanomedicines, anticancerigenic.

INTRODUCCION

Estadisticas proporcionadas por la Organizacion Mundia de la Salud (OMS) nos
revelan que cada 4 segundos muere una persona de cancer, cada 11 segundos una de SIDA y
cada 86 segundos una de Alzheimer. Es, por tanto, obvia para éstas y otras enfermedades
degenerativas, crénicas o quimio-resistentes la urgente necesidad de mejores tratamientos.
Actuamente, €l desarrollo de nuevas terapias se aborda desde dos aproximaciones diferentes.
Por un lado, la investigacion en genémicay protedmica esta posibilitando la identificacion de
nuevas dianas moleculares especificas de tumor [4]. En teoria, una estructura quimica
distintiva que gjuste de forma perfecta con una Unica diana farmacol6gica deberia aportar
eficacia terapéutica sin toxicidad. Sin embargo, en la préctica esta siendo realmente dificil
encontrar o sintetizar tal farmaco “perfecto”, en particular farmacos con aplicacion en
tratamientos de tumores sélidos comunes tales como & cancer de mama, préstata, pulmon o
gastrointestinal. Aun sin un marcado éxito, cabe mencionar que la investigacion en esta linea
se estd llevando a cabo principalmente mediante el cribado (“screening”) de productos
naturales, sintesis de compuestos de bajo peso molecular (M,,) via quimica médica tradicional
o utilizando quimica combinatoria [5] y con la identificacién de macromoléculas naturales,
incluyendo anticuerpos [6], proteinas [7] y oligonucledtidos [8-10] con inherente actividad

biolégica. El limitado progreso conseguido siguiendo esta estrategia se atribuye
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principalmente al uso de model os preclinicos poco predictivos [11], alafata de especificidad
del farmaco en clinica, y por supuesto al problema de resistencia adquirida.

La segunda aproximacién, en muchos sentidos complementaria a la anterior, es €l
disefio de sistemas innovadores de transporte [12,13] desarrollados para guiar €l agente
bioactivo de forma més precisa a la célula tumoral. La conversién de nuevos agentes
terapéuticos en farmacos se retrasa frecuentemente por la fata de tecnologias o sistemas
adecuados para € transporte especifico [14], necesarios para dirigir la terapia propuesta al
compartimiento intracelular correcto de la célula dafiada (“drug targeting”) y, ademas, una
vez ali, ser capaz de liberar e agente bioactivo a una concentracion efectiva durante un
periodo de tiempo apropiado (“controlled release”). Como ya se ha mencionado
anteriormente, un transporte inadecuado es uno de los factores mas importantes que limita la
posibilidad de utilizar medicinas moleculares a su completo potencial terapéutico. Por
gjemplo, desde 1989 hasta enero de 2004 se han llevado a cabo mas de 900 ensayos clinicos
basados en terapia génica con cancer como diana [15], sin embargo todavia no existe ninglin

farmaco derivado de ellos que haya sido aprobado para uso clinico rutinario.

Nanomedicinas como terapia. Nanociencia'y Nanotecnologia son la base de técnicas
innovadoras para el transporte de farmacos con beneficios potenciales para €l paciente y
nuevos mercados para la industria; e desarrollo de sistemas de transporte y liberacion
controlada de moléculas con actividad terapéutica es en la actualidad tema de debate
estratégico en las grandes firmas farmacéuticas. En la Ultima década, se ha observado un
crecimiento exponencial tanto en el desarrollo como en la aprobacion por autoridades
reguladoras de nanosistemas terapéuticos hibridos y de transporte de farmacos con aplicacion
en clinica [3, 16-20]. La mayoria son terapias anticancerigenas, en ellos se encuentran por
gemplo: liposomas (como DaunoXome® o Doxil®/Caelyx®) [17-21], anticuerpos
monoclonales (Herceptin®, Avastin™) e inmunoconjugados (Mylotarg®, Tositumomab®,
Zevalin®) [6, 22-24], nanoparticulas (Abraxane™, conteniendo paclitaxel) [19,25] o
polimeros terapéuticos como farmacos poliméricos (Copaxone®) [3] o conjugados polimero-
proteina (Oncaspar®, Neulasta®) [3]. Estas nanoconstrucciones a menudo multicomponentes

pueden ser definidas como |las primeras nanomedicinas con demostrado beneficio clinico.

En realidad este concepto no es completamente nuevo, los inmunoconjugados,
liposomas, nanoparticulas o los conjugados poliméricos ya se conocian en la década de los
setenta. Sin embargo, estaban considerados como tecnologias individuales y competitivas,
solo una de ellas podia llegar a ser la panacea en aplicaciones de transporte especifico. Pero
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todas y cada una de ellas ofrece ventgjas y desventagjas [21]. Los anticuerpos poseen un gran
potencial para la especificidad selectiva, sin embargo son inmunogénicos. Los liposomas
tienen alta capacidad de carga, pero pueden tanto liberar el farmaco demasiado rdpido o
retenerlo fuertemente, ademés los liposomas son capturados fécilmente por e reticulo
endoplasmatico a igual que ocurre con las nanoparticulas después de una administracion
intravenosa (i.v.). Por lo tanto, un sistema de transporte idea surge a menudo de la fusion de

dos 0 més tecnologias.
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Figura 1. Representacién de | os tipos de nanomedicinas desarrollados, entre ellas |os polimeros terapéuticos.

Polimeros terapéuticos como terapia anticancerigena. Aunque e papel de los
polimeros como biomateriales (excipientes en formulaciones farmacéuticas, protesis, lentes
de contacto, etc.) esta muy bien establecido, hemos tenido que esperar hasta esta Ultima
década para conseguir la aceptacion clinica de terapias poliméricas de administracion
parenteral.

Desde un punto de vista industrial, los polimeros terapéuticos son considerados como
nuevas entidades quimicas y no como simples sistemas convencionales de transporte de
farmacos. L os sistemas de transporte tradicionales simplemente atrapan, solubilizan o liberan
de forma controlada el agente bioactivo sin utilizar una conjugacion quimica. Ejemplos de
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este tipo de “reservoirs’ poliméricos son Zoladex® para cancer de préstata [26], o Gliadd®
con aplicacion en tumores cerebrales [27]. El término “polimeros terapéuticos’ [3] engloba
cinco grupos de nanoconstrucciones hibridas que utilizan polimeros hidrosolubles, tanto de
forma bioactiva como formando parte funcional inerte de un complejo multicomponente, en
este caso se une de forma covalente un agente terapéutico a polimero. Estas
nanoconstrucciones incluyen: farmacos poliméricos con actividad inherente [28,29], micelas
poliméricas [30], poliplejos con aplicacién como vectores no virales en transporte génico
[31,32], conjugados polimero-farmaco [33,34] y conjugados polimero-proteina [17,34]. Al ser
todos ellos macromoléculas, deben ser administrados a pacientes de forma parentera
[subcuténea (s.c.), intramuscular (i.m.) o intravenosa (i.v.)] de ahi su Optima aplicacion en

tumores metastéti cos.

Hasta la fecha, unicamente polimeros lineales, tanto naturales [acido poliglutéamico
(PGA) o polisacaridos como & dextrano] como sintéticos [principalmente poli(etilenglicol)
(PEG) y N-(2-hidroxipropilmetacrilamida) (HPMA)], han logrado llegar a fase clinica [34],
sin embargo los grandes avances experimentados y la versatilidad ofrecida por la quimica de
polimeros estan permitiendo € desarrollo de estructuras poliméricas con arquitecturas
biomiméticas mucho més controladas, incluyendo entre éstas los dendrimeros y polimeros
dendronizados [ 3,35,36].

Conjugados poliméricos. Dentro de los conjugados poliméricos se distinguen dos
grupos. conjugados polimero-proteina y conjugados polimero-farmaco [37]. Aunque los
conjugados polimero-proteina y polimero-farmaco posean una gran similitud, €l objetivo o
razon biolégica perseguida en cada caso es diferente y por tanto también lo son los
pardmetros a tener en cuenta para su construccién. Mientras que en el conjugado polimero-
proteina se busca e favorecer una mayor estabilidad en suero y una disminucién en
inmunogenicidad, en e conjugado polimero-farmaco se quiere incidir en la farmaco-cinética
del mecanismo de internalizacion celular, mejorando la especificidad celular del farmaco de
bajo peso molecular (M,,), su mecanismo de internalizacién y liberacion optima al alcanzar la

diana molecular propuesta.

Importancia de la unién polimer o-agente terapéutico. El enlace o unién covalente
del agente activo a polimero, ya sea mediante espaciador o sin é, debe ser estable durante el
transporte pero capaz de degradarse y liberar el farmaco de forma especifica a un ritmo
optimo y una vez llegue a la diana molecular establecida; todo esto sin modificar las
propiedades activas del bioactivo y asegurandonos que la quimica utilizada en la union no va
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agenerar toxicidad 6 inmunogenicidad. La seleccion del tipo de unidn asi como de su quimica
es tan importante como |a adecuada seleccion del polimero.

En los conjugados polimero-proteina actualmente en clinica, por lo general no se
busca una liberacion intracelular de la proteina sino un mayor tiempo de circulacion en sangre
0 como ya se ha mencionado un efector protector tanto a procesos de degradacién proteolitica
como a inmunogenicidad, por este motivo se utilizan en algunos conjugados enlaces no
biodegradables (por jemplo, Oncaspar®, Neulasta™ o PEG-Asys®) [37]. Por € contrario, si
se pretende un transporte intracelular de la proteina e disefio del conjugado varia
considerablemente. En este caso es indispensable un transporte endosomotrépico [3]
(liberacion a través del endosoma) para evitar posible degradacién lisosomal de la proteing;

polimeros endosomoliticos y enlaces biodegradables son indispensables en este caso [38].

En los conjugados polimero-f&rmaco se busca principamente un transporte
intracelular lisosomotrdpico, en este caso después de que el conjugado es internalizado por
endocitosis pasa a través del endosoma a lisosoma donde la presencia de enzimas
proteoliticos 0 el pH &cido activan la degradacién del portador polimérico y/o enlace
biodegradable y consecuentemente el farmaco es liberado por difusion a citosol [3]. Por este
motivo, los enlaces utilizados son o l&biles a pH &cido como acetal, éster, hidrazona y cis-
aconitil [39] o proteolizables por enzimas lisosomales como catepsina B [21].

Conjugados polimero-proteina. Actualmente los conjugados polimero-proteina son
considerados como terapia oncol 6gica de uso rutinario en clinica; el disefio de SMANCS [40]

y el éxito de latécnica de PEGuilacion[32] han sido |os responsabl es de este hecho.

SMANCS: un conjugado proteico de administracion local. SMANCS,
comercializado con e nombre de Zinostatin Stimalamer®, es el primer conjugado polimero-
proteina que llegd a mercado. Fue disefiado por Maeda y colaboradores con la intencion de
conseguir un conjugado de la proteina antitumoral neocarzinostatin (NCS) adecuado para
administracion local en pacientes con carcinoma hepatocelular, utilizando la arteria femoral
para acceder a tumor via arteria hepatica [40,41]. La conjugacién aumenta considerablemente
la hidrofobia del NCS 'y, por tanto, su solubilidad lipidica, lo que permitio llevar a cabo la
administracion de SMANCS en el agente de contraste Lipiodol aumentando asi € tiempo de
vida media en plasma, permitiendo la visuaizacion del tumor y mejorando € grado de
especificidad tumoral. Estudios preclinicos con SMANCS mostraron una increible proporcion

tumor/sangre > 2.500 [41]. Ademés, un gran nimero de pacientes con hepatocarcinomas
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tratados con SMANCS consiguieron una clara reduccién del tamafio del tumor (95% de los
casos) y unadisminucion en los niveles de fetoproteina (86%) [40].

Tabla 1. Conjugados anticancerigenos polimero—proteina, polimero—farmaco en
farmacia clinica.

Compuesto Mombre Estado Observaciones
SMAMCS Zinostatin Mercado Carcinoma
Stirmal armer hepatocelular
PEG-L-asparaginasa Qncaspar Mercadao Leucemia
linfobldstica aguda
PEG-GCSF Meulasta™ Mercada Prevencidn de

neutropenia asociada
a quimioterapia
PEG-interferdn o 2a PEG-Asys Mercado Hepatitis B & C
Fase I/1I rielanoma, leuceria
mieldgena cronica v
carcinoma renal
PEG-interferdn o 2b PEG-Intran’” Mercado Hepatitis
Fase /11 Melanoma, mieloma
mdltiple ¥ carcinoma

ren al
PEG-arginina deiminasa ADI-PEGZ0 Fase I Carcinoma

hepatocelular
PEG-glutaminasa combinada PEG-PGA v DOR Fase /11 Varios

con un antirmetabolito

glutamino é-diazo-5-oxo-L-

norleucing (DM

PEG-D-aminodcido  oxidasa PEG-DAD v DAQ, Preclinica
(ODADY combinado con el D-prolina

substrato DAQ, D-prolina

Conjugados Polimero-Farmaco

Paliglutamato-paclitaxel CT-2103; #vyoTax' Fase III Yarios,
particularmente
MSCLC; cancer de

avario
Folyglutam ato-camptotecina  CT-Z106 Fase I Yarios
HPMA copolimero- PK1; FCEZE06E Fase II Yarios,
doxorubicina particularmente
cancer de pulman i
marna
HPMA copolimero- FKz; FCEZGS0A9 Fase I/1I Farticularmente
doxaorubicina-galactosarnina carcinoma
hepatocelular
HPMA copolimero paclitaxel PMNU166945 Fase I Yarios
HPMA copolimero- MAG-CPT Fase I Yarios
camptotecina
HPM A& copalimero- APSZE0 Fase I/1I Yarios
carboplatino platinato
HPMA copolimero-DACH- APS346A Fase I/11 Yarios
platin ato
Dextrano-daoxorubicina AD-70, DOX-OXD Fase I Yarios
Dextrano modificado- DE-310 Fase I Yarios
camptotecina
PEG-camptotecina PROTHECAN™ Fase II Yarios

a) Los estudios en fase clinica de estos conjugados han sido abandonados debido principalmente a
un alto grado de toxicidad no especifica durante €l tratamiento.

380 Rev. Iberoamer. Polim., 8(5), 374-390 (2007)



Revista Iberoamericana de Polimeros Volumen 8(5), Diciembre de 2007
Madrigal-Carballo et al. Conjugados poliméricos

SMANCS: poli(estireno-co-anhidrido maleico)-neocarzinostating; G-CSF: factor estimulador de
colonias de granulocitos; HPMA: N-(2-hidroxipropil)metacrilamida; PEG: poli(etilenglicol);
NSCLC: cancer de pulmén de célulano pequefia; DACH: diaminociclohexano.

PEGuilacion: megorando e potencial terapéutico de proteinas. La PEGuilacién o
conjugacion de proteinas a polietilenglicol (PEG), tal como la describieron Davis y
Abuchowski en la década de los setenta [42], es en la actualidad |a estrategia que mejores
resultados ofrece con terapia proteica en clinica. Esta técnica se utiliza para aumentar |la
solubilidad y estabilidad de |a proteina, reducir su inmunogenicidad y prolongar su tiempo de
vida medio en plasma Consecuentemente, la frecuencia de dosis con estos agentes
terapéuticos macromoleculares es mucho menor que la requerida con proteina libre,
mejorando de este modo la calidad de vida del paciente [8, 17, 43]. Desde que la primer
enzima PEGuiladora, PEG adenosina deaminasa (ADAGEN™), salié a mercado en 1990 un
gran numero de conjugados PEG-proteina han pasado a ser considerados como terapia de uso
clinico rutinario (Tabla1).

El PEG-L-asparaginasa (Oncaspar®) fue e primer conjugado anticancerigeno PEG-
proteina en conseguir la aprobacion de la FDA en 1994. Este conjugado se utiliza en €l
tratamiento de leucemia linfoblastica aguda (ALL) [44,45]. La enzima nativa induce
reacciones de hipersensibilidad [46] y tiene un tiempo de vida media en plasma (ty,)
relativamente corto (8-30 horas), debido a esto es necesario administrar una dosis diariamente
durante 4 semanas. Sin embargo, € conjugado polimérico tiene un ty, de ~14 dias, con lo que
disminuye considerablemerte la frecuencia de dosis a tomar por € paciente (1 hora de
infusion cada 2 semanas). Ademas, y de forma consistente, la PEGuilacién de este enzima
disminuye las reacciones de hipersensibilidad (Unicamente observadas en < 8% de pacientes
después de administrar €l conjugado) [47,48]. Actualmente, otras enzimas PEGuiladas
anticancerigenas estdn siendo estudiadas clinicamente, como es €l caso del conjugado PEG-
arginina deiminasa recombinante (rhArg). El conjugado PEG-rhArg se esta evaluando como
tratamiento potencial para carcinoma hepatocelular tanto como un agente Unico, eliminando
arginina, como en combinacién con 5-fluorouracilo (5-FU) [49,50]. También se encuentra en
fase clinica un tratamiento basado en la combinacién de glutaminasa PEGuilada (PEG-glut) y
el antimetabolito de la glutamina 6-diazo-5-oxo-L-norleucina (DON). Esta combinacion esta
fundamentada en la hipétesis de que DON es un agente antitumoral més efectivo cuando los

niveles de glutamina son bajos [51].

Citoquinas PEGuiladas. Varias citoquinas o agentes modificadores de la respuesta

bioldgica (tales como e factor estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF) [52,53], €l

381 Rev. Iberoamer. Polim., 8(5), 374-390 (2007)



Revista Iberoamericana de Polimeros Volumen 8(5), Diciembre de 2007
Madrigal-Carballo et al. Conjugados poliméricos
interferon afa (IFNa) [54,55] o lainterloquina 2 (IL2) [56-58]) también se han conjugado de
forma satisfactoria a PEG. El PEG-G-CSF (Neulasta™) ya se encuentra en el mercado y es
utilizado para prevenir neutropenia severa inducida por quimioterapia. La administracion s.c.
de una dosis de PEG-G-CSF (100 pg.kg?) el segundo dia de cada ciclo de quimioterapia, da
un soporte de neutrdfilos equivalente a obtenido con una dosis de GCSF (5 pgkg™.dia?)

diaria durante todos los dias del ciclo quimioterapéutico [59].

Los conjugados PEG-interferén a-PEGASYS® [54] y PEG-Intron™ [55] han
demostrado clinicamente una actividad antivirica superior a IFNa libre y estan aprobados
para €l tratamiento de hepatitis C [60]. Ademés, actualmente estan siendo evaluados como
agentes anticancerigenos. La eficacia de IFNa en € tratamiento tanto de melanoma como de
carcinoma renal esta bien establecida, sin embargo la administracion de la proteina presenta
problemas tales como toxicidad y un corto ty, (2,3 horas), lo que hace necesaria una
frecuencia de administracion de 3 veces por semana. En un estudio en fase clinica l/ll, IFNa-
2b PEGuilado fue dado unavez por semana de forma s.c. durante 12 semanas a pacientes con
tumores sblidos en estado avanzado [carcinoma rena primario (RCC)]. El conjugado fue
activo y bien tolerado [dosis méaxima tolerada (MTD) de 6 ng.kg'.semana’] [55]. Los
interferones PEGuilados en combinacidén con agentes antiangiogénicos o inmunomodul adores
también estédn siendo evaluados en clinica como terapia potencial en otras enfermedades (por
giemplo: glioma o melanoma metastatico), sin embargo los resultados no son muy

esperanzadores [61,62].

Conjugados polimero-farmaco. El concepto de conjugado polimero-farmaco surgio
paralelamente a nacimiento de los conjugados polimero-proteina y fue e resultado de la
combinacion del trabajo visionario de dos investigadores a mediados de la década de los
setenta: De Duve con € transporte “lisosomotropico de fa&rmacos’ [63] y Ringsdorf con una
guimica de polimeros idealizada para la conjugacion de farmacos [64]. Aunque todavia no
existe ningun conjugado polimero-farmaco de uso clinico rutinario, los importantes resultados
clinicos obtenidos en la actualidad sugieren que la esperada aprobacién por la FDA ocurra en
un periodo no mayor a dos afios. Es importante mencionar que casi la totalidad de los
conjugados polimero-farmaco en fase clinica (once en este momento) basan su especificidad
en el aumento de la permeabilidad de los vasos sanguineos en € tejido tumoral, el [lamado
efecto “EPR” (“Enhanced Permeability and Retention Effect”) descrito por Maeda [64]. Este

fendmeno es consecuencia de la combinacién de dos factores, la hiperpermeabilidad de los
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vasos angiogénicos tumorales (permitiendo extravasacion del polimero), y de la fata de
drengje linfético en € tgido tumora que provoca, subsecuentemente, la retencion de la
macromolécula. La especificidad (“targeting”) tumoral debido al efecto EPR depende de la
concentracion en plasma del polimero circulante [65], de este modo, portadores poliméricos
no-biodegradables tales como el copolimero HPMA [66] o polietilenglicol (PEG) [42] (con
My < 40.000 g/mol para asegurar una €liminacion renal efectiva), tienen un perfil

farmacocinético desfavorecido en términos de una dptima especificidad tumoral .

Por otro lado, la introduccion de un residuo dirigente (anticuerpo [67,68], péptido o
proteina [69,70], sacarido [71], etc.) en la estructura del conjugado polimérico nos ofrece la
posibilidad de conseguir ademés de la inherente especificidad pasiva ya descrita, una
especificidad tumoral activa adicional [21]. Sin embargo, aunque se han llevado a cabo
numerosos estudios preclinicos siguiendo este concepto de especificidad activa, solamente
uno de los conjugados evaluados ha sido capaz de ser transferido a clinica: e conjugado
polimérico HPMA-doxorubicina-galactosamina (PK2, FCE28069) dirigido al receptor de
asialoglicoproteinas en hepatocitos y por tanto con aplicacion en hepatocarcinoma celular
[71].

Como ya se ha mencionado anteriormente, tanto la eleccion del portador polimérico
[72] como la del enlace polimero-farmaco son puntos clave en € disefio de este tipo de
macromol éculas. Por un lado, e polimero no debe ser ni téxico ni inmunogénico y ademas
poseer una apropiada capacidad de carga, por €l otro, el enlace debe ser estable en plasmay
capaz de biodegradarse a la velocidad adecuada cuando el conjugado llegue a la diana
molecular establecida. Una toxicidad elevada derivada de una inapropiada velocidad de
degradacion del enlace y como consecuencia una ausencia de beneficio clinico, ha provocado
laretirada de |los estudios en fase clinica de dos conjugados. HPM A -paclitaxel [73] y HPMA-

camptotecina [74].

Al principio se pensaba que los polimeros naturales debian ser los mas seguros, sin
embargo, después del amplio estudio Ilevado a cabo con varios conjugados del polisacérido
dextrano confirmaron que esto no era cierto. La evaluacion en fase clinica |l de los conjugado
dextrano-doxorubicina (AD-70) [75] y dextrano carboximetilado-camptotecina (DE-310) [76]
mostré una inesperada toxicidad debido al alto grado de inmunogenicidad provocando la
modificacion la cadena polimérica principal del dextrano. Ademas, los conjugados de
dextrano presentan una falta de especificidad tumoral debido a su internalizacion preferente
en e reticulo endoplasmatico. La mayoria de conjugados en fase clinica poseen como
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portador polimérico el copolimero HPMA o PGA; PEG también ha sido estudiado como
plataforma (PEG-CPT; PROTHECAN®) [77] pero la baja capacidad de carga lo hace poco

apropiado para el disefio de este tipo de macromoléculas[78].

El HPMA copolimero-doxorubicina (PK1, FCE28068), desarrollado por Kopecek y
Duncan, fue € primer conjugado anticancerigeno a ser evaluado clinicamente en 1994 [79].
En primer lugar, quedd demostrado que HPMA es un portador polimérico biocompatible, no
toxico y no inmunogénico incluso a dosis elevadas (20 g/nY), hecho que lo establece como
una plataforma adecuada para € disefio de este tipo de sistemas. Por otro lado, estudios en
fase | demostraron que la toxicidad presentada por PK1 (8% m/m de doxorubicina) es hasta
cinco menor que la producida por doxorubicina libre (MTD 320 mg/n? vs. 60 mg/n?).
Ademas, un dato adicional muy importante a su favor, es la actividad antitumoral que presenta
PK1 en tumores quimio-resistentes (debido a su diferente mecanismo de internalizacion).
Estudios en fase Il demuestran de nuevo actividad en pacientes con cancer de mamay de
pulmén de célula no pequefia (NSCLC).

Después de la evaluacion clinica de PK1 y PK2 (con introduccion adicional de
galactosamina como residuo dirigente), cuatro conjugados méas con HPMA como plataforma
han sido estudiados (Tabla 1). Los més recientes son dos platinatos, AP5280 [80,81] y
AP5346 [80,82]. Estos conjugados han mostrado resultados muy prometedores en varios tipos
de tumores (con MTD de 4.500 mg.Pt.m? para AP5280 y 1.280 mg.Pt.m? para AP5346) por
lo que estén iniciando en estos momentos la fase 1I. Cabe mencionar, € conjugado HPMA-
doxorubicina-inmunoglobulina (Hulg) sintetizado de forma personalizada dependiendo de las
necesidades de cada paciente, siendo evaluado clinicamente en seis casos [83]. Aungue es
dificil analizar los datos obtenidos de forma objetiva, siguiendo las directrices marcadas por
una buena préactica en clinica (GCP), es necesario resaltar que se observaron efectos
antitumorales en algunos casos. Los datos obtenidos en este estudio sugieren que los
conjugados HPMA copolimero-doxorubicina pueden ser inmunoestimulativos, ya que, €l
conjugado no parece inducir anticuerpos anti-lg, y da lugar a un aumento en los niveles de

células CD16'56 y CD4" en sangre junto con una activacion de células NK y LAK.

Es importante mencionar, como remarca fina que la obtencion de la aprobacion de la
FDA para llevar a cabo un seguimiento acelerado (“fast-track FDA aproval”) con XYOTAX™
en junio de 2004, demuestra € potencial de estos conjugados como anticancerigenos.
XYOTAX™ es un conjugado &cido poli-L-glutdmico-paclitaxel (PGA-paclitaxel, CT-2103)
desarrollado por Cell Therapeutics Inc. Este hecho fue posible debido a los sorprendentes
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resultados obtenidos en fase |11 con pacientes de NSCLC en fase PS-2, donde ninguno de los
tratamiento existentes en clinica habia sido efectivo [84]. En la actualidad, es € conjugado
mas avanzado en clinica dando muy buenos resultados en algunos tipos de tumor
determinados. Al contrario que & conjugado HPMA-paclitaxel, XYOTAX™ contiene una
carga de farmaco mucho mas elevada (37% m/mvs. 5% m/m). Ademas, PGA es un polimero
biodegradable en presencia de enzimas lisosomales (catepsina B), factor muy importante ya
gue este tipo de conjugados siguen un mecanismo de transporte intracelular lisosomotrdpico
(Figura 2). XYOTAX™ tanto como tratamiento Unico o combinado con otros farmacos o
radioterapia puede prolongar la vida de pacientes con NSCLC en fase PS-2 y también de
pacientes en estado avanzado (I11/1V) de cancer de ovario cuando se administra como
tratamiento de primera linea en combinacion con carboplatino (98% de respuestas positivas)
[87-89]. Curiosamente, se han detectado diferencias en la respuesta a tratamiento
dependiendo del género del paciente, con un mayor éxito de XYOTAX™ en mujeres pre-
menopausicas [90]. La hipbtesis que se mangja en la actuaidad es la existencia de una
correlacion entre los niveles de estrogenos y la actividad del conjugado, ya que se ha visto

gue los estrégenos son capaces de aumentar la expresion de catepsina B [91].

Tipos de Transporte Intracelular:

Lisosomotrdpico Endosomotrépico
Farmaco bajo Mw Internalizacion del
Intemalizacion  de conjugado polimero-
conjugado polimerno- * proteina o p-ADN por
farmaco par * endocitosis
endocitosis

pH i-..1
o d : =
Circulacién via S Al pH ¥ la conformacion
endosomas hasta o ¢ A del polimer  cambia
lisosomas ° o R 65 | aumentando la

HE N pemesbiidad de Ia

i o membrana endosomal.
p..l::%’ | Liberacion del famaco por
< | enzimas lisosomales o pH . s 1

(0] 0 @ @ lisesomas| Famaco macromolecular
T ) anz T se escapa al citosol

Figura 2 Representacion esquemdtica de los diferentes mecanismos de internalizacion celular que
puede experimentar un conjugado polimérico. Siendo € transporte lisosomotropico (liberacion a través del
lisosoma) adecuado para agentes bioactivos no susceptibles a degradacion proteolitica y € transporte
endosomotrépico (liberacion através del endosoma) parad tréfico de proteinas o péptidos.
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Futuras oportunidades, retos y conclusiones Con los primeros conjugados
polimero-proteina antitumorales en & mercado, y e numero creciente de conjugados
polimero-farmaco en fase clinica con una clara posibilidad de alcanzar € mercado en los
proximos afos, los conjugados poliméricos anticancerigenos se establecen como terapia
anticancerigena efectiva. Sin embargo, todavia existen muchos retos a solucionar y
oportunidades que nos permitan desarrollar todavia més esta tecnol ogia.

En primer lugar se requiere del desarrollo de meores portadores poliméricos,
biodegradables con alto peso molecular para asi poder explotar en mayor medida € efecto
EPR e idealmente, que ademas posean una arquitectura definida. Muchos grupos han dirigido
su investigacion hacia el desarrollo de este tipo de sistemas. Los dendrimeros o polimeros
dendronizados con una arquitectura 3D definida 'y una alta densidad de grupos funcionales en
la superficie se presentan como opciones muy atractivas para la inmovilizaciéon tanto de
farmacos anticancerigenos, residuos directores o agentes de contraste o imagen [36]. Otras
arquitecturas interesantes bajo evaluacion son: polimeros hiperramificados [92], polimeros

estrella[93] y derivados hibridos de peptidos o glicosacaridos [94].

La conjugacion de farmacos dirigidos a nuevas dianas moleculares también esta
siendo un campo de exploracién con aplicaciones muy interesantes. Ejemplos de esta
aproximacion son: HPMA-TNP470, e primer conjugado polimérico anti-angiogénico [95] y
CPT-PEG-LHRH [96], dirigido a modular apoptosis celular.

La utilizacién de terapia de combinacion en tratamiento antitumoral, estd demostrando
ser una estrategia con un gran potencial para e desarrollo de conjugados de segunda
generacion con caracteristicas mejoradas. Esto queda patente ya en la actualidad con casos
clinicos como explicados para XYOTAX ™ donde la combinacién tanto con radioterapia
como con otros farmacos a dado resultados increibles en pacientes. Recientemente, nosotros
hemos desarrollado un conjugado HPM A -doxorubicina-aminoglutetimida con € objetivo de
obtener una terapia de combinacién polimérica para cancer de mama [97]. Este conjugado de
combinacién mostré en un modelo in vitro con células MCF-7 y MCF7ca una actividad
citotoxica mucho mayor a la obtenida con los conjugados monoféarmaco o con una mezcla
simple de ambos. Estudios mecanisticos sugieren que la liberacion simulténea de ambos
farmacos podria potenciar € efecto pro-apoptético del conjugado [98]. Estos resultados
potencian la utilidad de esta estrategia de combinacion para mejorar en un futuro los

tratamientos disponibles actualmente para el tratamiento de tumores solidos.
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Con unas bases hien establecidas y claras posibilidades para futuras mejoras, los
conjugados poliméricos pueden ser reconocidos como una hanoterapia anticancerigena

efectiva
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