FACULTAD DE FARMACIA

UNIVERSIDAD COMPLUTENSE

TRABAJO FIN DE GRADO

“NANOMEDICINAS PARA EL CANCER DE
MAMA?”

Autor: Juana Arroyo Garcia de Mateos
D.N.1.:70589497-)
Tutor: Ana Isabel Torres Suarez

Convocatoria: Junio



INDICE

Resumen

Introduccion

1.1. Epidemiologia del cancer de mama

1.2. Estadiaje del cancer de mama

1.3. Subtipos moleculares

1.4. Tratamiento del cancer de mama

1.5. Quimioterapia

Objetivos

Material y Métodos

Resultados y Discusion

4.1. Tipos de nanomedicinas para el tratamiento del cancer de mama
4.1.1. Liposomas
4.1.2. Conjugados poliméricos
4.1.3. Micelas
4.1.4. Nanoparticulas

4.2. Posibilidades de vectorizacion en cancer de mama
4.2.1. Vectorizacion pasiva
4.2.2. Vetorizacion activa

4.3. Nanomedicinas desarrollada para el tratamiento del cancer de mama

5. Conclusiones
6. Anexos

7. Bibliografia

11

12

13

13

13

15

15

15

16

16

18

23

28

30

37



RESUMEN
El cancer de mama es la neoplasia maligna mas frecuente en la mujer, presentando a nivel

mundial la mayor incidencia y mortalidad en las mujeres.

Los farmacos citostaticos contra el cancer de mama presentan una falta de especificidad
derivada de la extensa biodistribucion y de los efectos adversos generados por la accion

inespecifica de éstos en 6rganos sanos.

Con el objetivo de solucionar estos problemas, la nanotecnologia ha desarrollado una serie de
nanomedicinas que consiguen acumular especificamente la cantidad de farmaco administrado
en el lugar de accidn, logrando asi un aumento significativo de la eficacia clinica, junto con
una minimizacion de los problemas de solubilidad, farmacocinéticos, reacciones adversas y

resistencias asociadas a los fAirmacos citostaticos contra el cancer de mama.

En esta revision sistemadtica, se resumen las estrategias para conseguir la orientacion
especifica de los farmacos antitumorales contra el cancer de mama, asi como los avances mas

significativos en el disefio y desarrollo de nanomedicinas en sus diversas presentaciones.

Existe un amplio repertorio de estrategias para el transporte especifico de antitumorales,
aunque la mayoria se refieren a experiencias in vitro e in vivo. Aun asi, existen también una
gran variedad de nanomedicinas para el tratamiento del cancer de mama que se encuentran en
estudios de fase clinica avanzados o comercializados, consiguiéndose una mayor tasa de
respuesta, supervivencia, un tiempo mas largo hasta la progresion y con un perfil de seguridad

mejorado.

PALABRAS CLAVE: Cancer de mama, quimioterapia, nanomedicinas, vectorizacion,

liposomas, nanoparticulas, eficacia, seguridad.

1. INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud define el cancer como un término genérico que engloba
mas de 200 enfermedades caracterizadas por un crecimiento y diseminacion incontrolados de
células, pudiendo afectar a cualquier parte del organismo. Es resultado de una serie de

interacciones entre factores genéticos propios del individuo y factores externos llamados



carcinogenos, que pueden ser de tipo fisico, tales como la luz ultravioleta y la radiacion
ionizante, quimico, como el asbesto y el humo del tabaco o bioldgico, infecciones causadas

por virus, bacterias o parasitos !.

A pesar del origen monoclonal, los tumores primarios presentan un grado significativo de
heterogeneidad debido a la inestabilidad genética de las células que los componen. Algunas de
estas células seran capaces de inducir la formacion de nuevos vasos sanguineos
(angiogénesis), abandonar el tumor primario y atravesar la matriz extracelular que las rodea
(invasion), alcanzar el torrente sanguineo (intravasacion), sobrevivir en el mismo y
abandonarlo atravesando las paredes de los capilares localizados en lugares distantes del
organismo (extravasacion), invadiendo nuevamente la matriz extracelular y estableciendo en

la nueva localizacion un tumor secundario (colonizacion) 2.

1.1. EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER DE MAMA
Segun los datos aportados por la OMS en su informe anual sobre el cancer, en 2012 se han
producido 14 millones de nuevos casos y 8,2 millones de muertes relacionadas con el cancer.
Asi pues, se prevé un aumento de la incidencia de aproximadamente un 70 % en los préximos
20 afios. A nivel mundial, una de cada siete muertes se debe al cancer. Existen mas muertes
por cancer que por SIDA, tuberculosis y malaria, siendo el cancer la segunda causa de muerte

en los paises de alto ingreso y la tercera causa de muerte en paises de bajo y medio ingreso !~

Uno de los tumores mas frecuentes en los paises desarrollados y por tanto en Espafia es el
cancer de mama, por lo que la mejora en su tratamiento tendria una gran repercusion siendo

por ello objetivo de este trabajo.

En 2012 fueron diagnosticados 1,7 millones de casos, que representan el 25% de todos los
nuevos casos de cancer en las mujeres. Un 53% de estos casos se produjo en los paises en vias
de desarrollo, lo que supone un 82% de la poblaciéon mundial. Se estiman un total de 521 900
muertes por cancer de mama en las mujeres en 2012. El cancer de mama es la principal causa
de muerte entre las mujeres en los paises en desarrollo y la segunda causa de muerte por cancer,

después del cancer de pulmon, entre las mujeres de los paises desarrollados *.

Este cancer es mas frecuente en la mujer, siendo los factores de riesgo mas importantes el sexo

femenino y la edad. Las mujeres presentan 100 veces mas probabilidades de desarrollar un



cancer de mama que los hombres, de manera que una de cada diez mujeres sufrird un cancer de
mama a lo largo de su vida, mientras que tan solo 1% de los cadnceres de mama se presentan en

varones °.

Aunque no se conoce bien el origen exacto, son varios los factores de riesgo que se relacionan
con la aparicion del cancer de mama. La mayoria de los casos avanzados se producen en mujeres
de mas de 50 afios, aumentando el riesgo linealmente con la edad. La edad de la menarquia, la
edad del primer embarazo a término y la edad de la menopausia son las tres etapas en la vida
de la mujer que ejercen un impacto importante en su incidencia y probablemente son las
responsables del 70 -80 % de la variabilidad de su frecuencia en los diferentes paises °. Otros
factores de riesgo son la utilizacion de anticonceptivos orales, el tratamiento hormonal
sustitutivo, los antecedentes familiares (mutaciones en los genes BRCA1, BRCA2 y p53), la
obesidad, el tratamiento con radioterapia sobre la mama en la infancia, las enfermedades

benignas de la mama, la dieta hipercalérica, el consumo de alcohol y de tabaco °.

Todos ellos parecen explicar la diferencia en la incidencia del cancer de mama en los paises
desarrollados y los paises en desarrollo. La OMS indica que la incidencia de cancer de mama
es baja (<20/100 000 mujeres) en las regiones sub-Saharianas, China y en el este asiatico,
excepto en Japon, localizandose las mayores incidencias (80-90 casos/100 000 mujeres) en
América del Norte, en algunas regiones de América del Sur, en el Norte y Oeste de Europa y
Australia 2. Sin embargo, la mortalidad es relativamente mucho mas elevada en los paises
pobres debido a una falta de deteccion temprana y a la dificultad para acceder al tratamiento;
en Europa occidental, la incidencia de cancer de mama es de unos 90 casos/100 000 mujeres
al afio en comparacién con los 30/100 000 mujeres de Africa Oriental. En cambio las tasas de
mortalidad por cdncer de mama en estas dos regiones son similares, 15 casos/100 000

mujeres, apuntando a lo comentado anteriormente *.

1.2. ESTADIAJE DEL CANCER DE MAMA

El prondstico de las pacientes con cancer de mama depende del tamafio y extension del tumor
y de la presencia de metéstasis en los ganglios linfaticos regionales o distales. Estas variables

se incluyen en la clasificacion TNM desarrollada por la American Joint Committee on Cancer



(AJCQ) y la Internacional Unién Against Cancer (UICC) °.

Tabla 1. Estadificacion del cancer seatn el sistema TNM de la AJCC ®.
Segun su histologia y estadio, el cancer de mama puede dividirse en:

e Carcinoma in situ o Tis: Intraductal (carcinoma ductal DCIS, neoplasia lobular LCIS)
y enfermedad de Paget. Etapa preinvasiva o estadio 0.

e Carcinoma invasivo: ductal, inflamatorio, medular, mucinoso, papilar, tubular,
lobulillar. Etapa inicial (estadios I, IIA y IIB), avanzada (estadio I1IB) y localmente
avanzada (IITA, ITIB, IIIC y IV).

De forma general, los tumores de mama de estadio I son pequefios, localizados y operables.
En el estadio II y III se incluyen tumores invasivos operables, localmente avanzados y/o con
afectacion de los ganglios linfaticos regionales y/o afectacion de la piel y pared toracica, y en

el estadio IV se encuentran los tumores metastasicos, inoperables en la mayoria de los casos ’.

Una clasificacion mas detallada de la clasificacion de la AJCC puede consultarse en el anexo

A.
1.3. SUBTIPOS MOLECULARES

Se han identificado distintos subtipos moleculares en funcion de los perfiles de expresion
génica utilizando marcadores bioldgicos, incluyendo la presencia o ausencia de los receptores
de estrégeno (ER+/ ER-), receptores de progesterona (PR+ / PR-) y receptor 2 del factor de
crecimiento epidérmico (HER2+/ HER2-).



e Luminal A. Alrededor del 40% de los canceres de mama son luminal A, por lo que es
el subtipo de cancer de mama mas comun. Estos tumores tienden a ser ER+y /o PR+
y HER2-, de crecimiento lento y menos agresivos que otros subtipos. Tumores luminal
A se asocian con un prondstico mas favorable a corto plazo, aunque la supervivencia
a largo plazo es similar o incluso menor que otros subtipos.

e Luminal B. Aproximadamente el 10-20% de los canceres de mama son tumores
luminales B. Al igual que el anterior, la mayoria de los tumores luminal B son ER+
y/o PR+, pero se distinguen por la expresion de HER?2 y altos niveles de genes de
proliferacion.

e De tipo basal. Alrededor del 10-20% de los canceres de mama son de este tipo y la
mayoria de los canceres de mama basal se les conoce como "triple negativo" porque
son ER-, PR-, y HER2-. Este subtipo es mas comun en las mujeres afroamericanas, las
mujeres premenopausicas y las personas con mutaciones BRCA1 (metilacion). Tiene
un peor prondstico a corto plazo porque no existen terapias especificas para estos
tumores.

e HER?2 enriquecido. Alrededor del 10% de los canceres de mama se caracterizan por un
exceso de HER2 y por una ausencia de receptores hormonales. Estos canceres tienden
a crecer y propagarse mas agresivamente que otros subtipos y se asocian con un peor

prondstico a corto plazo en comparacion con un cancer ER+ 7.

1.4. TRATAMIENTO DEL CANCER DE MAMA
El tratamiento del cdncer de mama, como ocurre en la mayoria de los tumores, es
multidisciplinar, depende de aspectos clinicos y patologicos del tumor, del TNM (tamafio
tumoral, afectacion ganglionar y presencia de metéstasis), de la presencia de receptores
hormonales, de la positividad para algunos factores bioldgicos como HER2, comorbilidad,
edad y estado hormonal '°.
El tratamiento convencional del cancer de mama en estadios iniciales (I y II) consiste en el
tratamiento quirtrgico del tumor primario mediante mastéctomia o cirugia conservadora de la
mama, ambas en combinacidn con la diseccion de los ganglios linfaticos axilares o la biopsia

del ganglio centinela '*-!!,

El tratamiento del tumor no invasivo varia en funcion de que se trate de una neoplasia lobular



(LCIS) o de un carcinoma ductal (DCIS). La mayoria de los LCIS no requieren terapia local
adicional tras la biopsia, aunque se recomiendan examenes y mamografias regulares. En el
segundo caso, el tratamiento consiste en cirugia conservadora (tumorectomia o
cuadrantectomia) seguida de radioterapia en el tejido mamario remanente o mastectomia
cuando el area con DCIS es demasiado grande o se presentan margenes positivos tras la
cirugia. Puede considerarse la cirugia conservadora sin radioterapia en mujeres con pequefias

areas de DCIS de bajo grado y margenes quirirgicos negativos %12,

El tratamiento convencional del cancer de mama inicial, invasivo y operable consiste en el
tratamiento quirtrgico del tumor primario mediante cirugia conservadora o mastectomia
radical modificada, en ambos casos con diseccion de los ganglios linfaticos axilares o biopsia
del ganglio centinela. El tratamiento adyuvante puede incluir radioterapia, quimioterapia,

terapia hormonal o anticuerpos monoclonales combinada con quimioterapia '%-11-12,

En el caso de tumores inoperables o inflamatorios, el tratamiento estandar es la quimioterapia
neoadyuvante ya que permite reducir el estadio del tumor permitiendo su reseccion. Ademas,
representa una buena alternativa en el tratamiento de tumores operables de gran tamaio ya

o, . . .y, . . , 13
que los reduce permitiendo la realizacion posterior de cirugia conservadora '°. Para los casos
que responden a la quimioterapia, la terapia local puede ser la mastectomia total con diseccion
de ganglios linfaticos y radioterapia dirigida a la pared toracica y a los ganglios linfaticos

regionales °.

El tratamiento del cancer recidivante o metastasico es la terapia sistémica, que dependiendo
de diversos factores puede consistir en terapia hormonal, quimioterapia, terapias dirigidas o
combinacion de éstas. La cirugia puede estar indicada en pacientes seleccionadas y la
radioterapia se utiliza como parte integrante del tratamiento paliativo o tras la cirugia, para

descomprimir metéstasis intracraneales o de la médula espinal -1,

1.5. QUIMIOTERAPIA EN CANCER DE MAMA
La quimioterapia es una de las modalidades terapéuticas mas empleada en el tratamiento del
cancer. Su objetivo es destruir, empleando una gran variedad de fArmacos, las células que
componen el tumor con el fin de lograr la reduccion o desaparicion de la enfermedad. Los
farmacos antineoplésicos o quimioterapicos llegan a practicamente todos los tejidos del

organismo Yy ahi es donde ejercen su accion, tanto sobre las células malignas como sobre las



sanas 2.

+ TAXANOS
En la década pasada, los taxanos, paclitaxel y docetaxel, surgieron como uno de los grupos
mas potentes de compuestos activos contra los tumores malignos. Los taxanos son
estabilizadores de los microtibulos. Se unen a la superficie interna de la cadena de
microtubulo § y mejoran el ensamble del microtiibulo al promover las fases de nucleacion y
elongacion de la reaccion de polimerizacion y al reducir la concentracion critica de la
subunidad de tubulina requerida por los microtibulos para ensamblarse. Los taxanos reducen
el tiempo de retardo y trasladan de manera acentuada el equilibrio dindmico entre los dimeros
de tubulina y los polimeros de los microtubulos hacia la polimerizacion. El paclitaxel requiere
una concentracion de tubulina mas alta que la del docetaxel con el fin de estabilizar los
microtibulos. La rotura de la disposicion ordenada de microtibulos no solo detiene la
progresion de la mitosis, sino que altera las vias de senalizacién y promueve la apoptosis. Los
taxanos bloquean el efecto antiapoptosico del gen familiar bel-2 e induce la activacion del gen

p53 con el consecuente paro mitdtico, formacion de células multinucleadas y muerte celular.

Se han caracterizado dos de los mecanismos principales a los que puede atribuirse la
resistencia adquirida a los taxanos. Estos son unos de muchos medicamentos afectados por la
resistencia a multiples farmacos (MDR), la cual estd mediada a través de la expresion
incrementada de la glicoproteina P de la bomba de eflujo que codifica el gen MDRI1. La
glicoproteina P promueve el eflujo rapido de taxanos y antraciclinas. En sistemas de pruebas
en animales la resistencia MDR puede anularse por bloqueadores de los canales del calcio,
tamoxifeno, hormonas, ciclosporina A e incluso por el Cremophor®, el principal lipido usado
para formular paclitaxel. Una segunda forma de resistencia a los taxanos se observa en células

que expresan un fenotipo alterado de la tubulina B.

Los taxanos son activos en su forma original; sus metabolitos son inactivos. La disponibilidad
oral de paclitaxel y docetaxel es pobre, lo cual se debe en parte a la sobreexpresion
constitutiva de la glicoproteina P y por otra a los transportadores ABC del epitelio intestinal y
al metabolismo de primer paso de los taxanos en el higado o en el intestino. Los taxanos son
insolubles en agua. El paclitaxel se formula en 50% de alcohol y 50% de un derivado del
aceite de castor polioxietilado (Cremophor®). El docetaxel se formula en polisorbato 80

(Tween 80), y puede administrarse después de su dilucion en solucion salina al 0.9% o



solucion de dextrosa al 5%.

La neutropenia en la principal toxicidad de ambos taxanos. La trombocitopenia grave y la
anemia son raras, excepto en los pacientes que recibieron tratamientos previos agresivos. La
administracion de paclitaxel causa una incidencia alta de reacciones de hipersensibilidad
aguda si no se las previene con antihistaminicos y corticoesteroides; el solvente cremaforo es
un importante contribuyente a que tal reaccion tenga lugar. El paclitaxel también puede causar
arritmias cardiacas, mialgias y neuropatia. La toxicidad de docetaxel se aproxima bastante a la
de paclitaxel con varias excepciones importantes. El primero es mas mielosupresivo con las
dosis de uso clinico. La estomatitis es un efecto secundario mas frecuente con docetaxel que
con paclitaxel. Nauseas, vomitos y diarrea aparecen con ambos tratamientos, pero la toxicidad
gastrointestinal grave es excepcional !4,

* ALCALOIDES DE LA VINCA
Los alcaloides de la vinca, derivados de la planta vinca rosacea, se unen a sitios comunes en la
tubulina B y previenen la dimerizacion de las subunidades de tubulina a y B para formar
microtibulos. De esa manera bloquean a las células en mitosis debido a que les falta el
aparato microtubular que se requiere para que los cromosomas se separen. A lo anterior le

sigue la apoptosis.

Las resistencias a los alcaloides de la vinca presentan el mismo mecanismo que los taxanos.
Estos medicamentos comparten un patron farmacocinético de inactivacion al ser
metabolizados por las isoenzimas P-450 del higado, en primer lugar de CYP3A4, y muestran
una vida media larga en plasma de hasta varios dias. La vincristina tiene la t'2 plasmatica mas
prolongada (23 a 85 horas), mientras que la vinblastina es la que sufre la depuracion mas

rapida (t/2 de 24 horas).

Todos los alcaloides de la vinca causan neurotoxicidad, en primer lugar, una neuropatia
sensitiva periférica. La vincristina es el mas neurotdxico, ya que puede causar disfuncién
motora en pacientes con toxicidad grave, y no se debe administrar a pacientes con disfuncion
neuroldgica significativa debida a otros medicamentos, diabetes, accidente vascular cerebral,
o alguna enfermedad neurolédgica heredada. La vinblastina produce neurotoxicidad minima.

La vincristina produce efectos minimos en la médula 6sea '°.



* CAMPTOTECINAS
La camptotecina y sus analogos ejercen su actividad antitumoral al inhibir a la enzima
topoisomerasa de DNA I, una enzima nuclear que mitiga la tension torsional en el DNA
superenrollado durante la replicacion y la transcripcion. Las camptotecinas estabilizan el
complejo de topoisomerasa [-DNA, lo que conlleva a las roturas de la doble hebra y a la
apoptosis. Como la sintesis de DNA representa un requisito para esta interaccion, las

camptotecinas son farmacos especificos de la fase S1.

Se han demostrado numerosos mecanismos de resistencia in vitro a las camptotecinas, como
el de la bomba de eflujo de resistencia a multiples farmacos (MDR), la glicoproteina P,
redistribucién celular de la topoisomerasa I fuera del nucleodlo; regulacion hacia abajo de la
expresion de la topoisomerasa I; mutaciones en los sitios catalitico o de union al DNA de la
topoisomerasa I; regulacion hacia arriba de la topoisomerasa II e inhibicion de la apoptosis

inducida por quimioterapia.

El irinotecan fue disefiado de manera especifica para facilitar la administracion de su
metabolito activo, el anadlogo 7-etil-10-hidroxilo SN-38, el cual es 1000 veces mdas potente
para inhibir a la topoisomerasa I que el compuesto original, irinotecan. Las carboxilesterasas
hepaticas convierten de manera primaria el irinotecan en SN-38. La semivida del SN-38 es de
11.5 horas. La eliminacion primaria del irinotecan tiene lugar a través del higado por medio
de dos mecanismos de relevancia clinica En primer lugar el irinotecén es un sustrato del
sistema del citocromo P-450, donde en partes lo metabolizan CYP2B6 y CYP3A4. En
segundo lugar, irinotecan es convertido en su forma activa, SN-38, la cual es glucuronizada y
excretada en el sistema biliar. La biodisponibilidad oral de irinotecan es s6lo de 8%, pero la
pequena cantidad absorbida del medicamento se somete a una rapida conversion de primer

paso a SN-38 tanto en el higado como en el intestino.

Los efectos adversos mas comunes del irinotecan son la diarrea, que en algunas circunstancias
puede poner en peligro la vida, la mielosupresion y el sindrome colinérgico. El irinotecan
puede inhibir la actividad de la acetilcolinesterasa, lo que conduce al sindrome colinérgico
que se caracteriza por diarrea aguda, diaforesis, c6lico abdominal, sialorrea, lagrimeo,

rinorrea y, en ocasiones, bradicardia asintomatica.



* ANTRACICLINAS
Los medicamentos de esta clase, derivados de caldos de cultivo del hongo Streptomyces
peucetius, se han convertido en componentes criticos de muchos esquemas que contribuyen a
la cura del cancer de mama. El miembro que se incluye en esta familia para el tratamiento del
cancer de mama es la doxorrubicina. Su configuracion planar es la que le permite a las
antraciclinas intercalarse entre las hebras de DNA, acciéon que originalmente se tom6 como la
determinante de su efecto inhibidor de la sintesis de DNA. No obstante, las antraciclinas
tienen otras caracteristicas importantes. La quinona presente en su estructura experimenta
rapidos ciclos de oxidacion/reduccion en presencia de metales como el Fe™?, tras los cuales se
producen radicales libres de oxigeno, lipidos o ambos. Se cree que estos radicales libres
determinan la toxicidad cardiaca inherente a esta clase de agentes. Mas recientemente se ha
visto que estos farmacos se unen e inhiben a la topoisomerasa II, una enzima que promueve el
desenrollamiento de las hebras de DNA, un hecho esencial en la sintesis y reparacion del
DNA. La topoisomerasa II se une al DNA y produce una rotura de doble hebra que permite el
paso de la hebra. Las antraciclinas se unen al complejo covalente DNA-topoisomerasa II para
formar un complejo con la estabilidad suficiente como para prevenir el resellado de la rotura
de las hebras. La acumulacion de roturas en las hebras sefiala al sistema p53 para que detenga
la progresion del ciclo celular e inicie la reparacion del DNA. Si las roturas son numerosas, la

célula entra en apoptosis.

Se ha observado una correlacion interesante entre la amplificacion de la isoenzima
topoisomerasa Ila y el receptor HER2. El gen topoisomerasa Ila se localiza en el cromosoma
17 adyacente al gen que codifica para HER2. El 35% de los canceres de mama que amplifican
HER2 coamplifican topoisomerasa Ila, y pacientes con tumores que contienen topoisomerasa
ITa coamplificada experimentan un beneficio mayor con terapias adyuvantes basadas en

doxorrubicina, al compararlos con los que expresan niveles bajos de topoisomerasa I1.

En cuanto a la resistencia, los transportadores que exportan antraciclinas y otros productos
naturales influyen en la respuesta a esta clase de agentes. La expresion del gen MDR, que
codifica el transportador de membrana, glicoproteina P, incrementa la resistencia a las
antraciclinas. Otros exportadores de membrana, como la familia MRP, y los transportadores
de resistencia en el cancer de mama, han sido reconocidos como causantes de resistencias.
Niveles altos de expresion de bel-2 vuelven a las células insensibles a las antraciclinas, asi

como una pérdida de la funcion del complejo reparador de desigualdades que reconoce pares

10



de hebras defectuosos. Las mutaciones en p53 también proporcionan resistencia a
doxorrubicina. Existen algunas evidencias de que la reparacion defectuosa de las roturas de
doble hebra, como se encuentra en los pacientes con mutaciones de BRCA1 o BRCA2,

incrementa la sensibilidad a las antraciclinas.

Todas las antraciclinas causan mielosupresion, mucositis y alopecia. Su mas significativa
toxicidad tardia es la cardiaca. La radioterapia sobre el pecho administrada junto con
quimioterapia incrementa el riesgo de cardiotoxicidad. Otros medicamentos quimioterapicos
potencian la cardiotoxicidad de las antraciclinas. Si se administra con doxorrubicina el
paclitaxel, se reduce la tasa de depuracion de ésta y aumenta significativamente la tasa de
cardiotoxicidad. Cuando se administra con doxorrubicina el trastuzumab, el anticuerpo anti-
HERZ2, se produce un incremento acentuado de la cardiotoxicidad cuando la combinacién se
extiende a cuatro ciclos. Ademas de la cardiotoxicidad, como clase, las antraciclinas

incrementan el riesgo de mielodisplasia °.

Apuntado a lo comentado anteriormente, los problemas de la quimioterapia proceden
esencialmente de la relativa falta de especificidad derivada de la extensa biodistribucion de
los citostaticos, de las resistencias desarrolladas por las células tumorales y de los efectos
adversos generados por la accion inespecifica de éstos en tejidos y 6rganos sanos. La
necesidad de encontrar tratamientos eficaces contra el cancer ha hecho que se incrementen las
lineas de investigacion de los sistemas de liberacion controlada. Con el objetivo de conseguir
esto, la nanotecnologia ha desarrollado una serie de “nanovehiculos” o “nanomedicinas”
poliméricos que incrementan la biodisponibilidad del principio activo, permitiendo la
administracion de dosis mas bajas y minimizando la aparicion de efectos adversos habituales
en la terapia conveccional, con el fin Gltimo de mejorar la calidad de vida del paciente, asi
como la supervivencia. Ademas, permiten controlar los parametros farmacocinéticos y

prolongar la vida media del formaco en el organismo "%,

2. OBJETIVOS
Revisar la literatura cientifica con el fin de:
e Presentar las diferentes estrategias de transporte de los fArmacos citostaticos utilizados
para el cancer de mama, analizando sus principios basicos y los principales resultados
obtenidos hasta la fecha tanto in vitro como in vivo.

e Presentar las diferentes formulaciones terapéuticas desarrolladas hasta el momento,
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analizando la eficacia/efectividad, asi como la reduccion de los efectos adversos del
tratamiento con nanomedicinas frente al tratamiento con quimioterapia en el cancer de

mama.

3. MATERIAL Y METODOS
Para dar una respuesta a los objetivos de esta revision sistematica se ha realizado una
busqueda bibliografica desde febrero hasta junio de 2015 en bases de datos generales como

Science Citation Index y Medline, a las que se ha accedido a través de la plataforma IST Web

of Knowledge.

Se elaboraron estrategias de busqueda concretas, utilizando combinaciones especificas para

las bases de datos, de descriptores y de términos libres para suplir las posibles deficiencias en

la indexacion de los articulos. Los términos principalmente utilizados fueron “chemotherapy”,
29 <¢ 9% ¢

“nanocarriers”, “targeting”,”breast cancer”, “nanoparticles cancer” y “nanomedicines”,

utilizandose el operador boleano “and”.

La busqueda se limit6é temporalmente, seleccionando los estudios publicados a partir del afio
2001 hasta la actualidad, y segun el idioma, se seleccionaron publicaciones en inglés, francés
y espafiol. Otros criterios de inclusion fueron revisiones sistematicas, meta-analisis, ensayos
experimentales in vitro, ensayos clinicos en pacientes adultos con cancer de mama y estudios
que valoren la mortalidad, morbilidad o la calidad de vida en términos de supervivencia,
recurrencias y toxicidad tras el tratamiento con nanomedicinas. Ademas, dentro de estas dos
bases de datos se seleccionaron revista con un alto factor de impacto y de reconocido valor

dentro del campo de los Sistemas de Liberacion Modificada de Farmacos.

Tras la lectura de los resimenes de los articulos resultantes de la busqueda se procedio a la

seleccion de los estudios incluidos.

Todo este proceso se completdé mediante una busqueda general en internet en paginas de
calidad (organizaciones, sociedades cientificas...). De modo adicional se ha recogido

informacion general a través de buscadores generales como el Google académico.

El resultado de todas estas busquedas fue volcada en el gestor de referencias bibliograficas

“endnote”.
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4. RESULTADOS Y DISCURSION
Las nanomedicinas han recibido especial atencion en las ultimas décadas. Se trata de
particulas de tamafio comprendido entre los 10-1000 nm, aunque generalmente la
nanomedicina se centra en particulas de tamafio inferior a 200 nm . Su gran utilidad se debe
en parte a sus caracteristicas. Por un lado, presentan una superficie funcional importante en
relacion al tamafio de particula. A esta superficie se pueden unir o adsorber otros compuestos,
como farmacos o proteinas, dotdndolas de una gran versatilidad y permitiendo dirigir la
accion de las nanomedicinas hacia dianas especificas tras su administracion 2°. Ademas,
presentan mayor superficie reactiva que el resto de sus andlogos de mayor tamafio. Por otro
lado, permiten la encapsulacion, la unidon covalente o la adsorcion de los agentes terapéuticos
y diagndsticos. De esta forma, se pueden superar limitaciones inherentes a las caracteristicas
quimicas de estos agentes, como es la solubilidad, permitiendo atravesar barreras biologicas,

ademas, de disminuir las resistencias gracias a su captacion especifica 7.

4.1. TIPOS DE NANOMEDICINAS PARA EL TRATAMIENTO DEL CANCER DE
MAMA
Existen diferentes clases de nanomedicinas utilizadas para el tratamiento del cancer de mama,
incluyendo liposomas, conjugados poliméricos, micelas y nanoparticulas. Las diferentes

formulaciones se discuten mas adelante, con especial énfasis en los ensayos clinicos.

4.1.1. LIPOSOMAS
Los liposomas fueron descubiertos por Alec D Bangham en la década de 1960. Se tratan de
estructuras vesiculares constituidas por una o mas bicapas lipidicas concéntricas que encierran
un nimero igual de compartimentos acuosos. Las primeras formulaciones se disefiaron con
lipidos naturales; en la actualidad se pueden incluir lipidos (fosfolipidos como la
fosfatidilcolina, fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina) y tensioactivos naturales y/o
sintéticos. Tienen capacidad de atrapar agentes tanto lipofilos como hidroéfilos, en la
membrana lipidica y en el nlicleo acuoso, respectivamente. Los liposomas utilizados en
medicina tienen un tamafo de entre 50 y 450 nm. Parecen ser un nanosistema casi ideal, ya
que su morfologia es similar a la de las membranas celulares. En la actualidad, se considera

uno de los sistemas de transportes de farmacos de mayor éxito.

Los liposomas se componen principalmente de fosfolipidos, moléculas anfifilicas que

presentan una cabeza hidrofila y dos cadenas hidrofébicas apolares. Cuando los fosfolipidos

13



se dispersan en soluciones acuosas, debido a la naturaleza anfipdtica, tienen una fuerte
tendencia a formar bicapas lipidicas concéntricas. Por un lado, las cabezas polares prefieren
interaccionar con el entorno acuoso mediante enlaces de hidrogeno e interacciones polares.
Por otro lado, las largas cadenas hidrofobicas promueven la interaccion mediante fuerzas de
Van der Waals con otras cadenas. El comportamiento lip6filo actia como una barrera de
permeabilidad. La organizacion definitiva de los lipidos depende de su naturaleza,
concentracion, temperatura y forma geométrica. Los principios activos pueden ser
encapsulados dentro de estas membranas durante el proceso de formulacion. La adicion de
colesterol a la bicapa lipidica de los liposomas reduce su permeabilidad y aumenta la
estabilidad in vitro e in vivo, debido a que favorece un empaquetamiento mas denso de los
fosfolipidos, ademas de controlar la velocidad de liberacion. El uso de fosfatidilcolina ofrece
una mayor estabilizacion y la inclusioén de hidratos de carbono o polimeros hidréfilos, como
gangliosidos tipo 1 GM1 y polietilenglicol (PGE, pegilacion), prolongan el tiempo en el

torrente sanguineo.

La encapsulacion de fArmacos en la bicapa lipidica protege a estos de la degradacion

enzimatica e inmunolégica y de la inactivacion quimica.

Liposomas convencionales y de larga circulacion pueden presentar una liberacion lenta del
farmaco. Para superar estos problemas, se han desarrollado liposomas sensibles a estimulos,
como pH, temperatura, campo magnético, sistemas redox o formacion de complejos
moleculares que puede resultar en una excelente retencion de bases débiles, como en el caso

de la doxorrubicina. Estas estrategias se explican con detalle en el punto de vectorizacion.

La encapsulacion de farmacos en liposomas debe presentar un comportamiento
farmacocinético favorable y un indice terapéutico mejorado en comparacion con el farmaco
libre. Un meta-analisis compard la seguridad y la toxicidad de los liposomas de doxorrubicina
frente a antraciclinas convecionales. Tanto liposomas pegilados y liposomas de doxorrubicina
mostraron perfiles de toxicidad favorables, con una mejor seguridad cardiaca y con menor
mielosupresion, alopecia, nauseas y vomitos en comparacion con antraciclinas
convecionales., resultando tutiles en mujeres con edad avanzada, debido al gran riesgo de

problemas cardiacos que conlleva esta situacion fisioldgica especial.

Liposomas cationicos son internalizados en la células via endocitica, evitan la agregacion de
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los liposomas y aumentan la estabilidad fisica, ademas de prevenir el reconocimiento por las
células del sistema fagocitico mononuclear 2!. Campbell et al. demostraron que se necesita la
presencia de una carga positiva para dirigir los farmacos citotoxicos al endotelio vascular del
tumor y para logar un mayor tiempo de circulacidon. Asi farmacos como el paclitaxel o la

doxorrubicina mostraron una mayor eficacia antitumoral en liposomas positivos 2.

4.1.2. CONJUGADOS POLIMERICOS
El término conjugado se refiere a nanoestructuras hibridas consistentes en polimeros
enlazados covalentemente a un agente terapéutico. Dentro de los conjugados poliméricos se
distinguen tres grupos: conjugados polimero-proteina, conjugados anticuerpo-farmaco y
conjugados polimero-farmaco. Los objetivos perseguidos con esta estrategia son mejorar la
estabilidad del farmaco y reducir su inmunogenicidad hasta conseguir una biodistribucion

mas adecuada 2.

4.1.3. MICELAS
Las micelas, son nanoestructuras originadas a partir del auto-ensamblaje de moléculas
anfifilicas, generalmente tensoactivos, proteinas o polimeros sintéticos o naturales, de tamafio
comprendido entre los 10 y los 100 nm. Estos sistemas presentan una estructura tipo
reservorio con un nucleo generalmente hidrofobico en el que normalmente se deposita al
farmaco y una superficie hidrofilica. Por su sencillez y versatilidad en cuanto a preparacion y
componentes empleados, las micelas son consideradas hoy en dia como nanomedicinas con

mayor potencial en clinica a corto plazo **.

4.1.4. NANOPARTICULAS
Las nanoparticulas son sistemas matriciales elaborados a partir de una gran variedad de
materiales de origen natural, semisintético o sintético, en su mayoria polimeros. Dentro de los
polimeros naturales investigados, encontramos algunas proteinas como la albumina,
polisacaridos como el quitosano o el dcido hialurénico o polipétidos y poliaminoacidos. Los
materiales de origen sintético mas empleados para el desarrollo de nanoparticulas son los
poliésteres y poliacrilatos. El material empleado afecta de manera importante a las
propiedades y estructura de las nanoparticulas y condiciona de manera determinante sus
posibles aplicaciones clinicas 2. Las nanocapsulas son sistemas reservorio constituidos por un
nucleo liquido oleoso rodeado de una membrana polimérica. El principio activo suele

encontrarse disuelto en el ntcleo oleoso, aunque también puede estar adsorbido en la
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superficie. Las nanoesferas o nanoparticulas son sistemas matriciales constituidos por el
entrecruzamiento de oligdmeros o unidades de polimero, en los que el principio activo se

puede encontrar atrapado en la red polimérica, disuelto en ella o adsorbido en su superficie 2¢.

La descripcion grafica de los diferentes tipos de nanomedicinas puede consultarse en el anexo

B.

4.2. POSIBILIDADES DE VECTORIZACION EN CANCER DE MAMA
Las estrategias adoptadas hasta el momento para conseguir la orientacion y acumulacion de
las nanomedicinas en las células tumorales se han basado en dos mecanismo diferenciados: el

denominado “targeting” (vectorizacion) pasivo y el “targeting” activo !7 (anexo C).

4.2.1. VECTORIZACION PASIVA
La vectorizacion pasiva consiste en el transporte de nanosistemas por simple conveccion a
través de espacios intracelulares hacia el intersticio tumoral y su posterior acumulacion en
estos tejidos. El llamado efecto de permeabilidad y retencion incrementados (Enhanced
Permeability and Rentention (EPR) en inglés) explica este fendmeno. Este efecto se
fundamenta en la fisiologia caracteristica del endotelio de los capilares del tumor, cuyas
c¢lulas se encuentran frecuentemente separadas por espacios de entre 200 y 600 nm,
permitiendo asi el paso de nanoestructuras a través de ellas ?’. Ademas, la acumulacion de las
mimas en el tejido tumoral se ve favorecido por la pobre circulacion linfatica en este ambiente

y la capacidad endocitica de las células tumorales hacia las citadas nanoestructuras .

Se han identificado una serie de pardmetros que influyen en el acceso de las nanomedicinas al
tejido tumoral. Se sabe que para que ocurra una extravasacion eficiente a traveés de las fenetras
del tejido tumoral, las nanomedicinas deben presentar un tamafo inferior a los 400 nm, no
obstante, para evitar la filtracion renal necesitan ser mayores a 10 nm y para que sean

especificamente capturados por el higado deben presentar un tamafio menor a los 100 nm 2%,

La carga superficial de las particulas juega también un papel fundamental a la hora de
conseguir nanomedicamentos de larga permanencia en el organismo después de su
administracion intravenosa o intramuscular. Dicha carga debe de ser preferentemente neutra o
cationica para evitar la interaccion de la nanoestructura con las opsoninas, y en general, con

las células sanguineas. La composicion quimica y la hidrofilia de la superficie de las
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nanomedicinas son otros dos factores de gran importancia a la hora de evitar el proceso de
eliminacion por el Sistema Fagocitico Mononuclear (Mononuclear Phagocitic System, MPS).
Se sabe que las particulas hidrofilicas son generalmente invisibles para las células del MPS
por lo que presentan un mayor tiempo de circulacion, lo que aumenta las probabilidades de

que accedan al tejido tumoral.

Para otorgar estas propiedades a los diferentes sistemas desarrollados y, por lo tanto, mayores
tiempos de permanencia en el organismo, una de las herramientas mas utilizadas es la

modificacion de la superficie de las nanomedicinas mediante polimeros hidrofilicos 2.

La técnica mas utilizada ha sido la denominada pegilacion, ya sea por el simple recubrimiento
de las nanomedicinas con polietilenglicol (PEG) o modificando quimicamente los
componentes de los nanosistemas para que las cadenas del PEG queden expuestas en la

superficie de los sistemas 3.

EL PEG es un poliéter lineal o ramificado con un grupo hidroxilo en cada extremo, este
polimero es altamente soluble en agua asi como en varios solventes organicos y esta aprobado
por la FDA para su administracion en seres humanos. Es inerte, no toxico y no inmunogénico,
ademas es facilmente desechado por el cuerpo a través del rifion (pesos moleculares del
polimero menores a 20 kDa), o del higado (pesos moleculares mayores de 20 kDa). Se
incorpora en la superficie de las nanomedicinas para crear el llamado efecto “estabilizacion
estérica”, donde la moléculas de PEG forman una capa hidréfila protectora en la superficie de
las nanomedicinas, impidiendo la interaccion entre si (agregacion) y con los componentes de
la sangre. Como resultado, la pegilacion reduce la captacion por macrofagos del MPS y

prolonga los tiempos de circulacion en sangre 312,

La técnica principal es la inclusion de conjugados de PEG-lipidos en liposomas. Los PEG-
lipidos se preparan mediante derivacion del grupo de cabeza polar de un
diacilglicerofosfolipido, tal como diestearoilfosfatidiletanolamina (DSPE), con PEG. Tras la
hidratacion, los liposomas se forman con polimeros de PEG expuestos en las superficies. Las
otras técnicas se basan en la formacion del liposoma antes de la adicion de polimeros de PEG.
El método de post-conjugacion, incluye la unién covalente de PEG funcionalizado a las
nanoparticulas preformadas. La post-insercion, se lleva a cabo mediante la incubacion de los

liposomas preformados con conjugados de PEG-lipidos en solucion acuosa.
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Como ejemplo, la incorporacion de fosfolipidos sintéticos (conjugados con ganglidsidos) en
la superficie de nanoparticulas sélidas lipidicas cargadas con doxorrubicina permite
incrementar la semivida plasmatica del antitumoral en comparacion con este firmaco

administrado en forma de solucién intravenosa 2.

Se han disenado copolimeros de poli (D, L-lactida) (PLA) y PEG mediante una técnica
especialmente sencilla basada en la formulacion de emulsiones de aceite en agua (O/W). El
PLA se localiza asi en la fase organica y el PEG en la fase acuosa. La etapa final de esta
técnica es la eliminacion del disolvente organico, formandose asi las nanoparticulas de

polimero con PEG en la superficie °.

4.2.2. VECTORIZACION ACTIVA
El targeting activo hace referencia a la orientacion activa del nanomedicamento, y no solo una
simple acumulacion en los tejidos tumorales, motivada por su marcada especificidad hacia las
células diana. Varias son las técnicas empleadas en el desarrollo de nanomedicinas dotados de
una orientacion especifica, todas ellas relacionadas especificamente con caracteristicas
bioquimicas y fisioldgicas particulares del tumor y con la sobreexpresion de receptores,
condiciones del medio tumoral, etc. Estas estrategias permiten la liberacion selectiva del
farmaco en la region diana, minimizando las reacciones adversas asociadas **. La unién
especifica del sistema coloidal a la célula diana se logra eficientemente mediante mecanismos
de reconocimiento molecular (principalmente, uniones ligando-receptor o interacciones
antigeno-anticuerpo), lo que generalmente conduce a la internalizacion de la nanomedicina
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en la célula tumoral *’. A continuacion se van a describir las diferentes estrategias para

conseguir dicha orientacion.

Los anticuerpos monoclonales son moléculas disefiadas para su interaccion especifica y unién
con antigenos y receptores de las células cancerosas !”. Trastuzumab es un anticuerpo
humanizado IgG1 k que se une al dominio extracelular de HER2. Parece actuar por la
inhibicion directa del crecimiento del tumor y la activacion de la citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpo. En combinacidon con medicamentos quimioterapéuticos (taxanos,
antraciclinas), el trastuzumab mejora los indices de respuesta y la supervivencia en pacientes
con enfermedad metastasica y mejora la superviencia total y la libre de enfermedad en el

contexto coadyuvante 333,
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Los receptores de folato se encuentran de forma muy abundante en las células cancerosas, ya
que éstas tienen unos requerimientos muy importantes de acido folico para la sintesis de
DNA. La interaccion de las moléculas de acido folico con el receptor de folato a en las células
tumorales conduce generalmente a un proceso de endocitosis que desemboca en una
acumulacion citosolica de estas moléculas. Se ha formulado paclitaxel en el interior de

nanoparticulas de PLA que presentan en su superficie cadenas de PEG y 4cido folico 3.

La existencia natural de enzimas en la region tumoral se ha aprovechado para disenar
estrategias de transporte activo y asi provocar la liberacion del farmaco mediante la
destruccion y/o liberacion del sistema transportador. Nanoparticulas sensibles a reacciones
redox, disefiadas con un copolimero de tres bloques de PEG-ss-PLA-ss-PLA-ss-PEG con
multiples enlaces disulfuro se han desarrollado para la liberacion selectiva de doxorrubicina
en lineas tumorales en cancer de mama. Estos enlaces se escinden en presencia de glutation en
una concentracion de 10 mM (citosol), que resulta en la desintegracion del nticleo hidréfobo
de PLA y la eliminacién de las unidades hidrofilicas de polietilenglicol, que conduce a una
mayor liberacion de doxorrubicina. El PLA presenta, al igual que el PEG, una alta
biocompatibilidad y biodegradacion y esta aprobado por la FDA. El anticuerpo monoclonal
trastuzumab y el acido félico se conjugan con estas nanoparticulas para facilitar la orientacion
hacia células tumorales del cancer de mama. Los estudios sobre la liberacion in vitro
demostraron un 90 % de liberacion de doxorrubicina a pH 5,0 en presencia de glutation 10
mM en comparacion con un 20 % de liberacion del farmaco a un pH 7,4. La presencia de
acido folico y trastuzumab mejoraron la captacion celular y el aumento de apoptosis en lineas
celulares de cancer de mama. Los estudios in vivo en tumor ascitico de Ehrlich en ratones
albinos suizos mostraron una mayor eficacia antitumoral y una cardiotoxicidad minima, con
una regresion del tumor de un 90 % en comparacion con un 38 % de regresion tumoral

observada tras la administracién intravenosa de doxorrubicina 3’ (anexo C).

El transporte activo mediado por cambios de pH es una de las estrategias de transporte activo
de farmacos méas prometedoras en la actualidad. Estd basada en la utilizacion de materiales
para la formulacion de coloides que sean extremadamente sensibles a pequefios cambios de
pH con respecto al natural de la sangre (pH = 7.4). Por ejemplo, a nivel de la region tumoral
existen alteraciones en el flujo sanguineo y peculiaridades metabolicas (p.ej., glicolisis
aerdbica y anaerdbica) que determinan un pH = 6.6 en el intersticio tumoral. De esta manera,

el sistema transportador se enfrentard a un entorno ligeramente acido al que es muy sensible,

19



por lo que se destruird, liberando al mismo tiempo el principio activo vehiculizado de forma
especifica en este lugar. Los materiales poliméricos que son sensibles a pH acido contienen
grupos carboxilo o sulfénicos, mientras que las particulas de naturaleza polimérica y sensibles
a pH basico contienen en su estructura quimica sales de amonio. En este sentido, una
posibilidad alternativa es la utilizacioén de sistemas transportadores (como liposomas)
sensibles a pH entre 4.5 y 5.0. Estos coloides tras su internalizacion por la célula tumoral
mediante endocitosis, se degradaran en el interior de los lisosomas en este entorno acido y

bajo la accion de enzimas hidroliticas como la catepsina 3.

El transporte activo controlado por cambios de temperatura resulta en una interesante forma
de vehiculizar nanomedicamentos. Estos son elaborados con materiales termosensibles que se
caracterizan por sufrir un proceso de desestabilizacion/destruccion ante ligeros cambios de
temperatura (generalmente, incrementos). El polimero mas empleado en el disefio de este tipo
de sistemas transportadores es la poli (N-isopropilacrilamida). La principal razén que motiva
su extensa utilizacion es que la temperatura que provoca su descomposicion se encuentra muy
proxima a la temperatura fisiologica *%. Con el mismo fin, se han disefiado nanoparticulas
magnéticas constituidas por un nticleo de magnetita (Fe3O4) y recubiertas por dextrano-g-poli
(N-isopropilacrilamida-N,N’dimetilacrilamida) para la liberacion selectiva del antitumoral
doxorrubicina en la masa tumoral. Este sistema transportador magnético tiene la capacidad de
acumularse especificamente en el lugar de accidon controlado por un campo magnético.
Ademas, la utilizacion de un campo electromagnético alterno de gran frecuencia provoca el
calentamiento especifico de los nucleos magnéticos (efecto hipertérmico) y, asi, el
calentamiento especifico y degradacion del polimero, liberandose el agente antitumoral *°.
Wang et al. informaron que la coadministracion de fArmacos citostaticos y DNA para regular
la expresion de genes, a partir de nanoparticulas suprime el crecimiento tumoral del cancer de
mama en un modelo de ratén de forma mas eficiente que en monoterapia *°. Posteriormente,
Chiang et al. estudiaron la utilizacion de una terapia combinada, en ratones, que integra un
coctel de farmacos con un ligando de vehiculizacion para solucionar este problema. Ademas
introdujeron el concepto de orientacion magnética con un campo magnético externo aplicado
localmente para reforzar la acumulacion en el tumor. Asi, disefiaron nanocapsulas con
polimeros de poli (alcohol vinilico) (PVA) y poli (acrilato de metilo) (PMA), polimero
sensible al pH funcionalizado con un grupo tiol (PMAA), y con la incorporacion de 6xido de

hierro (Fe203), para la orientacion magnética, encapsulando simultaneamente paclitaxel
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(hidrofébico) y doxorrubicina (hidrofilico). Se consiguié un aumento en la liberacion dual en
un entorno intracelular 4cido. Ademas estas nanocéapsulas fueron equipadas con trastuzumab.
Con el campo magnético, se observo un aumento evidente de la cantidad acumulada,
aproximadamente 25,8 % (77,49 + 12,4 g) de paclitaxel y 20% (20,09 + 6,3 g) de
doxorrubicina de la dosis inicial se acumul6 en el tumor, que fue 2,47 veces y 1.87 veces
mayor que sin campo magnético. Demostrandose asi, que ademas de la poliquimioterapia, la
doble orientacidon (magnética y molecular) puede proporcionar multiples beneficios en la
terapia contra el cancer de mama. Se consiguié también suprimir significativamente el
crecimiento tumoral después del tratamiento, demostrandose una eficacia de la terapia. Se
demostro la sinergia entre el agente de direccion trastuzumab y los citostaticos paclitaxel y
doxirrubicina, demostrandose la muerte celular in vitro y la supresion del crecimiento tumoral

in vivo *! (anexo C).

Kheirolomoon et al. emplearon liposomas sensibles a la temperatura cargados con lisolipidos,
(productos de la degradacion de fosfolipidos) y con un complejo pH dependiente formado por
cobre (II) y doxorrubicina. A pH fisiologico, el liposoma fue estable, disociandose el
complejo para liberar a la doxorrubicina a pH é4cido. Los liposomas resultantes se inyectaron
por via intravenosa en un modelo de cancer de mama murino. Sucesivamente, la liberacién
intravascular del firmaco fue provocado por ultrasonido, estrategia del transporte activo de
farmacos no invasiva que permite lograr simultaneamente la localizacion selectiva del
nanomedicamento en la region tumoral (expuesta a ultrasonidos) y su destruccion (con la
consiguiente liberacion del fArmaco en esta zona) **. En concreto, la aplicacion de
ultrasonidos en la region tumoral provoca un incremento en la permeabilidad de los capilares
sanguineos que irrigan el tumor, la generacion de energia térmica y la alteracion de las
membranas de las células malignas *® .El tumor fue insonificado durante 5 minutos antes de la
administracion y 20 minutos después de la inyeccion de los liposomas. Después del
tratamiento dos veces por semana durante un periodo de 28 dias, todos los ratones
sobrevivieron, y el tumor fue indetectable a los 8 meses después del tratamiento. Indicadores
de toxicidad, como la hipertrofia cardiaca, leucopenia o la pérdida de cabello no se detectaron

después de la terapia de 28 dias *2.

Las nanoparticulas de oro tienen propiedades Opticas para absorber la luz y para la dispersion
del infrarrojo de onda corta. La irradiacion con un laser de infrarrojo puede inducir

hipertermia en el tejido tumoral, con la subsiguiente ablandacion del tumor, pudiendo
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aumentar la supervivencia. La combinacion de nanoparticulas de oro con laser de infrarrojo
ha demostrado su eficacia en lineas celulares de cancer de mama in vitro. En un estudio, las
células SK-BR-3 de cancer de mamas incubadas con nanocéapsulas de oro (estructuras
esféricas que comprenden un nucleo de silice y una capa delgada de oro), conjugadas con
PEG sobrevivieron después del tratamiento con laser. La conjugacién con trastuzumab con el
tratamiento térmico mejoraron la captacion de estas por el tejido tumoral, asi como una mayor
citotoxicidad. Hasta la hora, se han incluido paclitaxel o docetaxel en estas nanoparticulas de
oro **. You et al. compararon in vitro la doxorrubicina libre o liposomal y nanocapsulas de oro
con doxorrubicina estimuladas con laser, siendo éstas mas citotoxicas para las células MDA-
MB-231 de cancer de mama. Ademads, fueron menos cardiotoxicas que la doxorrubicina
liposomal #*. Finalmente, debido al alto nimero atomico del oro, las nanoparticulas de oro
pueden utilizarse como agentes de contraste y como radiosensibilizantes, siendo una

estrategia crucial en el tratamiento de pacientes con cdncer de mama metastasico +°.

La transferrina es la cuarta glicoproteina sérica mas abundante con capacidad de fijar hierro,
el cual es necesario para la sintesis de DNA. Consecuentemente, el receptor de transferrina
(CD71) se encuentra sobreexpresado en numerosos tipos de cancer, convirtiéndose en diana
farmacoldgica, y permitiendo emplear la transferrina como ligando para vectorizar los
sistemas de liberacion controlada de farmacos antineoplasicos *°. Estudios in vitro han
demostrado que la conjugacion de transferrina con nanoparticulas de poli (D, L-lactida-co-
glicolida) (PLGA) cargadas con paclitaxel, origina una mayor accion antitumoral del

paclitaxel en células de cancer de mama (MCF-7) debido a su gran retencion intracelular *°.

Los aptameros son oligonucledtidos de cadena sencilla (DNA y RNA), cuya estructura
comprende entre 20 y 80 oligonucle6tidos, y gracias a su plegamiento tridimensional son
reconocidos por determinadas proteinas diana con elevada afinidad y especificidad *7. La
multirresistencia a firmacos es el fendomeno mas ampliamente explotado en el tratamiento del
cancer. La combinacion de varios factores asociados al entorno bioldgico del tumor, junto con
la pobre solubilidad, la inestabilidad y toxicidad sistémica de gran variedad de farmacos
citostaticos ha conllevado al disefio de nanomedicinas para optimizar la administracion de
¢éstos. La sobreexpresion de transportadores de eflujo de drogas es uno de los fendémenos de
resistencia multiple a firmacos mas ampliamente encontrado en clinica. La glicoproteina P
(MDR1) es unos de los mecanismos mas estudiados, por lo que para superarlo es necesario

eludir el reconocimiento del transportador, inhibir su expresion o inhibir su funcion **. Deng
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et al. disefiaron nanopaticulas mediante la generacion de una pelicula que alterna siRNA
(RNA interferente) con PLA, recubiertos a su vez de moléculas de 4cido hialurénico, sustrato
principal del receptor CD44, sobreexpresado en el tejido tumoral. En el ntcleo de la
nanoparticula se sitia la doxorrubicina. Las pacientes con cancer de mama triple negativo no
suelen responder al tratamiento con este fArmaco, por lo que el disefio de esta nanomedicina
va encaminado a disminuir las resistencias, al inhibir a expresion del gen de la proteina
asociada a la resistencia a multiples drogas MDR1, gracias al RNA interferente. En modelos
animales, una dosis intravenosa redujo significativamente la expresion del gen diana en los

tumores en casi un 80 % y condujo a una disminucion de hasta 8 veces el volumen del tumor
49

Song et al. describieron la coencapsulacion de vincristina y verapamilo, un inhibidor de la
bomba de eflujo en nanoparticulas de PLGA. En comparacion con la administracion sucesiva
de vincristina y posteriormente verapamilo o viceversa, la administraciéon conjunta en una
nanoparticula logré una mejor inhibicion de este mecanismo de resistencia en células MCF-7

de cancer de mama *°.

El transporte mediado por péptidos es también diana de muchos estudios. La existencia de la
secuencia RGD (arginina-glicina-acido aspartico) en determinados péptidos y
macromoléculas peptidomiméticas, permite que estas biomoléculas tengan una alta afinidad
por las integrinas que se encuentran “sobreexpresadas” en la neovasculatura tumoral **. El
péptido RGD es capaz de reconocer al receptor avp3 integrina que se encuentra
sobreexpresado en la neovascularizacion de areas subyacentes al tejido tumoral. Un estudio in
vivo reportado por Hu et al. efectuado en ratones con cancer de mama (MDA-MB-435)
tratados una vez a la semana con micelas de PLA-PEG-RGD encapsulantes de paclitaxel
revel6 una significante actividad apoptdtica de las células tumorales con este tratamiento, sin
el efecto sistémico asociado a la terapia convencional °'.

4.3. NANOMEDICINAS DESARROLLADAS PARA EL TRATAMIENTO DEL

CANCER DE MAMA

En la actualidad, el desarrollo de la nanomedicina ha llevado a que una gran variedad de
nanomedicamentos se encuentren en un estado avanzado de desarrollo para su aplicacion en la

terapia del cancer, bien ya comercializados o en avanzados estudios de fase clinica.
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Myocet® (190 nm) es un preparado liposomal no pegilado de doxorrubicina aprobado para el
tratamiento de cancer de mama, especialmente en metastasis. Las antraciclinas se asocian con
cardiotoxicidad relacionada con la dosis, por lo que esta formulacion liposomal aumenta el
indice terapéutico de la doxorrubicina libre, reduciendo el volumen de distribucién y la
toxicidad y aumentando la concentracion del farmaco en el tejido neoplasico, ademas de

disminuir los problemas de cardiotoxicidad.

DOX-H* T DOX == DOX DOX-H'

Carbonate buffer
Citrate buffer

Figura 1. Esquema de liberacion de doxorrubina desde el liposoma

Myocet® >3,

Estéd formado por fosfatidilcolina de huevo y colesterol en una proporcion de 55:45 % y
contiene 300 mN de citrato, con lo que se consigue una eficiencia de encapsulacion superior
al 95 %. Ademas, se reducen las fugas de este citostatico gracias al complejo que forma con el
citrato. La adicion de carbonato de sodio a una suspension acuosa de liposomas en un
ambiente rico en protones (tampodn de citrato) genera un pH de 7,8 en el exterior del liposoma

y un pH de 4 en el interior de éste, liberdndose este farmaco gracias a este gradiente. >2.

Otro sistema liposomal aprobado en 2005 para su uso clinico en EEUU y que actualmente
estd indicado para el cancer de mama metastasico con un alto riesgo cardiaco es el Doxil ®. A
pesar de que ambas formulaciones poseen caracteristicas y naturaleza similar, la principal y
gran diferencia entre el Doxil ® y Myocet ® radica en la pegilacion de la superficie del
primer sistema. Con esta estrategia, descrita previamente, se ha conseguido incrementar el
tiempo de circulacion plasmatica de la doxorrubicina en mas de 40 horas con respecto a lo

obtenido por el sistema sin pegilar 3.

El Opaxio®, fue el primer conjugado polimero-fArmaco. Consiste en un conjugado del acido
poliglutamico y el paclitaxel que se encuentra en fase clinica III para su indicacion clinica en
el tratamiento del cancer de mama, ovario y colorrectal. Esta formulacion ha sido disefiada

para aumentar la solubilidad del fArmaco y asi evitar los efectos indeseables asociados al uso
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de disolventes lipidicos como el Cremophor®. Ademés ha conseguido aumentar la eficacia

del antitumoral 723,

El polimero HPMA ha sido también utilizado para formar conjugados con la doxorrubicina,
estando dos formulaciones denominadas PK1 y PK2 en ensayos clinicos de fase II. La PK1 se
estd ensayando para el tratamiento del cancer de mama, colon y pulmén, consiguiendo una

reduccion de la toxicidad sistémica de este farmaco 7%,

La pegilacion también es una estrategia que se estd desarrollando en clinica. El sistema
NKTR-102 es un conjugado entre el fAirmaco irinotecan y el PEG, que actualmente se
encuentra en estudios de fase III para el tratamiento del cancer de mama metastasico. Esta
formulacion ha permitido aumentar la eficacia antitumoral debido a una mayor concentracion

del irinotecan en el tumor °°.

El emtansine de Trasttuzumab (Kadcyla®) es un conjugado anticuerpo-farmaco que consiste
en el anticuerpo monocolonal trastuzumab vinculado a la mertansine, agente citotoxico, que
destruye a las células tumorales mediante su union a la tubulina. Muestra un aumento en la
supervivencia con respecto al lepatinib y la capecitabina en pacientes con cancer de mama

con metastasis después del tratamiento con trastuzumab y con taxanos °.

Los taxanos, como el docetaxel y el paclitaxel, debido a su naturaleza hidrofobica y a su muy
baja solubilidad en agua son algunos de los candidatos ideales para ser formulados mediante
esta herramienta. Una formulacion que se encuentra en fase III para el tratamiento del cancer
de mama, de pulmén no microcitico y de pancreas es el Genexol-PM ®. Este preparado
consiste en micelas poliméricas, libre de Cremophor®, construidas por un polimero de tipo
dibloque de acido polilactico-PEG (PLA-PEG) encapsulando al paclitaxel. Los sistemas
obtenidos presentan un rango de tamafios de los 20-50 nm °’. En un estudio multicéntrico para
evaluar la eficacia y seguridad de este nanomedicamento en 41 mujeres con cancer de mama
metastasico, que recibieron Genexol-PM ® 300 mg/m2 por infusidn intravenosa durante 3
horas cada 3 semanas mostrd una tasa global de respuesta del 58,5 % (IC 95%: 43,5-72,3) con
5 respuestas completas y 19 respuestas parciales. Treinta y siete pacientes que recibieron
Genexol-PM ® como terapia de primera linea para su enfermedad metastatisca mostraron una
tasa de respuesta del 59,5 % (IC 95 %:43,5-73,7) y dos respuestas se registraron eficaces de

cuatro paciente que recibieron el tratamiento como segunda linea %,
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Otra formulacion de paclitaxel, es el denominado NK105, formada por micelas de PEG-
Poliaspartato con un tamafio medio de 80 nm. Esta formulacion se encuentra en estudios

clinicos de III en su indicacion para el cancer de mama .

E1 NKO12, que se encuentra en fase II, consiste en micelas de PEG-Poliglutamato que
contienen un analogo de camptotecina, metabolito del irinotecan, el SN38. En esta
formulacion, el principio activo se encuentra unido covalentemente a los residuos
hidrofobicos del copolimero, lo que permite una lenta liberacion del mismo a partir de la

degradacion del propio sistema *°.

El docetaxel formulado en micelas de PEG-acido poli-D-L-léctico, se encuentra en estudios
clinicos de fase I, en su indicacion para el tratamiento del cancer de mama avanzado bajo el
nombre de Nanoxel-PM®. Esta formulacion ha conseguido una reduccion significativa de los
efectos adversos del docetaxel convencional y una mayor eficiencia para la administracion del

farmaco a las células diana .

La formulacion Abraxane® es un sistema a base de nanoparticulas constituidas por la forma
amorfa del paclitaxel unido a la albumina, a una concentracion del 3-4 %. Actualmente se
encuentra aprobado por la FDA y la EMA para su uso en humanos y est4 indicado para el

tratamiento del cancer de mama metastasico (anexo E).

La albumina es una proteina plasmatica que se une mediante enlaces no covalentes a
moléculas hidréfobas en el torrente sanguineo. También es el medio por el cual los acidos
grasos, hormonas y vitaminas liposolubles son transportados. Estas nanoparticulas se forman
como una micela dentro de un nticleo hidrofobico bajo condiciones de alta presion; el
paclitaxel se une a los aminoacidos cargados negativamente de la albumina, quedando
recubierto por una albimina hidroéfila. Cada complejo de albumina se repele
electrostaticamente entre si, lo que permite la formacion de una suspension homogénea
mediante la prevencion de la floculacion. Esta suspension coloidal con nanoparticulas de 130
nm se administra por via intravenosa, dispersdndose en complejos de menor tamafio (10 nm),
disminuyendo asi la obstruccion capilar. Se ha demostrado que el Cremophor® disminuye la
fraccion libre del farmaco, ademas provoca la formacion de micelas y la disminucién en su
biodisponiblidad y volumen de distribucioén. Un estudio farmacocinético aleatorizado cruzado

en pacientes con tumores solidos demostrd que la fraccion de paclitaxel libre fue
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significativamente mayor en pacientes tratados con nanoparticulas de albumina en

comparacion con los pacientes tratados con paclitaxel estandar (6,3 % vs. 2,4 %).

El sistema ha demostrado una mayor eficacia comparado con el medicamento tradicional para
esta terapia, el Taxol®. Esta eficacia se asocia a la posibilidad de administrar mayores dosis
de paclitaxel evitando los efectos secundarios causados por el aceite de ricino peguilado. Por
otro lado, algunos estudios han demostrado que la albimina también juega un papel agonista
en la efectividad del paclitaxel, debido a su interaccion con dos proteinas en circulacion
sanguinea. Una de las proteinas es la gp60, localizada en la superficie del endotelio vascular,
la cual facilita la acumulacion de las nanoparticulas en el fluido intersticial del tumor. La
segunda es la osteonectina 0 SPARC (proteina secretada 4cida y rica en cisteina) que se
encuentra en la superficie de una gran variedad células tumorales e interacciona con la
albimina provocando la acumulacién de las nanoparticulas en las células tumorales ®1-6%63

(anexo D).

Datos procedentes de 106 pacientes reclutados en dos ensayos clinicos abiertos no
controlados y de 454 pacientes que recibieron tratamiento en un ensayo fase Il comparativo y
aleatorio, avalan el uso de Abraxane® en el tratamiento del cancer de mama metastasico.

En un ensayo, se administrd una dosis de 175 mg/m2 de Abraxane en perfusion durante 30
minutos a 43 pacientes con cancer de mama metastésico. El segundo ensayo utilizé una dosis
de 300 mg/m2 en perfusion de 30 minutos en 63 pacientes con cancer de mama metastasico.
Los ciclos se administraron a intervalos de 3 semanas. Las tasas de respuesta en todos los
pacientes fueron del 39,5 % (IC 95 %: 24,9 %-54,2 %) y 47,6 % (IC 95 %: 35,3 %-60,0 %),
respectivamente. La mediana del tiempo hasta la progresion de la enfermedad fue de 5,3
meses (175 mg/m2; IC 95 %: 4,6-6,2 meses) y 6,1 meses (300 mg/m2; IC 95 %: 4,2-9,8

meses).

Un ensayo multicéntrico, aleatorio y comparativo se realiz6 en pacientes con cancer de mama
metastasico, que recibieron tratamiento cada 3 semanas con paclitaxel en monoterapia, bien
como paclitaxel con solventes a una dosis de 175 mg/m2 en perfusion de 3 horas con
premedicacion para prevenir la hipersensibilidad (N = 225), o Abraxane 260 mg/m2 en
perfusion de 30 minutos sin premedicacion (N = 229). El 64 % de los pacientes tenia un
estado funcional de 1 o 2 en la escala ECOG (por sus siglas en inglés, Eastern Cooperative

Oncology Group) al comienzo del ensayo; el 79 % tenia metastasis viscerales; y el 76 %
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presentaba > 3 localizaciones metastasicas. El 14 % de los pacientes no habia recibido
quimioterapia previa, el 27 % habia recibido quimioterapia solo durante el tratamiento
adyuvante, el 40 % como tratamiento de la enfermedad metastasica 'y el 19 % como
tratamiento adyuvante y metastasico. El1 59 % de los pacientes recibi6 el medicamento de
estudio como terapia en segunda linea o posteriores. El 77 % de los pacientes habia recibido

tratamiento previo con antraciclinas.

Variable de eficacia Abraxane Paclitaxel con solventes valor de p
(260 mg/m") (175 mg/m~)

Tasa global de respuestas [IC 95 %] (%)

Tratamiento en >1° 26,5 [18,98; 34,05] (n=132) 13,2 [7,54; 18,93] (n= 136) 0,006"

linga

*Mediana del iempo hasia la progresion fIC 95 24] (semanas)
Tratamiento en >1° 20,9 [15,7. 25.9] (n=131) 16,1 [15,0; 19.3] (n= 135) 0,011"
linea

*Mediana de la supervivencia libre de progresion [IC 95 %] (semanas)
Tratamiento en =17 20,6 [15,6;259](n=131) 16,1 [15,0; 18,3](n=135) 0.0 10"
linea

*Supervivencia [1C 95 25/ (semanas)
Tratamiento en =1 56,4 (45,1, 76,9 (n=131) 46,7 [39,0; 55,3] (n = 136) 0,020"
linea

Tabla 2. Resultados del ensayo multicéntrico, aleatorio y comparativo en mujeres con

cancer de mama metastasico .

aTest de chi-cuadrado (y2); ® Test de rangos logaritmicos (log-rank)

Se evaluo la seguridad en 229 pacientes tratados con Abraxane en el ensayo clinico
controlado y aleatorio. La evaluacion de la neurotoxicidad del paclitaxel se baso en la mejora
en un grado en pacientes que experimentaron neuropatia periférica grado 3 en cualquier

momento durante el tratamiento .

5. CONCLUSIONES
La terapia contra el cancer de mama se encuentra mayoritariamente limitada a la radioterapia
y quimioterapia, técnicas altamente invasivas e incomodas para el paciente y que en muchos

casos conducen a la alteracion de su salud integral.
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En este sentido, una de las herramientas principales con las que cuenta la medicina hoy en dia
es el uso de nanomedicinas. Las revisiones estudiadas han demostrado que éstas permiten una
orientacion selectiva hacia el tejido tumoral, son capaces de atravesar barreras biologicas para
liberar uno o multiples agentes terapéuticos a nivel local y permiten alcanzar altas
concentraciones de los mismos a tiempos apropiados y en condiciones fisiologicas especificas
del 4rea tumoral. Ademads solucionan problemas de solubilidad y estabilidad quimica de los
citostaticos, y mejoran la farmacocinética y disminuyen las resistencias ligadas a los fArmacos

incluidos en los esquemas de quimioterapia contra el cancer de mama.

Con todo ello, las nanomedicinas desarrolladas para el tratamiento del cancer de mama han
conseguido una mayor tasa de respuesta, supervivencia y un tiempo mas largo hasta la
progresion, ademas de conseguir disminuir los efectos adversos de la quimioterapia en

pacientes con cancer de mama.

Si bien en la actualidad se ha logrado poner en marcha una amplia gama de estrategias para el
transporte especificos del farmaco antitumoral, la mayoria de los ensayos realizados hasta el
momento se refieren a experiencias in vitro e in vivo. Es el momento en que, con el aval que

ofrecen los interesantes resultados obtenidos, introducir estas estrategias en ensayos clinicos.
Por ello, el objetivo a largo plazo consiste en consolidar una medicina personalizada que

pueda tratar el cdncer aun antes de que este se manifieste como una amenaza a la vida del

paciente.
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ANEXOS

ANEXO A. Clasificacion TNM para el cancer de mama seguin la American Joint
Committee on Cancer ©
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ANEXO B. Descripcion gréafica de los diferentes tipos de nanomedicinas

v v v e e vee
00.00’00‘00’0..00"0..0

Figura 1. Representacion esquematica de un liposoma (izquierda) y una bicapa
lipidica (derecha) a base de moléculas anfifilicas 2.

a) P%na
Z0 nm
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~ Conjugado Polimero Proteina

Polimero » Conjugado Polimero Farmaco

PM=5-40 kDa
b) Enlace l- Farmaco I

S5-15 nm

Figura 2. Diferentes tipos de conjugados poliméricos: a) conjugado polimero-

proteina (anticuerpo), b) conjugado polimero-farmaco %.
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Figura 3. Representacion de una micela polimérica mostrando los diferentes
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Figura 4. Representacion de nanocépsulas (izquierda) y nanoesferas
(derecha) .
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ANEXO C. Vectorizacion de nanomedicinas.

A Passive Targeting B Active Targeting C Triggered Release

Fenestrated Vasculature Endothelial Cell

Figura 5. Sinopsis de las diferentes estrategias de vectorizacion: “targeting” pasivo

(izquierda), “targeting” activo (centro) y vectorizacion mediada por estimulos (derecha) ',
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Figura 6. Esquema del comportamiento de nanoparticulas sensibles a reacciones redox,
disefiadas con un copolimero de tres bloques PEG-ss-PLA-ss-PLA-ss-PEG con enlaces
disulfuro, trastuzumab y &cido folico para la liberacion selectiva de doxorrubicina en

lineas tumorales del cancer de mama ¥.
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ANEXO D. Nanomedicinas desarrolladas para el tratamiento del cAncer de mama:
Abraxane ®

Maximum
Generation 2 Formulation Tolerated Dose
Lo
® Cremophor EL
Ta;col & ° excipient: 175 mg/m?
paclitaxel 20" Polyoxyethylated
5y castor oil

_ J

Biological polymer:
Abraxane® weonsizs DONOT-derivedhuman 260 mg/m?
nab-paclitaxel 1300m  Serum albumin (HSA)

Figura 8. Comparacion de la formulacién convencional de paclitaxel,

Taxol® y nanoparticulas de albimina de paclitaxel, Abraxane® *’.
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Figura 9. Mecanismo de interaccion de las nanoparticulas de albumina con la
células tumorales de mama y liberacion de paclitaxel desde el sistema
Abraxane ® ¢,
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