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Resumen

La angiogenesis es la formacidn de vasos sanguineos a partir de los que ya existen y se
trata de un proceso fundamental en el desarrollo tumores solidos puesto que necesitan
suministro de nutrientes y oxigeno para continuar creciendo. La inhibicién de la
angiogenesis es, por tanto, una estrategia atractiva para el tratamiento de este tipo de
canceres. Los farmacos antiangiogénicos que ya se usan en la practica clinica han
demostrado un pequefio beneficio, pero en muchos casos las células tumorales han
desarrollado resistencias. Se descubrio el papel de BMP-9 en la proliferacion de células
endoteliales y, en los Gltimos afos, se ha comenzado a investigar una via diferente por
la que inhibir la angiogénesis: el bloqueo de la cascada de sefializacion que el ligando
BMP-9 genera al unirse al receptor de membrana ALK1 de la célula endotelial. En este
trabajo se expone el potencial terapéutico de nuevos farmacos en desarrollo que acttan

a este nivel a través de la revision de bibliografia.

Introduccién y antecedentes

1. Cancer

El término cancer se utiliza para denominar a un conjunto de enfermedades
relacionadas, que implican la multiplicacion y diseminacion descontrolada de formas
anormales de las propias células del cuerpo. Normalmente, las células humanas crecen y
se dividen para formar nuevas células a medida que el cuerpo las necesita. Cuando las
celulas normales envejecen o se dafian, mueren, siendo reemplazadas por células
nuevas. Sin embargo, en el cancer, este proceso esta alterado de manera que, bien sea
porque existe un numero excesivo de los receptores que median la proliferacion y
supervivencia celular, porque estos estdn inadecuadamente activados o porque la
cascada de sefializacion se activa independientemente de la llegada del ligando, la sefial
de crecimiento mantiene a las células reproduciéndose continuamente, induciendo la

formacion de tumores .

El cancer es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en el mundo. Se
prevé que el nimero de nuevos casos aumente aproximadamente un 70% en los
préximos 20 afios. Segun la Organizacion Mundial de la Salud, los tipos de cancer que
causan un mayor numero de fallecimientos son el céncer de pulmén, hepatico,

colorrectal, gastrico y mamario 2.
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El cancer se produce por la transformacion de células normales en células tumorales en
un proceso en varias etapas que suele consistir en la progresién de una lesion
precancerosa a un tumor maligno. Se acepta generalmente que los canceres solidos se
desarrollan a través de dos fases, una fase avascular y una fase vascular. Durante la fase
avascular inicial, los tumores existen como pequefios agregados de células malignas
soportadas por la simple difusion de oxigeno y nutrientes. El crecimiento progresivo de
canceres solidos requiere la formacion continua de nuevos vasos sanguineos (fase

vascular)?,

2. Angiogenesis

La angiogénesis consiste en la formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de los ya
existentes. A pesar de ser un proceso esencial para diversas funciones bioldgicas, la
regulacién anormal de la angiogénesis estd implicada en la patogénesis de varios
trastornos, incluido el cancer 4. La angiogénesis se inicia como respuesta a la hipoxia
tisular con la liberacion de citoquinas, que conducen a la vasodilatacion de los vasos
existentes y al aumento de su permeabilidad. La matriz extracelular circundante
comienza a degradarse, facilitando la migracion y proliferacion de células endoteliales.
Tras las células endoteliales en proliferacion se encuentra una zona en la que las células
comienzan a organizarse para formar el nuevo capilar. Finalmente, estos vasos se
fusionan y generan una red vascular que pasara por un proceso de maduracion y
remodelacion para constituir un sistema vascular estable. Este proceso depende del
balance entre los factores inhibidores (antiangiogénicos) y los factores que promueven
la angiogénesis (angiogénicos). El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF,
vascular endothelial growth factor), las distintas familias del factor de crecimiento
fibroblastico (FGF, fibroblast growth factor), el factor de crecimiento transformante
(TGF, transforming growth factor) y las angiopoyetinas 1 y 2 estan entre los factores
angiogénicos identificados °.

La angiogénesis es necesaria para la supervivencia y el crecimiento de canceres solidos
y por ello, los componentes del eje de sefializacion de VEGF han sido dianas
terapéuticas para el desarrollo de diferentes farmacos. Sin embargo, en las ultimas
décadas se ha conocido la implicacion en la regulacién de la angiogénesis de las
proteinas morfogenéticas dseas (BMP, bone morphogenetic protein), pertenecientes a la

superfamilia del factor de crecimiento transformante beta (TGF-f). Dentro de las BMPs,
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estd adquiriendo importancia el papel que pueda jugar en los procesos de angiogenesis
un miembro de la familia de BMPs, como es el BMP-9. De hecho, su receptor de alta
afinidad, ALK1 (activin receptor-like kinase), se expresa principalmente en células

endoteliales y se ha demostrado que actiia como mediador del proceso angiogénico °.

3. Terapia antiangiogénica

Dada la necesidad de los tumores sélidos de crear nuevos vasos que les provean de
nutrientes y oxigeno, la inhibicion de la angiogénesis ha sido una importante via de
tratamiento. EI VEGF se ha utilizado como principal objetivo antiangiogénico en la
clinica durante la Gltima década, destacando dos tipos farmacos: los inhibidores del
VEGFR tirosin quinasa y los anticuerpos monoclonales 3.

3.1. Inhibidores del VEGFR tirosin quinasa.

Se unen a residuos de tirosin quinasa del receptor de manera que no se
desencadena la cascada de sefializacion intracelular que provoca proliferacion y
migracion de células endoteliales. Por lo general, bloquean méas de un tipo de
receptor y, por tanto, varias vias de proliferacion tumoral. Entre los farmacos con
indicaciones aprobadas por la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) que
inhiben VEGFR usados en el tratamiento de tumores sélidos, se encuentran el
sunitinib (Sutent®)’, sorafenib (Nexavar®)®8 pazopanib (Votrient®)°, axitinib
(Inlyta®)® y vandetanib (Caprelsa®). Sus dianas, indicaciones y efectos
secundarios mas frecuentes se encuentran recogidos en la Tabla 1.
3.2. Anticuerpos monoclonales.
Destaca en este grupo el bevacizumab (Avastin®)'? por ser el farmaco mas
ampliamente estudiado y el primero en llegar a la clinica. Se trata un anticuerpo
monoclonal humanizado producido por tecnologia del ADN recombinante.
Bevacizumab se une al VEGF, inhibiendo asi la union de éste a sus receptores
(VEGFR-1 y VEGFR-2). VEGF no ejerce su actividad, produciendo la regresion
de la vascularizacion de los tumores e inhibiendo su neovascularizacion. De esta
forma se inhibe el crecimiento del tumor. Bevacizumab esta indicado para el
tratamiento de diferentes canceres (carcinoma metastasico de colon o recto, cancer
de mama metastasico, cancer de pulmén no microcitico, cancer de células renales
avanzado y/o metastasico, cancer de ovario epitelial, trompa de Falopio y
peritoneal primario, cancer de cérvix), siempre asociado a otros farmacos. Las
5
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reacciones adversas observadas con mayor frecuencia en pacientes tratados con

bevacizumab fueron hipertension, fatiga o astenia, diarrea y dolor abdominal 311,

Farmaco Dianas Indicaciones aprobadas | Efectos secundarios mas
frecuentes
Sunitinib Inhibe  VEGFR1, | Tumor del estroma | Disminucion  del  apetito,
VEGFR2, VEGFR3, | gastrointestinal, carcinoma | alteracion del gusto,
PDGFR o y f,|de células renales | hipertension, fatiga, diarrea,
FLT3, CSF-1R vy | metastdsico y tumores | nduseas, estomatitis,
RET neuroendocrinos decoloracion de la piel y
pancreaticos sindrome de eritrodisestesia
palmo-plantar
Sorafenib Inhibe  VEGFRZ2, | Carcinoma hepatocelular, | Diarrea, fatiga, alopecia,
VEGFR3, PDGFR- | carcinoma de células | infeccion,  sindrome  de
B, CRAF, BRAF, | renales avanzado y | eritrodisestesia palmoplantar
KITyFLT3 carcinoma diferenciado de | y exantema
tiroides
Pazopanib Inhibe  VEGFR1, | Carcinoma de células | Diarrea, cambios en el color
VEGFR2, VEGFR3, | renales avanzado y | del pelo y de la piel, erupcion
PDGFR a y B, KIT | sarcoma de tejidos blandos | cutanea, hipertension, nausea,
dolor de cabeza, fatiga,
anorexia, vomitos,
estomatitis, disminucion de
peso, elevaciones de ALT y
AST
AXitinib Inhibe  VEGFR1, | Carcinoma avanzado de | Diarrea, hipertension, fatiga,
VEGFR2 y | células renales apetito disminuido, nauseas,
VEGFR3 disfonia, sindrome de
eritrodisestesia palmoplantar,
hemorragia, hipotiroidismo,
proteinuria y estrefiimiento
Vandetanib Inhibe  VEGFRZ2, | Cancer medular de tiroides | Diarrea, erupcién, nauseas,
EGFRYRET hipertensién y cefalea

PDGFR: factor de crecimiento derivado de plaquetas. KIT: del receptor de factor de células

madre. FLT3: tirosin-kinasa 3 tipo Fms. CSF-1R: factor estimulador de colonias. RET:

receptor del factor neurotrofico derivado de la linea celular glial. ALT: alanina

aminotransferasa. AST: aspartato aminotransferasa. EGFR: receptor del factor de

crecimiento epidérmico.

Tabla 1. Farmacos inhibidores de las tirosinas quinasas del VEGFR2.
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Desafortunadamente el uso de estos agentes antiangiogénicos como monoterapia ha
producido solo un modesto beneficio terapéutico en algunos tipos de tumores 3. A
pesar de dar lugar a mejoras transitorias y aumentar la supervivencia en algunos
casos, los tumores comienzan a crecer de nuevo. Esto se debe a que la supresion a
largo plazo de la sefializacion VEGF genera mecanismos compensatorios por otras
vias angiogénicas. Se definen dos mecanismos a través de los cuales se produce esta

resistencia 4:

e Resistencia adquirida. Los tumores responden inicialmente y luego contindian
creciendo mientras se sigue recibiendo el tratamiento. Aunque no es definitivo,
actualmente se acepta que hay al menos cuatro mecanismos adaptativos distintos
gue manifiestan resistencia a las terapias antiangiogénicas: activacion y/o
regulacion positiva de vias de sefializacion alternativas proangiogénicas dentro
del tumor; reclutamiento de células proangiogénicas derivadas de médula dsea,
las cuales pueden obviar la necesidad de sefializacion de VEGF, reiniciando y
continuando con la angiogénesis tumoral; aumento de la cantidad de pericitos de
la vasculatura tumoral, sirviendo para mantener su integridad y reducir la
necesidad de sefializacion de supervivencia mediada por VEGF y, por altimo,
activacion y mejora de la invasion y metastasis para proporcionar acceso a la
vasculatura tisular normal sin neovascularizacion obligatoria.

e Resistencia intrinseca. Los tumores no responden completamente desde el inicio
del tratamiento. Esta resistencia podria deberse a una rapida adaptacion e inicio
de la resistencia adquirida, aungue se espera que se demuestre una resistencia
preexistente en algunos de los casos. Su base podria residir en tumores que ya
han activado alguno de los mecanismos anteriores, no en respuesta a la terapia
sino mas bien como resultado de presiones selectivas de su microambiente

durante el desarrollo pre-maligo 4.

Por todo esto, comienzan a explorarse nuevas terapias basadas en la inhibicion de la via
de sefalizacion desencadenada por ALK1, con mecanismos de accion muy distintos:
desde proteinas que se unen con alta afinidad a BMP-9 a anticuerpos que bloquean el

receptor o neutralizan la endoglina, una proteina ligada a la via BMP-9/ALK1.
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4. Superfamilia TGF-p y BMP

La homeostasis se logra en el organismo mediante un equilibrio cuidadoso de
numerosas vias de sefializacion. La mayoria de las enfermedades humanas surgen de
una activacion o inhibicion inadecuada de estas vias. Uno de los reguladores mas
ubicuos del desarrollo embrionario, fisiolégico y de los procesos celulares es la
superfamilia del factor de crecimiento transformante . La superfamilia TGF-f consta
de mas de 30 citoquinas relacionadas estructuralmente que incluyen TGF-fs (1, 2 y 3),
activinas (A y B), inhibinas (A y B), BMPs (1-20), miostatina, proteinas nodal, leftys (1
y 2) y sustancia inhibidora mulleriana (SIM). Los miembros de la superfamilia TGF-p
comparten una estructura conservada de nudo de cisteina, y se expresan en casi todas las
células del cuerpo humano. Entre las funciones normales de la superfamilia TGF-p esta
regular el desarrollo embrionario y la homeostasis celular, incluida la regulacion de la

proliferacion, diferenciacion, apoptosis, y la remodelacion de la matriz extracelular 1°.

Siete receptores de tipo | y cinco receptores de tipo Il emparejados en diferentes
combinaciones proporcionan el sistema receptor para toda la familia de TGF-p [Figura
1]. La region citoplasmaética de estos receptores contiene un dominio serina/treonina
quinasa. Un dominio GS N-terminal al dominio quinasa en los receptores de tipo |
proporciona un interruptor para la activacion de quinasa. En el estado basal, el dominio
GS bloquea el centro activo de la quinasa, reprimiendo la competencia catalitica. La
fosforilacion dependiente de ligando por un receptor de tipo Il cambia el dominio GS de

un elemento represor a un sitio de acoplamiento para proteinas Smad 6.

B Ligand Receptor |l Receptor | Coreceptor Smad
TGF-p1,2,3  TRR-II TRR-I Betaglycan |
Activin-A,B ActR-1IA.B ALK4 Smad2,3

Q.1 tatin \ctR-11A.B Al K4 with

= . G ‘

& | Nodal ActR-1IA,B AL} pt Smad4

= | GDF-1,3 ActR-1IA,B ALK4,7 Cripto |
Inhibin ActR-1IA,B — Betaglycar
Lefty-1,2 ActR-11A,B — Cripto
BMP-2,4 BMPR-II, ActR-IlL BMPR-IA,B RMG-a,b,c |

a. | BMP-5,6,7 BMPR-II, ActR-Il  BMPR-IA, ALK2 Smad1,5,

= | BMP-9,10 BMPR-II, ActR-Il  ALK1 Endoglin 8 with

@ | GDF-5,6,7 BMPR-II, ActR-Il BMPR-IA,B Smad4
AMH/MIS AMHR-I| BMPR-IA, ALK2

Figura 1. Relacion ligando-receptor-correceptor-Smad en la familia TGF-p.%6
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Las BMPs son citoquinas multifuncionales que pertenecen a la superfamilia del TGF-
y constituyen la subfamilia mas grande, con mas de 15 ligandos en mamiferos. La
subfamilia BMP puede subdividirse en 7 grupos diferentes: BMP-2 y 4; BMP-5, 6, 7 y
8; GDF-5,6 y 7; GDF-8 y 11; BMP- 9 (GDF-2) y 10; GDF-1, 2 y 3 y GDF-10 y BMP-
3. Inicialmente, se descubrio de las BMPs su capacidad para inducir la formacion de
hueso y cartilago y regular el crecimiento y la diferenciacion de condroblastos y
osteoblasto in vitro’. Su papel como morfogenos en el desarrollo temprano también
estd bien documentado, pero ademads, actualmente se consideran los principales
reguladores de la homeostasis de tejidos adultos. Se ha demostrado la funcion de
regulacion que las BMPs llevan a cabo en muchas actividades bioldgicas, incluyendo
proliferacion, diferenciacién, migracion, quimiotaxis y muerte celular en muchos tipos

de células diferentes 18,

Objetivos y metodologia

El objetivo de este trabajo es conocer el papel de los farmacos que tienen como diana la
via de sefializacion desencadenada por BMP-9 en el tratamiento del cancer mediante la
inhibicion de los procesos angiogénicos necesarios para el desarrollo del tumor. La
informacién necesaria para el desarrollo de este trabajo procede de una busqueda
bibliografica realizada en la base de datos Pubmed, en revistas académicas online
(Monografias de la Real Academia Nacional de Farmacia) y en el Centro de
Informacion online de Medicamentos de la AEMPS (CIMA).

Palabras clave: BMP-9, TGF-B, ALK1, célula endotelial, angiogénesis, terapia
antiangiogénica, anti-ALK1.

Resultados y discusion

La superfamilia TGF-p ejerce sus efectos en diversos compartimentos celulares,
especialmente en células epiteliales, fibroblastos, células inmunitarias y células
endoteliales y pericitos. TGF-f y BMP-9 son miembros de esta gran familia y provocan
diversas respuestas celulares, como detencion del crecimiento, supresion inmune,

apoptosis y diferenciacion celular durante la embriogénesis y la patogénesis.
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1. Sefalizacion por BMP-9 en células endoteliales.

Tras su secreciéon y activacion, tanto TGF- como BMP-9 inician la sefializacion
induciendo complejos heterotetraméricos de serina/treonina quinasa tipo |y tipo Il. Su
unién da lugar a la propagacion de la sefial dentro de la célula por fosforilacion de
proteinas efectoras especificas, denominadas Smads, que se translocan al nucleo, donde
moduladores de transcripcion colaboran para activar o reprimir la transcripcion de genes
especificos en la respuesta angiogénica. TFG-B activa ALK1 y ALK5 en la célula
endotelial, mientras que BMP-9 solo activa ALK1. La afinidad de BMP-9 por ALK1 es
mayor que la de TGF-p, lo que hace que ALK1 una predominantemente BMP-9 cuando
estan presentes ambos ligandos. Dependiendo del receptor tipo | que se recluta, se
activan diferentes cascadas de sefializacion Smad; asi Smad 1/5/8 son fosforiladas y
activadas por ALK1, mientras que Smad 2/3 lo hacen por ALKS5. [Figura 2]. Tras la
activacion de las Smad, ya sean 1, 5y 8 0 2 y 3, estas deben unirse a Smad 4, la

responsable de la translocacion del complejo al nicleo 6: 19,

Un tercer tipo de receptor de TGF-B, los receptores de tipo III, esta representado por
endoglina. La endoglina es un receptor auxiliar para la sefializacién del TGF-B
requerido para la angiogénesis durante el desarrollo, la inflamacién y la angiogénesis
tumoral. No hay actividad quinasa enzimatica asociada con endoglina, pero
posiblemente mediante la presentacion de diversos ligandos a los receptores, la

endoglina modula la sefializacion de ALK1, pero no la sefializacion de ALKS5 20,

v
BMPY <7V ’®@TGF i
V'
Endoglin”m W W
ALKA ,lzggtll, ALK5

Smad Smad
1/5/8 2/3
l i l PAI-1

PDGF-B
S > TSP-1

others... others...

Figura 2. Cascada de sefalizacion de los ligandos TGF-p y BMP-9 a través de los
receptores ALK1 y ALK5. 1°

10
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2. Efectos celulares de la sefializacion ALK1 en células endoteliales.

Varias lineas de evidencia sugieren que el TGF-p regula un equilibrio entre la
sefializacion ALK1 y ALKS5 en el endotelio, sin embargo, muchos estudios presentan
resultados paradojicos. La activacion de la via de ALK1 por TGF-B conduce a la
proliferacion y la migracion de la célula endotelial como consecuencia de la expresion
del gen diana 1d1. Si se altera su expresion se inhibe la migracion de células endoteliales
inducida por ALK1. Otros estudios han demostrado que la administracion de una forma
activa de ALK1 a células endoteliales in vitro inhibe la proliferacion, la migracion y la
adhesion celular, sugiriendo que, en lugar de un activador, ALK1 media la fase de
maduracion de la angiogénesis. Los motivos para estos resultados opuestos pueden
depender de la naturaleza especifica del contexto de la sefializacion de TGF-p, la dosis, el
tipo de células, las condiciones de cultivo, asi como de los parametros experimentales
artificiales in vitro®. Por otro lado, la activacién de ALKS5 induce la inhibicion de la
migracion y proliferacién de células endoteliales en respuesta a TGF-B, lo que indica

que la estimulacion de ALK1 y ALKS5 da lugar a resultados opuestos 2122,

BMP-9 también presenta efectos dispares en la célula endotelial. Por un lado, BMP-9
muestra efectos antiangiogenicos, inhibiendo la angiogénesis inducida por el FGF en
modelos ex vivo 2% 24, En cambio, otros estudios han identificado una induccién de
proliferacion por BMP-9 en multiples tipos de células endoteliales y un efecto
proangiogénico sobre la angiogénesis tumoral 2°. Ademas, se describié un efecto
sinérgico de TGF-p con BMP-9, donde la accion combinada de ambos ligandos mejoro
la respuesta de la célula endotelial a estimulos angiogénicos, como VEGF y FGF-2, tanto
in vitro en diferentes lineas celulares como in vivo 26. Desde el punto de vista molecular,
la doble estimulacion de células endoteliales con TGF-f y BMP-9 induce una sustancial
regulacién positiva de productos génicos diana de ALK5, como PAI-1 y PDGF-B. En
este contexto es interesante observar que la inhibicion relativa, en lugar de los niveles
absolutos, de la sefializacion ALK1 y ALKS5 puede ser crucial para la correcta

regulacion de la expresion génica 2’.

La endoglina, el receptor accesorio para la sefializacion de TGF-B, tambien es
fundamental para el desarrollo de los vasos sanguineos humanos. BMP se une a un

complejo receptor compuesto por BMPRII, ALK1 y endoglina, permitiendo asi la

11
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fosforilacion de Smad 1/5/8, que activa la expresion de genes relacionados con la

proliferacion endotelial y la maduracion 2.

BMP-10 es otro miembro de la familia BMPs que también es un activador funcional de
ALK1 y da lugar a efectos celulares comparables a los de BMP-9. Sin embargo, BMP-
10 se une a ALK1 con menor afinidad que BMP-9 y se expresa principalmente en el
corazén murino. Suprimir BMP-10 conduce a la letalidad embrionaria debido al
deterioro del crecimiento cardiaco, lo que sugiere que su accién pude ser especifica del
tejido cardiaco 2. Tomados en conjunto, los diversos ligandos BMPs y receptores de
tipo | ejercen una diversidad de efectos en células endoteliales, y no todos se explican
con el hecho de que los receptores activan el mismo conjunto de mediadores Smad.
Algunos estudios sugieren que los complejos de receptores BMP preformados inducen
principalmente la sefializacion dependiente de Smad, mientras que la oligomerizacion
inducida por ligando de receptores de tipo | y tipo Il activa predominantemente la
sefializacion no Smad 2°. Se sabe también que la eleccion del receptor de tipo Il puede
influir en el resultado de sefializacion de la estimulacion de BMP 2°. Es evidente que la
sefializacion a través de efectores no Smad y el reclutamiento de distintos receptores de

tipo 11 deben examinarse més a fondo como explicaciones de los diversos efectos.

3. Farmacos con mecanismos basados en la inhibicion de ALK1.

Pese a la controversia que existe en el campo de la bioquimica sobre el papel exacto que
tiene BMP-9 en el proceso de angiogénesis, la industria farmacéutica ha comenzado ya
a disefiar moléculas que bloquean los efectos de este ligando a través de su unién al
receptor ALK1. Aunque el patron y la extension de la expresion de ALK1 en tejidos
humanos normales y malignos todavia no se conoce por completo, si se sabe de la
amplia presencia de ALK1 en vasos sanguineos tumorales, sobre todo en cénceres de
prostata, piel, tiroides, rifién, ovario, pulmdn, pancreas e higado !. Los inhibidores de
receptores de activina que bloguean ALK1 que se han estudiado hasta el momento son
dalantercept (Acceleron Pharma), PF-03446962 (Pfizer) y TRC105 (Tracon).

3.1 Dalantercept es una proteina de fusion recombinante formada por la union del
dominio extracelular del receptor humano ALK1 y los dominios Fc (bisagra, CH2 y
CH3) de la inmunoglobulina G1 humana (IgG1). Dalantercept actia como una
trampa para BMP-9 y BMP-10, inhibiendo asi la activacion de ALK1 enddgeno 32
33, En los modelos preclinicos, su version murina (RAP-041) inhibi6 la maduracion
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de las células endoteliales vasculares y alterdé el desarrollo vascular, demostrando
una potente actividad antitumoral en modelos de raton transgénico. RAP-041
demostré efectos antitumorales en cancer de pancreas e inhibio la vascularizacion y
el crecimiento de cancer de mama. Para caracterizar los efectos de RAP-041 sobre
tumores pancreaticos se usé el modelo de raton RIP1-Tag2 de la tumorigénesis
pancreética endocrina. Los tumores, independientemente de la etapa en la que se
encontrasen, mostraron una disminucion dela densidad vascular y de la perfusion en
comparacion con los controles. Los resultados de este estudio indicaron que RAP-
041 inhibe la angiogénesis tumoral in vivo. Ademas, durante este mismo estudio, se
analizaron mediante RT-PCR los niveles de ALK1 y se encontrd que su expresion
estaba aumentada significativamente en los islotes angiogénicos pancreéticos de los
ratones RIP1-Tag2, en comparacion con otras etapas de islotes normales o malignos
26.

RAP-041 demostro la pérdida significativa de formacion de vasos in vivo en cancer
de mama en un estudio en el que se usaron ratones desnudos atimicos hembra. A los
ratones se les implantaron granulos de estradiol y se les inyectaron células tumorales
de MCF-7-luc-F5, una linea celular de cancer metastadsico de mama. Tras siete
semanas, estos animales mostraron una reduccion de aproximadamente el 70% en la
carga tumoral en comparacién con los ratones que no habian recibido este
tratamiento, reduciéndose también el peso tumoral final en casi un 75% 34,

El primer estudio en humanos (37 pacientes con tumores sélidos avanzados)
concluyé que la administracion subcutanea de dalantercept era generalmente bien
tolerada y mostré una actividad anti-cancer preliminar alentadora. La mayoria de los
efectos adversos fueron de grado 1y 2, siendo el mas frecuente el edema periférico
de las extremidades inferiores, seguido de anemia, telangiectasias y epistaxis 2.

La Tabla 2 recoge los ensayos de fase 2 de dalantercept. El estudio NCT01458392
finaliz6 concluyendo que la administracion subcutdnea de dalantercept en
monoterapia en carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello presentaba una
modesta actividad antitumoral dosis dependiente. Los resultados obtenidos con
dalantercept en monoterapia para el tratamiento de céancer de endometrio

(NCT01642082) no sugieren una actividad suficiente como agente unico.

13
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Identificador n Indicaciones Descripcion Estado

NCT01458392 45 | Carcinoma de células | Monoterapia para carcinoma de células | Completado

escamosas de cabeza y | escamosas de cabeza y cuello
cuello recurrente 0 metastasico previamente
tratado con terapia de platino

NCT01642082 28 | Cancer de endometrio | Monoterapia para  cancer de | Completado
endometrio persistente o recurrente
NCT01720173 56 | Cancer de ovario, | Monoterapia en céancer de ovario | En curso
trompas de falopio persistente o recurrente
NCT01727336 174 | Carcinoma de células | Dalantercept y axitinib vs placebo y | En curso
renales axitinib en carcinoma avanzado de

celulas renales con 3 lineas previas de
tratamiento, incluyendo un VEGF-TKI

NCT02024087 20 | Carcinoma Dalantercept 'y  sorafenib  para | En curso

hepatocelular carcinoma hepatocelular  avanzado
local 0 metastasico

Tabla 2. Estudios en fase 2 de dalantercept en monoterapia y en combinacion y estado

en el que se encuentran.®?

A la vista de estos resultados y la participacion de VEGF en la sefializacion de ALK1,
se investigo si los tumores que secretan un mayor nivel de VEGF son mas sensibles al
tratamiento anti-ALK1. En ratones con tumores de xenoinjerto M24met/R se observo
una inhibicién del crecimiento tumoral del 57% (estadisticamente significativo) con
anti-ALK1 mas un inhibidor de TK de VEGFR en comparacion con el anti-VEGF solo.
A continuacion, anti-ALK1 se combin6 con bevacizumab; se observo inhibicion del

crecimiento tumoral significativo [Figura 3] del 58% en comparacién con el control 3L,

Estos datos orientan hacia la combinacion de dalantercept con VEGF-TKIs, puesto que
puede ayudar a lograr la inhibicion 6ptima de la via angiogénica y la progresion tumoral
inducida angiogénicamente. Actualmente dos estudios de combinacién de dalantercept
con VEGF-TKI estan en curso, en pacientes con carcinoma de células renales avanzado
(NCTO01727336) y en pacientes con carcinoma hepatocelular avanzado
(NCT02024087), que esta previsto que finalicen en diciembre de 2018 y en septiembre

de 2017 respectivamente.

14




S
S
N
=
“
=
~
)
a
)
S
~
S
a
)
=
=
=
S
Q
<
S
S
=

acia no se hace responsable de la in

~
S
)
~
S
~
S
xR
S
=
=
Q
xR
S
=~
S
~N
)
=
s
N
Q
=
S
~
S
~
S
~
S
>
=
S
~
=
N
S
N
3
v
)
=
=
-
Q
=
S
LS
=
N
~
&
)
=
)
SN

1.8+
1.6

1.4
1.2
1.0+
0.8
'
0.6
0.4

Control Bevacizumab Anti-huALK1 Combination
(no dose) (5 mg/kg QSD) (10 mg/kg QW)

Tumor weight (g)

Figura 3. Peso tumoral promedio en gramos de cada grupo del estudio.3!

3.2 PF-03446962 es un anticuerpo monoclonal humano contra ALK1 3536, Se realizé un

estudio de PF-03446962 en pacientes con mesotelioma pleural maligno tratados
anteriormente con quimioterapia basada en platino 3¢. A pesar de ser bien tolerado
por los pacientes incluidos en el estudio, no se observaron respuestas totales o
parciales, por lo que no se pudo demostrar eficacia en el tratamiento de mesoteliona
pleural maligno como agente Unico. La investigacion con este anticuerpo se ha

interrumpido.

3.3 TRC105 es un anticuerpo monoclonal que se une a endoglina, inhibiendo

competitivamente la unién a BMP-9 e impidiendo asi la angiogénesis [Figura 4]%%
37 Un estudio de fase 1 (NCT00582985) para valorar la seguridad, farmacocinética
y actividad antitumoral de este anticuerpo con pacientes con distintos tipos de
tumores solidos refractarios avanzados mostrd6 que TRC105 era bien tolerado
administrado por via intravenosa y habia evidencia de actividad clinica como
monoterapia en esa poblacién 3. Los efectos adversos mas comunes detectados
fueron anemia, telangiectasias y reacciones debidas a la infusién del farmaco. Se
cree que la anemia puede ser debida a la supresién mediada por TRC105 de
proeritroblastos, las Unicas células en la médula dsea que expresan niveles

sustanciales de endoglina.
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Figura 4. Mecanismo de accion del anticuerpo anti-endoglina TRC105.%8

El ensayo con TRC105 dio como resultado una enfermedad estable y duradera (47% de
los pacientes evaluables) en una variedad de tipos de tumores refractarios, incluyendo
dos respuestas en curso a los 18 y 48 meses tras el inicio del tratamiento. Basandose en
estos resultados se pusieron en marcha estudios fase 2 con el fin de evaluar TRC105
solo y en combinacion con otros agentes en una amplia variedad de tumores. EXiste un
estudio fase 2 en pacientes con carcinoma hepatocelular que habian progresado con
sorafenib y, aunque hubo evidencia de actividad clinica, no se cumplieron los criterios
para pasar a la siguiente etapa 8. Estos resultados han servido para impulsar otros
ensayos clinicos de TRC105 en combinacion con sorafenib para el tratamiento de

carcinoma hepatocelular que estan actualmente en curso *°.

Conclusiones
El cancer es una de las principales causas de mortalidad en el mundo y su incidencia va
en aumento. La investigacion es fundamental para encontrar nuevos posibles

tratamientos, cada vez mas precisos y dirigidos.

Inhibir la angiogénesis necesaria para el crecimiento del tumor es una de las estrategias
terapéuticas claras en la lucha contra la enfermedad y el objetivo mas importante ha sido
el VEGF. Los farmacos antiangiogenicos que se basan en la inhibicion del VEGF,
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aunque han demostrado eficacia en muchos casos, acaban generando resistencia por

parte de las células endoteliales mediante mecanismos compensatorios.

La inhibicion de la via BMP-9/ALK1 ofrece una alternativa a esa forma de bloquear el
proceso angiogénico tumoral. Dalantercept es una proteina de fusion recombinante que
actla como una trampa para BMP-9 y BMP-10. Ha demostrado una robusta actividad
en carcinoma de células renales, y el estudio de su combinacién con diferente anti-
VEGF es esperanzador. TRC105 es un anticuerpo monoclonal que se une a endoglina,
compitiendo con BMP-9. También esta siendo estudiado en combinacion con otros
agentes inhibidores de la angiogénesis para carcinoma hepatocelular. Estas nuevas
moléculas necesitan seguir siendo investigadas puesto que pueden suponer un beneficio,

complementando a la terapia utilizada en la practica clinica actual.
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