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RESUMEN:

Dado que el céncer es la segunda causa de muerte mas frecuente en el mundo actual, el
desarrollo de estrategias de quimioterapia alternativas resulta de un interés especial para su
tratamiento. Una de estas estrategias consiste en la conjugacion de los farmacos antitumorales a
portadores macromoleculares, para formar asi profarmacos basados en polimeros. Dichos
polimeros terapéuticos se disefian con la finalidad de aumentar la hidrosolubilidad de los
farmacos, asi como para mejorar su biodisponibilidad. Los polisacaridos resultan polimeros
ideales para formar dichos conjugados al poseer una variedad de grupos funcionales que
facilitan su conjugacion quimica con los farmacos antitumorales.

El objetivo principal de estas terapias consiste en el direccionamiento especifico del farmaco,
aumentando de esta forma su eficacia terapéutica y disminuyendo los efectos secundarios
asociados. Se debe tener en cuenta que la eficacia en este direccionamiento y por tanto el éxito
de la terapia depende de varios factores, tales como el tipo de fpolimero, el tipo de enlace
farmaco-polimero, el uso o no de espaciador entre fArmaco y polimero y la presencia de un
grupo de direccionamiento. La eleccion de un espaciador adecuado para la sintesis de estos
conjugados puede resultar un paso critico en el disefio de estos conjugados.

Entre los conjugados de farmacos basados en polisacaridos caben destacar los basados en:

- Dextrano: Se han descrito con ¢éxito conjugados de Dextrano (Dex) con distintos
farmacos, tales como Doxorubicina (DOX), Mitomicina C (MMC), Paclitaxel (PTX) y
Cisplatino (CDDP), de forma que variando el espaciador, los ligandos o incluso la carga
asociada al Dex suponen estrategias con caracteristicas diferentes.

- Quitina y quitosano: Estos conjugados, ademas de solucionar problemas propios de
ciertos medicamentos, han demostrado ser buenos portadores de fArmacos.

- Acido hialurénico: Su importancia radica principalmente en su afinidad e interaccién
con distintos receptores de la superficie celular.

- Heparina: Los conjugados se diseflan siempre intentando optimizar sus funciones
fisiologicas y reducir su actividad anticoagulante.

- Pululano: Ofrece distintas alternativas de derivatizacion que le aportan diferentes

propiedades quimicas y biologicas.

PALABRAS CLAVE: polisacaridos; conjugados macromoleculares; sistemas de liberacion

controlada; quimioterapia del cancer; profairmacos antitumorales.



1. OBJETIVOS

El principal objetivo de este trabajo consiste en realizar una revision bibliografica que pretende
ofrecer una idea general de los principales polisacaridos usados en la conjugacion de farmacos
antitumorales, con la finalidad de dirigir eficazmente estos ultimos al tejido de interés.

Se revisa tanto la quimica de conjugacion de estos polimeros a los fArmacos antitumorales mas
usados, asi como su afinidad por distintos receptores tumorales como consecuencia de su
estructura quimica, proponiéndose de igual forma distintas estrategias de modificacion quimica
que mejorarian el rendimiento de dichos conjugados.

Del mismo modo, se describen los ensayos realizados tanto in vitro como in vivo con
conjugados a base de los polisacaridos mas usados, para demostrar su eficacia tanto de
direccionamiento como de liberacién del farmaco, bajo distintas condiciones fisiologicas y
patologicas, que nos ayuden a entender mejor el comportamiento de los mismos.

Se trata por tanto, de ofrecer una breve recopilacion de la forma mas completa posible a cerca
del desarrollo del conocimiento en cuanto a los conjugados macromoleculares basados en

polisacéridos y a sus distintas aplicaciones en el campo de la quimioterapia oncolégica.

2. METODOLOGIA

Este trabajo bibliografico se ha realizado utilizando distintas paginas web, asi como libros y
enciclopedias de los fondos de la Biblioteca de la Universidad de Sevilla, y las bases de datos
PubMed, Dialnet y Scopus.

En cada una de las distintas bases de datos se han introducido varias palabras claves para cada
uno de los distintos apartados de que consta este trabajo y se han utilizado las herramientas
disponibles para acotar la busqueda en cuanto a fecha y tipo de publicacion, centrandonos
fundamentalmente en trabajos originales y revisiones bibliograficas.

Ademés, se ha empleado ChemDraw Professional 15.1 como herramienta de dibujo de las

distintas estructuras que se han considerado necesarias para facilitar la comprension del trabajo.



3. INTRODUCCION

El cancer es la segunda causa de muerte a nivel mundial, solamente precedida por las
enfermedades cardiovasculares (Pérez-Herrero y Ferndndez-Medarde, 2015). Tumor es el
nombre que se le da a un conjunto de enfermedades relacionadas. Todos los tipos de neoplasia
se caracterizan porque algunas de las células del cuerpo empiezan a dividirse de forma
descontrolada y a extenderse a tejidos cercanos. En condiciones normales, cuando una célula
envejece o resulta dafiada, muere, y es sustituida por nuevas células. Al desarrollarse un tumor
las células anormales, viejas o dafiadas, sobreviven cuando deberian morir, y se crean nuevas
células cuando éstas no se necesitan. Por ultimo es importante tener en cuenta a la hora de
comprender el cancer, que las células cancerigenas difieren de las normales en que, como ya
hemos dicho, las primeras se dividen sin control, se vuelven invasivas, y ademas presentan una
menor especializaciéon que las sanas, de manera que no se diferencian en células con una
funcion especifica; ésta es una de las razones por las que las células tumorales se dividen

indiscriminadamente (National Cancer Institute, 2016).

La quimioterapia es el método utilizado para el tratamiento de tumores metastasicos. Esta se
basa en la inhibicidon de la rapida division celular caracteristica de las células tumorales. Por
desgracia esta estrategia también afecta a las células sanas (Pérez-Herrero y Fernandez-

Medarde, 2015).

El desarrollo de la quimioterapia usando firmacos anticancerigenos tradicionales se encuentra
cada vez més en desuso, debido a varios inconvenientes relacionados tanto con su baja
hidrosolubilidad como con sus propiedades farmacocinéticas, produciendo de esta forma
considerables efectos secundarios asi como generando resistencia a multiples farmacos por parte
de los pacientes (Marchal y cols., 2015). De esta forma la mayoria de farmacos antitumorales
debido a los inconvenientes ya mencionados, presentan limitaciones tanto a nivel de la eficacia
como de la seguridad de la quimioterapia. Un enfoque prometedor para abordar los problemas
de solubilidad de estos farmacos asi como su selectividad, es la conjugacion con vehiculos
poliméricos para formar profarmacos basados en polimeros (Dragojevic y cols., 2015). El
descubrimiento de permeabilidad y retencion mejorada por Maeda (Maeda y col, 2000), junto
con el modelo de Ringsdorf del conjugado polimero-farmaco (Ringsdorf, 1975), supusieron los
primeros pasos en el uso de polimeros terapéuticos orientados hacia el tratamiento del cancer
(Sanchos y cols., 2010) (Figura 1). Estos profairmacos basados en polimeros son portadores
macromoleculares, disefiados para aumentar la solubilidad en agua de los farmacos
antitumorales, ademas de mejorar su biodisponibilidad. Cabe destacar por otro lado que estos
profarmacos basados en polimeros aprovechan las caracteristicas propias de la fisiologia del
tumor para facilitar la acumulacion intratumoral del fA&rmaco, y asi mejorar la farmacocinética y

las propiedades farmacoldgicas del mismo (Dragojevic y cols., 2015). En general los



conjugados consisten en transportadores poliméricos hidrosolubles, unidos al farmaco mediante
un espaciador escindible, y un resto de direccionamiento complementario a un antigeno o
receptor de la superficie de la célula diana (Saravanakumar y cols., 2012). Estos portadores
farmacoloégicos no so6lo facilitan el transporte de los agentes quimioterapéuticos a los tumores,
evitando tejidos sanos y disminuyendo la toxicidad en el resto del organismo, sino que también
protegen a los fArmacos citotéxicos de la degradacion, aumentando su vida media, la carga util,
y su solubilidad y disminuyendo la aclaraciéon renal (Pérez- Herrero y Fernandez-Medarde,
2015). Por otra parte, los conjugados actuales, se modulan para resultar termosensibles,

sensibles al pH o fotosensibles y especificos para una célula diana concreta (Basu y cols., 2015).

Espaciador
biodegradable

Sistemas
conductores
’

Polimero
Transpgnador

*s Farmaco T Grupos controladores
de la solubilidad

Figura 1. Modelo de Ringsdorf.

Varias macromoléculas, tales como polisacéaridos, proteinas, anticuerpos, y polimeros sintéticos
han sido usadas para la conjugacion de farmacos antitumorales (Saravanakumar y cols., 2012).
Los polisacaridos por su parte resultan ideales para la formacion de conjugados al tener diversos
grupos funcionales tales como hidroxilo, amino, grupos carboxilicos y grupos formilo que
facilitan su conjugacion quimica con diversas moléculas del farmaco (Basu y cols., 2015). Es
importante ademas, tener en cuenta la ventaja que supone la amplia variedad de estructuras que
encontramos por parte de los polisacaridos, asi como sus caracteristicas especiales y diversidad

de fuentes (Tablal) (Saravanakumar y cols., 2012).



Tabla 1.-Estructura, fuente y caracteristicas principales de algunos polisacaridos usados para la

conjugacion de farmacos antitumorales.

Dextrano (Dex)

Estructura:

o

Fuente: Bacteriana (Streptococcus mutans y Leuconostoc mesenteroides).

Comentarios: Tanto el grado de ramificacion, longitud de las cadenas , y distribucion del peso
molecular pueden afectar a las propiedades fisicoquimicas del Dex; el Dex de bajo peso
molecular es eliminado de la circulacion a través de los riflones, mientras que el Dex de alto
peso molecular presenta una vida media mas larga y es degradado por el sistema del reticulo
endotelial; el Dex con un peso molecular entre 40 y 70 kDa es usado como portador en los
conjugados de fairmacos; el mecanismo mas plausible para la absorcion de los conjugados de
Dex es a través de endocitosis; el Dex es metabolizado por distintas exo- y endodextranasas

presentes en varias partes del cuerpo, incluyendo higado, bazo y colon.

Quitosano
Estructura:
OH
OH
L
0 0 e
- 0" Ho
HO
NH, NH
o% ]

Fuente: Exoesqueleto de crustaceos (tales como cangrejos y camarones).

Comentarios: Sus caracteristicas fisicoquimicas estan fuertemente influenciadas por su grado de

desacetilacion y su peso molecular; su muco-adhesion y su absorcion se ven incrementadas en




su forma protonada, esto aumenta el tiempo de residencia in vivo de las formas de dosificacion.

Acido Hialurénico (HA)

Estructura:

OH OH

OH NH

CHj3

Fuente: Humanos y animales (encontrado en la matriz extracelular (ECM), especialmente en

tejidos conectivos blandos).

Comentarios: Glicosaminoglicano no sulfatado con un amplio rango de pesos moleculares (1-
10.000 kDa), juega un papel crucial en la adhesion celular, crecimiento y migraciéon; HA se ha
visto implicado en procesos de enfermedades metastasicas; varios tumores sobre expresan los
receptores del HA tales como CD44 y RHAMM; CD44 podria interactuar con una longitud
minima de HA de seis u ocho sacaridos; HA es degradado por hialuronidasa; la principal
desventaja de los portadores basados en HA es su rapida aclaracion de la circulacion sanguinea,
por medio del reconocimiento de los receptores de HA del sistema del reticulo endotelial de

higado y bazo.

Sulfato de Condroitina

Estructura:
OH OR OR
O le) (0]
o) o i
4~ HO
OR NH
o=<
L ) CH;
R=H o) SO3

Fuente: Humanos, mamiferos e invertebrados (comercialmente se obtiene del cartilago de

tibur6n o de la quilla de gallina).

Comentarios: Involucrado en la sefializacion intracelular, orientacion celular, y conexion entre

ECM vy células; puede ser usado como portador para la liberacion direccionada al colon.




Heparina

Estructura:
o
o—/ OoX
0 o)
©" o %o
OX NHY
X=Ho0S0;
Y=Ac,SO;0H

Fuente: Mamiferos (tejido de la mucosa).

Comentarios: Glicosaminoglicano altamente sulfatado con un rango de peso molecular entre 15-
40 kDa, y una carga negativa promedio de aproximadamente -75 mV; ampliamente usado como
farmaco anticoagulante, estd también involucrado en otros procesos fisiologicos, incluyendo
proliferacion celular, diferenciacion, e inflamacion; influencia también la progresion del cancer
y la metastasis; presenta fuertes interferencias con la actividad de los factores de crecimiento
(FGF), inhibiendo de este modo la angiogénesis que resulta esencial para la progresion tumoral;
su uso se ve limitado por su fuerte actividad anticoagulante y efectos colaterales indeseados,

tales como complicaciones hemorrdgicas y trombocitopenia inducida por la heparina.

Alginato
Estructura:
O@
0 OH
Ol—l O 0
(0]
/O HO HO
O=l\
o

Fuente: Algas marrones marinas o bacterias del suelo

Comentarios: Presenta una amplia variedad de pesos moleculares (10-1000 kDa) dependiendo
de la fuente y el procesamiento; con cationes divalentes tales como, Ca>", los alginatos podrian
formar una red de gel; estimulan la produccion de citoquinas factor de necrosis tumoral-o,
interleuquina-1 e interleuquina-6 de los monocitos humanos; presenta una actividad antitumoral
inherente contra modelos de tumores murinos; existe una falta de evidencia clara de

degradacion enzimatica y aclaramiento in vivo en el caso de alginatos de alto peso molecular




Pululano

Estructura:

o) OH OH
HO 0~ HO O~ HO
OH OH OH>Ng
OH
OH
HO o HO o] o)

OH SN~ HO ~

Fuente: Producido a partir del almidén por ciertos hongos polimérficos, Aureobasidium

pullulans.

Comentarios: Polisacarido no idénico, con un rango de peso molecular de 1.000 Da a 2.000 kDa
dependiendo de las condiciones de crecimiento del organismo; puede unirse de forma selectiva
a los receptores de asialoglicoproteinas (ASGPs), que se expresan exclusivamente en la

superficie de células parenquimales del higado.

4. QUIMICA DE LA CONJUGACION POLISACARIDO-FARMACO

El tratamiento de tejidos tumorales sin afectar a células sanas mediante el uso de conjugados
polimero-farmaco (PDCs) es un tema que lleva muchos afios en desarrollo, cuya novedad reside
en la utilizacién de un mecanismo fisico llamado aumento de la permeabilidad y retencion
(EPR) intensificando la orientacion del farmaco hacia las células tumorales. El EPR es por tanto
un fendmeno fisioldgico por el cual ciertas moléculas tienden a acumularse en la zona tumoral
mas de lo que lo hacen en células sanas. Una vez que el PDC se encuentra en tejido tumoral,
entra en la célula mediante difusion simple o por endocitosis mediada por receptor (Modi y
cols., 2006). Sin embargo, la eficacia del direccionamiento de PDCs dependera tanto del
farmaco, como del polimero, asi como del tipo de enlace, espaciador y la presencia de grupos de

direccionamiento (Wadhwa y Mumper, 2015).

El éxito de la quimioterapia esta limitado tanto por la falta de selectividad de farmacos activos
como por la apariciéon de resistencia por parte del tumor. Los PDCs combinan dos estrategias
para lograr una alta concentracion de farmaco selectivamente en el sitio del tumor: (a) la
acumulacion elevada en el tumor por direccionamiento pasivo basado en el efecto de EPR y (b)
la liberacion del farmaco especificamente en el sitio del tumor, al ser sensible al pH del

microambiente tumoral adcido (Heinrich y cols., 2016).

En este apartado discutiremos algunas de las metodologias mas utilizadas en la preparacion de

los conjugados polisacarido-fArmaco. Existen numerosos métodos de sintesis para la



modificacion de polisacaridos, dependiendo tanto de la funcion de la cadena principal del

mismo, como del farmaco que va a ser conjugado.

Un requisito previo de los polimeros para formar conjugados es la disponibilidad de grupos
funcionales reactivos, adecuados para la fijacion quimica de los farmacos terapéuticos. Como ya
hemos indicado, los polisacaridos poseen un gran numero de grupos funcionales reactivos (ej.
hidroxilo, amino, carboxilo) en su esqueleto, que pueden usarse como sitios activos de
conjugacion de fAirmacos, ya sea directamente o a través de espaciadores. Un grupo espaciador
entre la cadena del polisacéarido y el farmaco puede ser critico para la eficacia terapéutica del
conjugado. A su vez, el espaciador puede ser elegido de tal forma que nos permita controlar la
velocidad de liberacion del farmaco. Es importante también, que los espaciadores sean estables
en la sangre pero susceptibles a la escision en el lugar de destino (Soyez y cols., 1996; Christie

y Grainger, 2003).

Dependiendo del grupo funcional, se han descrito varios métodos para la sintesis de PDCs. Sin
embargo, es importante elegir un método facil de conjugacion, que se realice en condiciones de
reaccion suaves que no alteren la estructura y la actividad biologica del farmaco original. En la
mayoria de los casos, los farmacos se han conjugado a polisacaridos que contienen grupos
amino o carboxilo, ya sea directamente o a través de espaciadores, mediante la formacion de un
enlace amida por la reaccion de acoplamiento mediada por carbodiimidas. Este método incluye
la activacion de los grupos carboxilicos usando agentes de reticulacion, para formar una O-
acilisourea, intermedio que es capaz de acilar aminas (Figura 2). Algunos de los agentes
representativos para las reacciones de conjugaciéon son: clorhidrato de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC; carbodiimida hidrosoluble) (I), N,N’-diciclohexil
carbodiimida (II), o N,N -diisopropil carbodiimida (III) (Nichifor y Mocanu, 2006; Torato y
cols., 2016).

Ph Ph
b0
o DCC N
ZHN OH . H2N/\[( ~ — ZHNj\W JJ\o/\
0 o) o)

ot Ol rent

|
DCC

Figura 2. Formacion enlace peptidico entre aminoacidos N-protegidos y C-protegidos usando

diimidas como agentes condensantes.



En el caso de polisacaridos que contienen Unicamente grupos hidroxilo pueden conjugarse
directamente a farmacos con un grupo carboxilico, para producir ésteres. Por otro lado, los
grupos hidroxilo de los polisacaridos se pueden transformar en otros grupos funcionales para
facilitar la conjugacion de los fAirmacos (Figura 3). Por ejemplo podemos introducir un grupo
aldehido en el polisacarido, por oxidacidén con periodato, y hacerlo reaccionar con un grupo
amino del firmaco, para formar la base de Schiff (imino-conjugados), que es relativamente
inestable y puede liberar el farmaco rdpidamente por hidrdlisis. La reduccion de la base de
Schiff con cianoborohidruro de sodio da lugar a conjugados hidroliticamente estables. Por estos
métodos, los polisacaridos han sido conjugados con varios firmacos anticancerigenos como
Doxorubicin (DOX), Daunomycin (DMN) y Metotrexate (MTX) (Levi-Schafter y cols., 1982).
Este método es también muy Ttil para la conjugacion de proteinas a polisacaridos sin que sufran

una pérdida significativa de sus actividades biologicas (Takakura y cols., 1989).
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Figura 3. Sintesis de conjugados de farmacos basados en polisacaridos.
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Los grupos hidroxilo de los polisacaridos también se han modificado como tosilatos o
mesilatos, formando ésteres de estos acidos sulfonicos, que constituyen buenos grupos salientes
en reacciones de sustitucion nucleofilica y pueden ser desplazados por farmacos que contengan
grupos amino (Figura 3). Las condiciones de reaccion para la activacion son importantes en este
proceso, ya que pueden determinar la naturaleza de los productos resultantes. Por ejemplo, la
reaccion de pululano con cloruro de mesilo en piridina produce O-mesil-pululano, mientras que
se obtiene clorodesoxi pululano como producto principal en N,N-dimetilfolmamida (Mocanu y
cols., 1996). Para obtener ésteres carbonato reactivos, los grupos hidroxilo del polisacarido se
hacen reaccionar con cloroformiato de p-nitrofenilo, y los carbonatos resultantes pueden
reaccionar con los grupos amino presentes en los farmacos con formacion de enlaces carbamato

estables (Figura 3).

Los grupos hidroxilo de los polisacaridos también pueden convertirse en grupos carboxilicos
usando anhidrido succinico (Figura 4). Los polisacaridos carboxilados resultantes pueden
conjugarse a continuaciéon con grupos amino o hidroxilo contenidos en los fdrmacos por

formacion de amidas o ésteres, respectivamente. Una amplia gama de polisacéridos, tales como

(0]
O—Fco
(0]
COOH o
_ o) _
HO—Fco HO HO (0]
(0] OH OH
0 o)
O
o) HO O 0 H
Ho %6&/0’ N—Fco
OH
0 OH
HyN—Fco o)
/g

el dextrano, pululano, y quitosano, han sido activados de esta manera.

HO -
HO QO o 0 OH OH
HO Ho o—
OH OH
Cl HN—Fco
OH 2 }OH
W/\C\\ O HoN—Fco 0
0 HO 0 0 Ho% 0
19) o o— Ho %o o—
OH OH OH OH

Figura 4. Sintesis de conjugados de farmacos basados en polisacaridos.

La reaccion del polisacarido con epiclorhidrina bajo fuertes condiciones alcalinas o con
Zn(BF,4), como catalizador, se ha utilizado para producir 3-cloro-2-hidroxipropil derivados,

utiles para el acoplamiento de farmacos que contienen grupos amino (Figura 4). Usando este
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método, farmacos como 6-Mercaptopurina (6-MP) y 5-Fluorouracilo (5-FU) han sido

conjugados al Dextrano (Mora y Pat6, 1990).

SH o
N7 H> | \N/|/H
k\ Y/

N N

6-MP 5-FU

5. CONJUGADOS DE FARMACOS BASADOS EN POLISACARIDOS

A continuaciéon hablaremos de forma individual de los conjugados de farmacos basados en
polisacéridos en la terapia del cancer, refiriéndonos exclusivamente a los fdrmacos de bajo peso

molecular.
5.1.- CONJUGADOS DE FARMACOS BASADOS EN EL DEXTRANO

El Dextrano es un polisacarido microbiano hidrosoluble compuesto por una cadena lineal de a-
1,6-glucopiranosa con algunas ramificaciones 1-3 (Aspinall, 1982). El grado de ramificacion
depende de la fuente del Dextrano y varia desde el 0.5% al 60%. El Dextrano es uno de los mas
prometedores candidatos para la preparacion de farmacos conjugados, ya que presenta una
estructura quimica bien definida, estd disponible en distintos pesos moleculares, presenta buena
solubilidad en agua, alta estabilidad, poca toxicidad intrinseca y posee numerosos grupos
hidroxilo para derivatizaciéon. A continuacion se describen distintos conjugados a base de Dex,

asi como sus aplicaciones en la terapia oncologica.

Los conjugados Dextrano-Mitomicina C (Dex-MMC) han sido ampliamente estudiados para su
aplicacion en la terapia cancerigena (Figura 5). Estos conjugados liberan MMC de forma
sostenida, y es posible controlar su rango de liberacion variando la longitud del espaciador
(Hashida y cols., 1983; Yoshinobu y cols., 1989). Estos conjugados mostraron una actividad
antitumoral significativa en ratones con leucemia P388 o melanomaa B16 (Kojimay cols., 1980;
Hashida y cols., 1983). Se han investigado también, otros conjugados a base de MMC,
sintetizados usando como espaciador un péptido bio-degradable y un resto terminal de
galactosamina que puede usarse para dirigir los conjugados poliméricos al hepatoma (Cao y
cols., 2011). El Dex aniénico-MMC administrado de forma sistematica en ratones, mostré una
mayor concentracion tanto en plasma como en el sitio del tumor con respecto al farmaco libre.
Recientemente un estudio ha demostrado que cuando los conjugados son administrados
intratumoralmente, el Dex catidnico-MMC es retenido en mayor proporcién en el tumor que el
Dex aniénico-MMC y que el farmaco libre (Nomura y cols., 1998). Por otro lado, cuando el
Dex catidnico-MMC es administrado en ratas mediante inyecciones intramusculares, los

conjugados son retenidos en el sitio de inoculacion durante 48 horas antes de pasar al sistema
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linfatico (Takakura y cols., 1984). Los resultados indicaron que los conjugados Dex cationicos
de alto peso molecular presentan un prometedor potencial para el tratamiento de metéastasis

ganglionares.

Figura 5. Estructura quimica de conjugados de farmacos basados en Dex: (a) Dex catidnico-

MMC y (b) Dex aniéonico-MMC.

Se han descrito asimismo conjugados Dextrano-Doxorubicin (Dex-DOX) a partir de dextranos
oxidados, mediante la formacién de bases de Shiff que no fueron posteriormente reducidas
(Ueda y cols., 1989) y que, por lo tanto, pueden liberar hidroliticamente el fairmaco en el
entorno acidico de los compartimentos lisosomales de las células. Estos conjugados presentan
una mayor actividad antitumoral y una menor toxicidad que la DOX libre. Al tratar varios
modelos tumorales, incluyendo carcinoma de pulmén de Lewis y carcinosarcoma Walker 256,
con este complejo se observd una inhibicion en el crecimiento tumoral (Ueda y cols., 1989;
Munechika y cols., 1994). Lam et al. también demostraron que los conjugados Dex-DOX
ejercian mayor actividad que la DOX libre en lineas celulares resistentes a multiples farmacos,
debido a una disminucion en la tasa de eliminacion de la DOX por la glicoproteina-P (Lam y
cols., 1999). Resultados similares fueron obtenidos para los conjugados Dex-DOX contra la
sublinea resistente a multiples fAirmacos del carcinoma epidérmico humano (Sheldon y cols.,

1989).

Estudios toxicoldgicos preclinicos llevados a cabo en ratones, ratas y perros demostraron que el

valor de DLg, era 5 veces mayor para los conjugados, en comparacion con la DOX libre. En

ratones y ratas, los niveles en el tumor y en plasma del conjugado eran mayores que los de la
DOX libre (Ueda y cols., 1989; Munechika y cols., 1994; Kikukawa y cols., 1990). Sin
embargo, un ensayo clinico en fase I realizando una administracion intravenosa del conjugado,
mostréd una significativa toxicidad clinica, asi como trombocitopenia y hepatotoxicidad,
presumiblemente debido a la absorcion del conjugado por las células del Reticulo Endotelial

(Dauhauser y cols., 1993).

Un estudio realizado en los ultimos afios, basado en la sensibilidad que muestran tanto el tejido

tumoral como el microambiente intracelular del tumor hacia los conjugados polimero-DOX,
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demuestra la eficacia de los mismos para mejorar la actividad antitumoral del DOX y reducir
sus efectos secundarios. En este trabajo se tuvieron en cuenta dos tipos de conjugados que se
sintetizaron de forma muy similar. Por un lado encontramos el conjugado Dex-DOX sensible a
los acidos (Dex-O-DOX), y por otro el insensible, Dex-b-DOX. En esta investigacion se
demostrd que la liberacion de DOX del conjugado sensible era dependiente del pH y aumentaba
conforme disminuia el mismo. Ademas este conjugado mostré una buena liberacion de DOX
intracelular en las células del hepatoma humano HepG2, y mas importante atin, en comparaciéon
con Dex-b-DOX, Dex-O-DOX mostraba mayor actividad antitumoral y menor toxicidad, lo que

se confirmd por analisis histologicos e inmunoquimicos (Xu y cols., 2015).

Otros conjugados a base de acido desoxicolico (DA) y Dex (DexDA) fueron investigados en
otro estudio, y se prepararon nanoparticulas encapsuladas de DOX usando dichos conjugados,
que presentan propiedades anfipaticas, mostrando un comportamiento de autoagregacion en
medio acuoso. Ensayos de citotoxicidad in vitro usando células de carcinoma de colon CT26
resistentes a DOX, mostraron una mayor actividad antitumoral usando DOX incorporado en
nanoparticulas que usando DOX libre. Observaciones con microscopia de fluorescencia
verificaron este resultado, es decir, las nanoparticulas se introdujeron correctamente en células
tumorales y se mantuvieron mas tiempo en comparaciéon con la DOX libre. Estos resultados
sugieren que las nanoparticulas DexDA con DOX incorporado son vehiculos prometedores para

la administraciéon de farmacos antitumorales (Jeong y cols., 2011).

Por otro lado, se han sintetizado nanoparticulas autoorganizadas conteniendo acido félico para
el direccionamiento al receptor folato de las células cancerosas. Asi, la DOX se conjugd al
grupo carboxilico del Dex modificado por anhidrido succinico (DexSU-DOX), y se prepararon
nanoparticulas cargadas de DOX mediante la formacién de un complejo a base de quitosano
injertado con acido félico (ChitoFA) y DexSU-DOX. En el estudio de cultivo celular con
cé¢lulas KB, las nanoparticulas recubiertas con ChitoFA revelaron una folato endocitosis
mediada por los receptores de las células cancerosas y la viabilidad celular cambié de forma

significativa por el direccionamiento al receptor folato (Lee y cols., 2014).

El Paclitaxel (PTX), se ha conjugado al carboximetil-Dex (CM-Dex) a través de un tetrapéptido
Gly-Gly-Phe-Gly (GGFG) como espaciador (Sugahara y cols., 2007) (Figura 6). Los
experimentos de liberacion del farmaco in vitro mostraron que mas del 80% del PTX es liberado
tras 24-48 horas en plasma o suero. PTX mostrd una amplia citotoxicidad contra una gama de
linea celular tumoral humana, mientras que CM-Dex-GGFG-PTX era inactivo in vitro. Sin
embargo la eficacia antitumoral del CM-Dex-GGFG-PTX era superior a aquella del PTX libre,
contra carcinoma de colon 26 en ratones portadores, lo que probablemente se debe a una mas
eficaz liberacion del farmaco activo en el sitio de destino. Ademas la dosis maxima tolerada de

CM-Dex-GGFG-PTX era mayor del doble de la del PTX libre.
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Figura 6. Estructura quimica del conjugado CM-Dex-GGFG-PTX.

Por otra parte, en el estudio de la resistencia de las células del melanoma B16F10 al PTX, se
investigd acerca de un complejo formado por un copolimero macromolecular a base de
dietilaminoetanol (DEAE), Dextrano y metacrilato de metilo (MMA) conjugado con PTX
(DDMC/PTX), con el cual no se observaba resistencia celular en experimentos in vitro y
mostraba una actividad antitumoral mucho mayor a la del PTX libre in vivo en experimentos
realizados con ratones. De esta forma los andlisis histoquimicos indicaron que la administracion
de este complejo disminuia la metastasis y aumentaba la supervivencia por parte de los ratones.
Como resultado se concluyd que la accion médica del complejo DDMC/PTX suprime la accion
asociada al tumor de los macréfagos M2 y controla la metastasis de las células cancerosas

(Eshita y cols., 2015).

Otra forma de administracion del PTX al ser un farmaco hidrofébico es su inclusion dentro de
unos conjugados de albtimina de suero bovino (BSA) y Dextrano de distintos pesos moleculares
y en distinto grado de conjugacion. Estas emulsiones resultan estables en suero sanguineo y a
largo plazo. Estudios de citotoxicidad in vitro verificaron que las emulsiones sin cargar
resultaban biocompatibles, y que las emulsiones cargadas con PTX tenian una actividad
antitumoral similar a la disolucion de PTX. Investigaciones in vivo con ratones portadores de
hepatoma ascético H22 demostraron que las emulsiones cargadas con PTX y con un Dex mas
denso y corto en la superficie, ofrecian una mejor inhibicién tumoral y una mayor supervivencia

que la inyeccidon comercial de PTX (Qi y cols., 2013).

El Cisplatino [CDDP; cis-diaminodicloroplatino (II)] uno de los mas poderosos complejos
antitumorales fue complejado, asimismo, con CM-Dex (Schechter y cols., 1999). Los complejos
eran menos toxicos y resultaban mds efectivos en tumores sensibles a CDDP que el farmaco

libre in vivo. CDDP fue también conjugado a Dex oxidado (OX-Dex) y a dicarboximetil Dex
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(DCM-Dex) por Nakashima et al. (Nakashima y cols., 1999). Estos encontraron que DCM-Dex-
CDDP mostraba una actividad antitumoral mas larga en suero comparada con OX-Dex-CDDP.
Estudios in vivo también revelaron que la retencion de DCM-Dex-CDDP en la circulacién

sanguinea era mucho mayor que la de OX-Dex-CDDP.
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Figura 7. Estructura quimica del conjugado DCM-Dex-Gal4A-CDDP.

Con el fin de dirigirlo a las células del hepatoma, el CDDP se conjugé a DCM-Dex con
unidades de galactosa ramificadas (Gal 4A) para obtener asi un profarmaco macromolecular
(DCM-Dex-Gal4A-CDDP) (Ohya y cols., 2001) (Figura 7). Los estudios realizados in vitro
frente a células del hepatoma humano HepG2, llevaron a la conclusion de que los conjugados
con ramificaciones de galactosa presentan mayor afinidad por las células del hepatoma, lo que
mejoraria los efectos terapéuticos del conjugado. Un trabajo encaminado a inhibir el
crecimiento primario del tumor asi como metastasis a 6rganos especificos se llevo a cabo en el
modelo de metastasis de tumor mamario ortotopico 4T1 planteando el uso de cisplatino cargado
con nanoparticulas de LHRH (hormona liberadora de gonadotropina) modificado con Dex
(Dex-SA-CDDP-LHRH). Con el sitio de conjugaciéon racionalmente disefiado para el ligando
LHRH, las nanoparticulas de Dex-SA-CDDP-LHRH mantienen la funcioén de direccionamiento
del LHRH y facilitan la union especifica a los receptores de LHRH que se encuentran sobre
expresados en la superficie de las células del cancer de mama 4T1. Por tanto, las nanoparticulas
de Dex-SA-CDDP-LHRH mostraron una mejora en la captacion celular y de la citotoxicidad, al
compararlo con las nanoparticulas de Dex-SA-CDDP no direccionadas. Cabe destacar que tanto

las nanoparticulas direccionadas como las no direccionadas disminuyen la toxicidad sistémica
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de CDDP y aumentan la dosis méaxima tolerada de CDDP de 4 a 30 mg/Kg. Es importante
destacar que Dex-SA-CDDP-LHRH aumenta significativamente la acumulacion de CDDP en el
tumor primario y en los oOrganos metastdsicos y disminuye de forma significativa la

nefrotoxicidad del CDDP (Liy cols., 2015).

5.2.- CONJUGADOS DE FARMACOS BASADOS EN QUITINA Y QUITOSANO

El quitosano, compuesto por D-glucosamina y N-acetil glucosamina, es un aminopolisacarido
lineal, obtenido por la desacetilacion de la quitina, un polisacarido natural encontrado en el
exoesqueleto de crustaceos como el cangrejo y el camarén (Kumar y cols., 2004; Rinaudo,
2006). Las caracteristicas fisicoquimicas del quitosano, estan fuertemente influenciadas por su
grado de desacetilacion y su peso molecular, y sus propiedades mucoadhesivas aumentan el
tiempo de resistencia in vivo de las formas de dosificacion en el tracto gastrointestinal y mejoran
la biodisponibilidad de varios farmacos. En condiciones fisioldgicas, el quitosano puede ser
facilmente digerido por enzimas tales como lisozimas o quitinasas que pueden ser producidas
por la flora normal en el intestino humano (Aiba, 1992). Por tanto el quitosano ha sido
investigado como un portador para la liberacion especifica de farmacos en el colon. Los grupos
funcionales reactivos en el esqueleto del quitosano ofrecen posibilidades de sintesis de varios
derivados, los cuales tienen propiedades tnicas para aplicaciones especificas. Por ejemplo, la
tiolaciéon del quitosano mejora las propiedades mucoadhesivas, mientras la succinoilacion
prolonga in vivo la vida media de los polimeros tras la administracion intravenosa (Leitner y
cols., 2003; Kato y cols., 2000). Estas propiedades fisicoquimicas y bioldgicas han justificado
su uso como sistemas de liberacion controlada de varios agentes terapéuticos (Park y cols.,
2010; Amidi y cols., 2010). Ademés de conjugados, peliculas preparadas usando quitina o
quitosano se han desarrollado como apdsitos para heridas, mucoadhesivos orales, y adhesivos

resistentes al agua, en virtud de sus caracteristicas de liberacion y adhesion (Kato y cols., 2003).

En los ultimos afos, los vehiculos de administracion de fArmacos basados en quitosano se han
convertido en algunos de los mas atractivos para su estudio ya que, en contraste con otros
polisacéridos, el quitosano ha demostrado unas caracteristicas unicas para las plataformas de
administracion de farmacos, incluyendo sus grupos amino primarios, que pueden ser activados
para la modificacion quimica, y la posibilidad de ser utilizado, mediante métodos simples y
suaves, en la encapsulacion de biomoléculas o farmacos (Hu y cols., 2013). De esta forma,
recientemente se han realizado avances en la quimioterapia contra el céncer a través del
desarrollo de conjugados de farmacos anticancerosos basados en quitosano. Estos solucionan
problemas propios de ciertos medicamentos, tales como mala estabilidad, insolubilidad en agua,

baja selectividad, alta toxicidad y distintos efectos secundarios. Estos conjugados mostraron
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ademas ser buenos portadores de farmacos debido a su biocompatibilidad, capacidad de
biodegradacion y facilidad de modificacion. Los conjugados de medicamentos anticancerosos
con quitosano muestran de esta forma efectos anticancerigenos eficaces con una disminucion de
los efectos adversos del farmaco original, debido a una distribucioén predominante en el sitio del
tumor y una liberacion gradual del farmaco libre (Kandra, 2015). Por ejemplo, la Doxifluridina
y la 1-f-D-arabinofuranosilcitosina (Ara-C) (Figura 8) se conjugaron con quitosano utilizando
acido glutarico como espaciador. Los conjugados de Ara-C con quitosano, en particular,
mostraron un buen efecto antitumoral en ratones portadores de leucemia P388. Por otro lado, los
derivados glicol-quitosano (G-Chi) se distribuyen principalmente en la circulacion sistémica y
en el rifion tras su administraciéon intravenosa en ratones normales. El efecto terapéutico de los
conjugados de Mitomicina C (MMC) con G-Chi no se ve mejorado en comparacion con la del
farmaco libre, pero los efectos secundarios toxicos propios de la MMC parecen disminuir con

los conjugados (Kato y cols., 2005).
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Figura 8. Estructuras quimicas: Doxifluridina, Ara-C y Mitomicina-C.

Conjugados de quitina fueron sintetizados por la uniéon quimica de DOX a 6-O-carboximetil-
quitina (CM-Chit) a través de un tetrapéptido bio-degradable a nivel lisosomal Gly-Phe-Leu-
Gly (CM-Chit-GFLG-DOX) o de un espaciador alquilico pentametilénico (CM-Chit-Cs-DOX)
(Ohya y cols., 1994) (Figura 9). La velocidad de liberaciéon de DOX de CM-Chit-GFLG-DOX
aumenta en presencia de la catepsina B, mientras no se observa un cambio significativo en la
liberacion de CM-Chit-Cs-DOX. Los conjugados mostraron ser eficaces en el tratamiento de la
leucemia P388 en ratones y mostraron menor citotoxicidad que la DOX libre (Ohya y cols.,

1995).
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Figura 9. Estructura quimica de conjugados basados en quitina: (a) CM-Chit-GFLG-DOX y
(b) CM-Chit-Cs-DOX.

La conjugacion de farmacos hidrofobicos a polimeros hidrofilicos conduce a profarmacos con
caracteristicas anfifilicas, algunos de los cuales se autoensamblan en nanoparticulas (Davis y
cols., 2008). Kwon et al. prepararon glicol quitosano-DOX con un espaciador Z-aconitoilo (GC-
DOX) y estudiaron el comportamiento de autoensamblaje bajo condiciones fisiologicas (Son y
cols., 2003; Park y cols., 2006) (Figura 10). Ademas, encapsularon DOX libre en conjugados
autoensamblados con alta eficiencia de carga (97%). Los conjugados con un 2-5 wt% DOX
formaron nanoparticulas autoensambladas en condiciones acuosas, mientras que aquellos
conjugados con mas de un 5,5% de DOX precipitaban debido a su alta hidrofobicidad. La carga
contenida de DOX podria aumentarse a 38,9% por encapsulacion fisica de DOX en
nanoparticulas. La liberacion de DOX estaba significativamente influida por el pH del medio,
ya que el espaciador Z-aconitoilo es facilmente hidrolizable a un pH bajo. Los estudios de
biodistribucion in vivo demostraron que la distribucion de nanoparticulas en el tumor aumentaba
gradualmente conforme aumentaba el tiempo de circulacion sanguinea, mientras que una

cantidad despreciable de nanoparticulas fueron encontradas en el corazén y los pulmones.
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Figura 10. Nanoagregados autoensamblados de conjugado GC-DOX con enlaces cis-aconitil.

Puesto que el uso de DOX como farmaco anticancerigeno se encuentra limitado por sus efectos
secundarios y por su insuficiente captacion celular, un estudio reciente ha descrito un
profarmaco basado en la conjugacion de DOX y quitosano mediante un enlace hidrazona acido-
escindible. Los conjugados obtenidos resultaron muy estables y no mostraron liberacion de
DOX a pH neutro; ademas presentaban unas excelentes propiedades de absorcion celular y una

acumulacion notable del firmaco en células tumorales (Chen y cols., 2014).

Otros profarmacos a base de DOX han sido estudiados con éxito. Este es el caso de un
conjugado de DOX a base de quitosano injertado con 4cido estearico (CSO-SA), a través de
puentes disulfuro. El conjugado resultante (DOX-SS-CSO-SA) (Figura 11) puede
autoensamblarse para formar micelas de tamafio nanométrico en medio acuoso con una baja
concentracion micelar critica. En ambientes reductores DOX-SS-CSO-SA presentaba una alta
captacion celular y una répida liberacion de DOX, debido a la degradacion reductiva de los
puentes disulfuro. Ensayos de actividad antitumoral in vitro mostraron que DOX-SS-CSO-SA
presentaba mejor citotoxicidad contra células resistentes al DOX que la DOX libre. DOX-SS-
CSO-SA ademads alteraba la distribucion del farmaco in vivo, lo que suponia una acumulacion
especifica en el sitio del tumor y una baja acumulacion en el corazon. Estudios antitumorales in
vivo mostraron que DOX-SS-CSO-SA causaba una supresion en el crecimiento tumoral y
aliviaba las lesiones cardiacas inducidas por DOX. Por lo tanto, DOX-SS-CSO-SA es un
sistema de administracion de fairmaco potencial para el tratamiento del cancer seguro y eficaz

(Suycols., 2015).
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Figura 11. Estructura quimica del conjugado DOX-SS-CSO-SA.

La administracion oral de farmacos antitumorales, estd a veces obstaculizada por su
hidrofobicidad extremadamente alta (Lipinski, 2002). Por tanto, el desarrollo de formas
adecuadas de formulacion es de gran importancia para mejorar la biodisponibilidad de los
farmacos anticancerigenos poco hidrosolubles. Un conjugado de quitosano de bajo peso
molecular con PTX (LMWC-PTX) se prepard y evalué como portador para la administracion
oral de PTX (Lee y cols., 2008) (Figura 12). Comparado con el quitosano de alto peso
molecular, el de bajo peso molecular (menos de 10 kDa) muestra caracteristicas mas favorables,
como baja toxicidad y alta solubilidad. Estudios de biodistribucion mostraron que LMWC-PTX
era absorbido en el intestino delgado tras la administracion oral, y permanecia en su forma

conjugada hasta alcanzar la circulacion sanguinea.
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Figura 12. Estructura quimica del conjugado LMWC-PTX con enlaces succinato.
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5.3.- CONJUGADOS DE FARMACOS BASADOS EN ACIDO HIALURONICO

El 4cido hialurénico o hialuronano (HA) es un polisacarido polianidénico que encontramos en
abundancia en la matriz extracelular (ECM) y fluidos sinoviales (Laurent y Fraser, 1992; Lapcik
y cols., 1998). A diferencia de otros glicosiaminoglicanos, HA no contiene grupos sulfato o
residuos de 4cido urdnico epimerizado. HA juega un papel importante en la estructura y
organizacion de ECM, y regula varias funciones celulares, tales como el crecimiento,
diferenciacion y migracion celular (Toole, 2004). Cuando se aplican bajas concentraciones de
hialuronano a las células madre, se mejora la actividad proliferativa. Sin embargo, en altas
concentraciones, las células madre adquieren un estado latente e inducen un fenotipo de
resistencia a multiples fdrmacos. Debido a la influencia de hialuronano en las células y la
morfogénesis de tejidos, con respecto a la cardiogénesis, condrogénesis, la osteogénesis, y la
neurogénesis, ahora se ha utilizado como un biomaterial para la regeneracion de tejidos (Solis y
cols., 2012). La principal funcion biologica de HA se atribuye a sus interacciones con varios
receptores e union del HA, tales como la glicoproteina CD44 de la superficie celular, un
receptor para la motilidad mediado por HA (RHAMM), receptores de HA para endocitosis
(HARE) y un receptor endocitico del vaso linfatico (LYVE-1) (Toole, 2004). Ademas de su
afinidad por estos receptores (sobre expresados en células tumorales) el uso de HA como
técnica para el direccionamiento de farmacos a tejidos tumorales se debe a su biocompatibilidad
y a su capacidad de biodegradacion (Rao y cols., 2016). Varios tumores como el epitelial, el de
colon, el cancer de ovarios, son conocidos por sobre expresar los receptores de union del HA
(CD44 y RHAMM). Como consecuencia, estas células tumorales mejoran la union y la
internalizacion de HA. A pesar del hecho de que los actuales mecanismos de interaccion CD44-
HA no se comprenden por completo, estudios han demostrado, que el receptor CD44 contiene
dominios especificos de unidon (formado por 160 residuos de aminoacidos) para HA y su
afinidad de unién aumenta conforme lo hace el PM de HA, debido a la posibilidad de multiples
interacciones (Platt y Szoka, 2008). Estudios de biodistribucion de nanoparticulas
autoensambladas de HA demostraron que éstas pueden circular durante al menos dos dias por el
torrente sanguineo y acumularse en el sitio del tumor mediante la combinacién de mecanismos

de direccionamiento activos y pasivos (Choi y cols., 2009; Choi y cols., 2010).

Para desarrollar de forma exitosa una nanomedicina basada en HA, los conjugados y
nanoparticulas a base de HA deben sintetizarse sin causar un deterioro significativo de las
propiedades intrinsecas de HA, ya que la modificaciéon quimica del mismo con farmacos o
moléculas hidréfobas podria reducir la afinidad de unién de HA a sus receptores (Rao y cols.,

2016).

El HA ha sido conjugado a varios fArmacos incluyendo PTX, MMC, Epirubicina, antibidticos

antraciclinicos (tales como DOX y DNM), y 4acido urénico (4acido graso de cadena corta
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conocido por inducir la diferenciacion celular e inhibir el crecimiento de varias células
tumorales) (Luo y Prestwich, 1999; Coradini y Perbellini, 2004). Un enfoque sintético reciente
para la preparacion de conjugados HA-PTX fue llevado a cabo por Prestwich et al. (Luo y
Prestwich, 1999; Luo y cols., 2000). Los conjugados HA-PTX (Figura 13) mostraron in vitro
una citotoxicidad selectiva contra células cancerigenas con CD44 sobre expresado, y varios
estudios demostraron que las interacciones entre el conjugado y las células podrian ser
bloqueadas mediante HA y anti-CD44 (Luo y cols., 2000). Esto sugiere que la toxicidad
selectiva del conjugado se debe al receptor mediador de endocitosis. El aumento de
citotoxicidad en células cancerigenas podria asociarse con la absorcion celular del conjugado,
seguida de la liberacion hidrolitica del farmaco. Por otro lado, la conjugacion de PTX a HA
disminuye la solubilidad y altera la estructura del HA, lo que disminuye la afinidad de unién de

HA al receptor, resultando también disminuida la toxicidad (Luo y Prestwich, 1999).
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Figura 13. Estructura del conjugado HA-PTX preparado usando HA de bajo peso molecular

modificado con la dihidrazida del acido adipico.

Tabrizian et al. prepararon un profarmaco macromolecular HA-PTX conjugando el derivado de
PTX, 2’-hemisuccinoilado a amina-HA modificado y construyeron multicapas de
polielectrolitos (PEMs) (Thierry y cols., 2005). Estos PEMs constituyen una estrategia para la
encapsulacion de moléculas bioactivas y la mejora de la farmacocinética del farmaco. La
hidrofobicidad intrinseca y la baja solubilidad de HA en la mayoria de solventes orgénicos ha
limitado una fécil conjugacion de fArmacos hidrofébicos al esqueleto de HA. Recientemente, se
llevé a cabo un método simple de nanocomplejacion usando HA en una Unica fase organica para

preparar HA-PTX con una carga de farmaco de un 10.8% (Lee y cols., 2008).

En los ultimos afios una serie de conjugados de fArmacos basado en HA (ONCOFID™) se han

desarrollados mediante la conjugacion covalente de farmacos citotoxicos, tales como PTX,
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CPT, DOX y Platino, al esqueleto de HA directamente, o a través de espaciadores. De esta
manera se desarroll6 un conjugado HA-PTX (ONCOFID-P) con un contenido en farmaco del
20% (Rosato y cols., 2006). La actividad inhibidora del conjugado in vitro resulté mucho mayor
que la del PTX libre frente al receptor-CD44, en células de carcinoma de vejiga RT4 y
RT112/84. Los conjugados eran estables en orina humana (pH 6.5) y no se detect6 farmaco libre
durante 6 horas de incubaciéon. De forma similar la concentracion de PTX en sangre era
despreciable tras la instalacion intra-vejiga del conjugado. Ademads, examenes histologicos
revelaron que los conjugados eran bien tolerados y no producian cambios morfologicos
significativos en el epitelio urinario, mientras el PTX libre producia efectos toxicos importantes
en la vejiga (Banzato y cols., 2008). La biodistribucion in vivo del conjugado fue evaluada tras
la administraciéon intravenosa, intravesical, oral o intraperitoneal en ratones BALB/c. Los
resultados mostraron una mayor absorcioén en higado y bazo para los conjugados inyectados por
via intravenosa, mientras que aquellos administrados localmente permanecian en el lugar de
administracion (Banzato y cols., 2009). Recientemente, la bioactividad del conjugado fue
evaluada mediante dos modelos experimentales in vivo e in vitro para el tratamiento
intraperitoneal (IP) del cancer de ovario. De esta forma se evalu6 el efecto citotdxico in vitro del
ONCOFID-P en lineas celulares de cancer de ovario humano CD44 (+), OVCAR-3 y Skov-3.
Los ensayos se realizaron con ratones hembra enfermos a los que se trat6 con ONCOFID-P IP y
PTX libre de forma IP e intravenosa (IV) a su dosis maxima tolerada. Los resultados mostraron
que la citotoxicidad del ONCOFID-P contra estas dos lineas celulares era un poco menos eficaz
que la de el PTX libre en los ensayos in vitro, pero que por el contrario, en el tratamiento in vivo
el ONCOFID-P IP resultaba en general mas eficaz que el PTX libre tanto en la inhibicion de la
diseminacion intraabdominal, en la produccién de ascitis, en la prolongacién de la
supervivencia y en la curacion de los ratones. De esta forma los datos actuales apoyan el uso de
ONCOFID-P para el tratamiento locoregional del cancer de ovario (De Stefano y cols., 2011).
El ONCOFID-P esta en fase II de evaluacion para el tratamiento de cancer de vejiga refractario

y en la fase I para el tratamiento de cancer peritoneal.
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Figura 14. Estructura del ONCOFID-P.
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Nanosistemas basados en profarmacos es una de las estrategias mas prometedoras en cuanto a
aumentar la liberacion de farmacos en el tratamiento de enfermedades. Un ejemplo de estos
nanosistemas esta basado en el conjugado HA-PTX (HA-PTX Ns), que penetra a través de las
membranas celulares en el citosol, mejorando asi la entrega de PTX. Es importante destacar que
a diferencia de otros nanosistemas basados en profarmacos, HA-PTX Ns consigue entrar en la
célula sin quedar atrapado dentro del sistema lisosomal-endosomal, mediante el uso de varias
vias, como endocitosis mediada por -catrina, internalizacion asociada a microtubulos,
macropinocitosis y colesterol-dependiente. Debido a su acumulacién en tejido tumoral HA-PTX
Ns disminuia hasta 4 veces el volumen del tumor en 4 dias en comparacion con el PTX libre

(Xu y cols., 2015).

Actualmente, conjugados a base de HA se estan usando en una nueva estrategia conocida como
quimioinmunoterapia, la cual combina la quimioterapia basada de firmacos anticancerigenos
con inmunoterapia basada en activadores inmunoldgicos para eliminar o inhibir el crecimiento
de células tumorales. De esta forma, se han realizado estudios, en los que el PTX insoluble en
agua se dispersa usando HA para generar un antigeno asociado al tumor en el microambiente
tumoral. Los resultados de dicho estudio sugieren que el tratamiento secuencial de las células
cancerigenas con un agente quimioterapéutico y nanomateriales inmunomoduladores representa

una estrategia prometedora para la terapia del cancer de forma eficiente (Heo y cols., 2015).
5.4.- CONJUGADOS DE FARMACOS BASADOS EN HEPARINA

La heparina, un polisacéarido altamente sulfatado, consiste en unidades repetitivas compuestas
de unidades de glucosamina asociadas mediante uniones [(1-4) a acido glucuroénico. La
heparina presenta numerosas variaciones estructurales: tanto el acido urdnico como la
glucosamina pueden estar sustituidos por grupos sulfatos en el anillo de piranosa. Ademas de su
actividad anticoagulante, la heparina tiene muchas otras funciones fisiologicas asociadas a su
interaccién con diversas proteinas, tales como la inhibicion del crecimiento de células del
musculo liso, regulacién del metabolismo lipidico, unién a factores de crecimiento acidos y
basicos del fibroblasto (FGFs), induccion de la apoptosis, e inhibicion de la angiogénesis y

metdastasis tumoral (Casu y Lindahl, 2001; Garg y cols., 2000).

La angiogénesis —formacioén de nuevos vasos sanguineos a partir de vasos preexistentes— es
un proceso fundamental en multitud de condiciones fisioldgicas y patoldgicas, incluyendo el
crecimiento tumoral, metastasis e inflamacion. Este proceso abarca una intensa interaccion entre
células, factores solubles, y la matriz extracelular (ECM). Las células cancerosas producen
numerosos factores de crecimiento angiogénico, tales como factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF) y FGF basico. Varios estudios han demostrado que la heparina es efectiva en

la inhibicion de VEGF y de la angiogénesis mediada por FGF basico (Norrby, 1993; Norrby y
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Ostergaard, 1996). A pesar de los efectos beneficiosos de la heparina en la terapia contra el
cancer, su fuerte actividad anticoagulante limita sus aplicaciones terapéuticas a altas dosis y en
tratamientos de larga duracion. Por tanto, hay un alto interés en el desarrollo de derivados de
heparina modificada quimicamente para reducir su actividad anticoagulante y aumentar sus

efectos inhibidores en el crecimiento tumoral y en la metéstasis.
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Figura 15. Esquema sintético para la preparacion de conjugados de Heparina-PTX.

Xian et al. prepararon conjugados de heparina-PTX (Wang y cols., 2009) (Figura 15). La
velocidad de liberacion de PTX del conjugado con el espaciador acidico aumentaba
progresivamente en presencia de la enzima esterasa, mientras que el conjugado sin espaciador
era altamente mas estable bajo condiciones fisioldgicas y enzimaticas. Como resultado de la
modificacion quimica, la actividad anticoagulante del conjugado PTX-heparina era
significativamente menor que la de la heparina, debido a que la unién del PTX a la heparina
inducia un cambio conformacional en la estructura de la misma, reduciendo asi la afinidad a la

antitrombina III.

Recientemente se han realizado estudios a cerca de conjugados de farmacos basados en
heparina, ya que ésta tiene la capacidad de autoensamblarse en agua, formando micelas
esféricas. Dichas micelas pueden cargarse covalentemente conectando PTX a grupos hidroxilo
de la heparina mediante un enlace aconitico como espaciador sensible al pH, o bien pueden
cargarse con DOX:Cl y écido félico catiénico (CFA) mediante interacciones electrostaticas en
disolucidén acuosa. A continuacion se estudio la captacion celular y la distribucion intracelular
de dichos conjugados mediante microscopia confocal de barrido laser (CLSM), de manera que
se llegd a concluir que la heparina es una plataforma versatil para el disefio de portadores

inteligentes de farmacos (Liy cols., 2016).

Se han desarrollado multiples sistemas de administracion de farmacos antitumorales basados en
heparina buscando responder a la necesidad de un sistema de administracion ideal que deberia
ser: biocompatible, responder a estimulos, multifuncional (incluyendo actividad antitumoral,
antimetastasica y prevenir efectos angiogénicos). Una buena aproximacion seria un sistema a
base de DOX y heparina en nanoparticulas que se autoensamblan mediante enlace hidrazona

sensible al pH y grupos hidréfobos. Dicha nanoparticula micelar HD-DOX al contar con
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heparina presenta funciones bioldgicas tales como antiangiogénesis y efecto antimetastasico,
ademas de presentar una buena estabilidad y capacidad de liberacion del farmaco mediada por
el pH. Tras su administracion sistémica se observd una mayor acumulacion de DOX en zonas

tumorales (Mei y cols., 2016).

Por tultimo, cabe destacar de la heparina su aporte a la obtencion de imagenes biomédicas. Esta
técnica consiste en la administracion de agentes de formacion de imagen, como las
nanoparticulas de oro que forman nanoparticulas con heparina, para la obtencién de iméagenes

biomédicas no invasivas (Nurrunnabi y cols., 2012).
5.5.- CONJUGADOS DE FARMACOS BASADOS EN PULULANO

El pululano es un exopolisacdrido producido a partir del almidén por un hongo polimorfo
Aureubasidium pullulans. Su estructura quimica se compone de maltotriosa unida por enlaces
glucosidicos a-1,4 y a-1,6 en proporcion 2:1 (Leathers, 2002). El pululano se puede derivar
quimicamente dotandole de nuevas y ftiles propiedades fisicoquimica con aplicaciones
especificas. La introduccién de un grupo carboxilo en el esqueleto del pululano aumenta su
resistencia a la amilasa, lo que permite controlar su velocidad de degradacion in vivo (Shingel,
2004). El derivado sulfatado del pululano tiene una funcidon similar a los agentes
anticoagulantes tales como la heparina y el Dex sulfato. La bioactividad del pululano sulfatado
se ve influenciada por varios factores, tales como el peso molecular y el grado de sustitucion de
los grupos sulfato (Alban y cols., 2002). Ademas el pululano se une selectivamente a los
receptores de las asialoglicoproteinas (ASGPs), que se expresan exclusivamente en la superficie
de las células parenquimales del higado (Kaneo y cols., 2001). Esta habilidad inherente al
pululano ha sido ampliamente explotada para la liberacion direccionada de farmacos y genes al
higado (Hosseinkhani y cols., 2002; Na y cols., 2003). Recientemente se han realizado ensayos
con derivados del pululano para prevenir adherencias abdominales que se puedan dar como
consecuencia de una inflamacioén, una cirugia o una lesion y que podrian llegar a causar
complicaciones graves como dolor postoperatorio, obstruccion intestinal e infertilidad (Bang y

cols., 2016).

Nosuga et al. investigaron el potencial del carboximetil-pululano (CM-Pul) como un portador
de farmacos antitumorales (Nosuga y cols., 1995). Conjugaron el grupo amino de DOX a CM-
Pul (Figura 16a) a través de varios espaciadores tetrapéptidos, incluyendo Gly-Gly-Phe-Gly
(CM-Pul-DOX 1), Gly-Phe-Gly-Gly (CM-Pul-DOX II) y Gly-Gly-Gly-Gly (CM-Pul-DOX III).
Debido a su naturaleza anfipatica, los conjugados se autoensamblaban en soluciones fisiologicas
formando micelas. La cantidad de DOX liberada del conjugado CM-Pul-DOX I en presencia de
enzimas lisosomales del higado era de un 35% en 24 horas, mientras que no habia liberacion de

DOX por parte de los conjugados sin espaciadores. Los efectos antitumorales de estos
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conjugados en ratas portadoras de Walker 256 fueron estudiados monitorizando el peso del
tumor tras una Unica inyeccion intravenosa a una dosis de 0,8 mg/Kg de DOX. Comparado al
DOX libre, los conjugados de CM-Pul-DOX I y CM-Pul-DOX II suprimian significativamente
el crecimiento del tumor, mientras que CM-Pul-DOX III mostraba menos efectos antitumorales
que el DOX libre. Los conjugados sin espaciadores no mostraban efectos antitumorales in vivo,

incluso a la dosis de 20 mg/Kg de DOX.
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Fgura 16. Estructura de: a) Conjugado CM-Pul-péptido-DOX y b) Conjugado Pululano-DOX
sensible al pH.

De forma similar, se prepar6 un conjugado de pululano-fairmaco sensible al pH, mediante la
conjugacion covalente de DOX a CM-Pul a través de un enlace hidrazona (Lu y cols., 2009)
(Figura 16b). Los conjugados formaron nanoparticulas con cargas negativas en sus superficies,
lo que mostraba una baja toxicidad en las células de cancer de mama de ratdon 4T1. Debido a la
presencia del enlazador sensible al pH la liberacion in vitro de DOX de los conjugados a pH 5

era mas rapida que a pH 7.

Otro conjugado interesante es el de pululano galactosilatado-curcumina (LANH2-Pull-Ald-Cur-
SA), que se ha desarrollado con el objetivo de la liberacion especifica de la curcumina en las
c¢lulas de hepatocarcinoma. Dicho conjugado se ha sintetizado en 5 pasos: 1) oxidacion del
pululano (Pull-Ald), 2) introduccién del grupo amino al ligando de direccionamiento (LANH2),
3) conexién de LANH2 a Pull-Ald, 4) modificacion de la curcumina (Cur-SA) y 5) la
conjugacion de Cur-SA a pululano. El conjugado de pululano no galactosilatado-curcumina
(Pull-Cur-SA) también se prepard para comparar la mejora en la citotoxicidad ofrecida por el
grupo de orientacion. Tanto LANH2-Pull-Ald-Cur-SA como Pull-Cur-SA  podrian
autoensamblarse en agua en micelas con didmetros hidrodinamicos de 355 + 9 nm y 363 = 10

nm, respectivamente. Ambos conjugados presentaban una estructura esférica y mejoraban la
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estabilidad de la curcumina en pH fisiologico. En comparacion con Pull-Cur-SA, LANH2-Pull-
Ald-Cur-SA exhibe mayor toxicidad y mayor internalizacion por parte de las células HepG2.
Esto indica una absorcion mejorada por parte del conjugado LANH2-Pull-Ald-Cur-SA a través
de endocitosis mediada por el receptor de las asialo-glicoproteinas en células HepG2 ( Sarika y

cols., 2015).

Cabe destacar por ultimo el caso de un bioconjugado a base de pululano (Pull), disefiado para
atacar selectivamente a metastasis dseas, utilizando un resto de bisfosfonato (alendronato,
ALN). Para ello primero se conjugd covalentemente el PTX al Pull a través de un tetrapéptido
sensible a la captesina-K, seguido de un espaciador autodestructivo alcohol aminobenzilico,
para obtener Pull-(GGPNIle-@-PTX). A continuacién ALN se conjugo6 al esqueleto polimérico
de Pull-(GGPNIle-¢-PTX) usando PEG como espaciador, obteniendo finalmente Pull-(GGPNle-
¢-PTX)-(PEG-ALN), que forma estructuras coloidales esféricas que resultan fisica y
quimicamente estables bajo condiciones fisioldgicas. Estudios in vitro mostraron que dicho
bioconjugado poseia una gran afinidad hacia la hidroxipatita, que simula el tejido dseo. Por otro
lado el PTX se liberaba rapidamente del bioconjugado por escision por accion de la captesina-k

bajo condiciones patoldgicas (Bonzi y cols., 2015).

6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La conjugacion de farmacos antitumorales a portadores macromoleculares ha resultado ser una
estrategia efectiva a la hora de maximizar los efectos terapéuticos de estos farmacos evitando, al
mismo tiempo, los efectos secundarios. Los polisacaridos naturales tienen un enorme potencial
para el disefio de conjugados macromoleculares de farmacos debido a su hidrofilia,
biocompatibilidad, capacidad de biodegradacion, facil modificacion quimica, y sus
caracteristicas fisicoquimicas. A lo largo de este trabajo hemos tratado las distintas estrategias
de sintesis y el reciente desarrollo de numerosos conjugados de farmacos basados en
polisacéridos, direccionados a distintos tipos de tumores. Comenzando con el direccionamiento
pasivo de los farmacos antitumorales al tejido canceroso mediante la simple conjugacion de
dichos farmacos a polisacaridos, en los ultimos afios se ha investigado mucho a cerca de nuevos
conjugados que pudieran liberar el firmaco en el tejido tumoral de forma selectiva gracias a un
mecanismo de direccionamiento activo. La captacion selectiva y activa de estos conjugados en
las células tumorales podria lograrse tanto mediante la conjugaciéon de una molécula bio-
reconocible al esqueleto del polisacarido (ej. Conjugado folato-heparina-PTX), como mediante
la conjugacion directa de farmacos a polisacaridos que posean una capacidad inherente de
reconocer receptores especificos de las células tumorales (ej. Conjugados HA-farmacos).

También varios ligandos, como ligandos &cido-sensibles (ej. Cis-aconitil y enlaces hidrazona),
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enlaces escindibles enzimaticamente o enlaces sensibles a reducciones, han sido utilizados para
asegurar la liberacion controlada del farmaco en el tejido diana.

Sin embargo, un funcionamiento exitoso de estos conjugados macromoleculares de farmacos
requiere de la optimizacion de varios pardmetros como, caracteristicas del portador
macromolecular, caracteristicas de la molécula espaciadora entre farmaco y portador,
estabilidad de dicho espaciador en la circulacion vascular, liberacion del farmaco en el tejido
diana, y una comprension mas detallada del microambiente tumoral. Por ello, a pesar de todos
los aspectos prometedores de esta terapia, en comparaciéon con otros polimeros sintéticos
(biodegradables), solo algunos conjugados de fAirmacos basados en polisacaridos han entrado en
fase de ensayos clinicos. Recientemente, el conjugado OX-Dex-DOX ha mostrado una
toxicidad significativa en los estudios de fase I, posiblemente debido a la toxicidad del portador
OX-Dex. Por lo tanto, resulta importante el hecho de que la modificaciéon de los polisacéridos
no altere sustancialmente sus caracteristicas fisicoquimicas o biologicas.

En los ultimos afios, la combinaciéon de terapias utilizando conjugados portadores de dos
agentes quimioterapéuticos ha ofrecido nuevas esperanzas a la hora de mejorar el potencial
terapéutico, ya que pueden atacar las células tumorales a través de multiples mecanismos e
inhibir asi de forma efectiva el crecimiento tumoral.

En conclusion, es evidente que los conjugados de farmacos basados en polisacaridos tienen un
potencial muy prometedor en la terapia antitumoral y van a constituir una nueva via muy

importante en el camino a seguir para reducir la mortalidad asociada a esta enfermedad.
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