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RESUMEN

El neuroblastoma es el tumor sélido extracraneal mas comun en el primer afio de vida y el
tumor mas letal durante la infancia. Se caracteriza por tener un comportamiento clinico
agresivo y altamente heterogéneo especialmente visible en los casos de regresion o recaida
espontdnea. Los sintomas clinicos asociados al tumor van a variar en funcién del origen del
tumor, la edad del nifio, el estadio tumoral y la presencia o no presencia de metastasis dando
a su vez un pronodstico mas o menos favorable.

Aunque la quimioterapia combinada intensiva ha mejorado significativamente la tasa de
supervivencia de pacientes con diferentes tipos de tumores malignos no tiene tal efecto en
bebés y nifios con neuroblastoma avanzado o de alto riesgo (IV estadio), donde el tumor es
irresecable y la tasa de respuesta a estas terapias suele ser muy baja, siendo solo el 40% de
pacientes los que responden completamente a la quimioterapia.

Por ello, es esencial la introduccion de nuevos agentes antitumorales, asi como el desarrollo
de nuevas terapias dirigidas, entre las que encontramos: la vehiculizacion de agentes
antitumorales en nanoparticulas, lainmunoterapia o las moléculas pequefias inhibitorias, con
el objetivo de aumentar la eficacia del tratamiento antitumoral, disminuir los efectos tdxicos
gue provoca la quimioterapia convencional y personalizar el tratamiento.

4+ Palabras clave: Neuroblastoma, Nanoparticulas, Terapias dirigidas, Cancer,

Quimioterapia, Inmunoterapia, Biomateriales, Nuevas estrategias terapéuticas.

ABSTRACT

Neuroblastoma is the most challenging extracraneal solid childhood tumor and it is associated
whit the greatest rate of death in paediatric oncology. It is characterized by aggressiveness
and highly heterogeneous clinical behavior wich is especially visible in spontaneous regression
or relapsed cases. Clinical symptoms associated with the tumor are going to vary depending
on the localization of the primary tumor, the child’s age, the tumor stage and the presence or
absence of metastasis which will conclude in better o poorly outcomes.

Although intensive multiagent chemotherapy has significantly improved the survival rate of
patients with different types of tumors, it has no such effect in high-risk neuroblastoma
patients (IV stage), where tumor is irresectable and the response rate to these therapies is
usually very low. Only 40% of patients show a complete response to chemotherapy.

For this reason is completely essential the introduction of novel anticancer agents, in addition

to the development of new targeted therapies such as: nanocarriers vehicles, inmunotherapy
or inhibitory small molecules, which have the purpose of enhancing the effectiveness,
reducing residual toxicity produced by conventional chemotherapy and having tailored
treatments.

- Keywords: Neuroblastoma, Nanocarriers, Targeted therapies, Cancer, Chemotherapy,
Inmunotherapy, Biomaterials, Novel therapheutic strategies.
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INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

El neuroblastoma (NB) es un tipo de cancer embrional, representa el 7% del total de canceres
en la poblacién pediatrica y es el responsable del 15% de muertes por cancer infantil %)

Se suele diagnosticar durante el primer aino de vida, aproximadamente el 40% de os pacientes
son menores de un aino mientras que menos de un 5% de los pacientes superan los diez afios
de edad @,

Los procesos cancerosos estan principalmente originados por mutaciéon de proto-oncogenes
gue codifican para ciertas proteinas implicadas en el control del ciclo celular y de genes
supresores de tumores que codifican para proteinas encargadas de inducir la apoptosis
celular. El resultado de estas alteraciones va a suponer un exceso en los procesos de
proliferaciéon y diferenciacién celular que daréan lugar a la formacién de un tumor @)
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La evolucion de células sanas hacia el desarrollo de una masa tumoral maligna se produce tras la acumulacion de multiples
mutaciones durante el proceso de mitosis. Estas mutaciones van a producir un descontrol en el ciclo celular haciendo que las
células se multipliquen sin control.

Mientras que para los canceres no metastasicos localizados, como el neuroblastoma de bajo
riesgo (estadios | y I1), la extirpacion quirurgica seria la base del tratamiento.

Para los canceres metastasicos, entre los que se encuentra el neuroblastoma de alto riesgo
(estadios IV y IVS), el uso de quimioterapia neoadyuvante, adyuvante y de mantenimiento es
imprescindible ya que la mayoria de estos tumores son irresecables.

La quimioterapia esta basada en la inhibicién de células de rapido crecimiento, caracteritica
de las células cancerosas. Sin embargo, no es una terapia selectiva por lo que también afectara
a células sanas que tengan un ciclo rdpido de proliferacidn. La destruccién indiscriminada de
células sanas provocada por la quimioterapia convencional va a dar lugar a serios problemas
toxicidad, junto con el desarrollo de resistencia a multiples farmacos remarca la necesidad de
encontrar nuevas terapias dirigidas que sean efectivas basadas en los cambios de la biologia
molecular del tumor &4,

En los ultimos afos se han realizado grandes avances en la comprensidon de la biologia
molecular del neuroblastoma. La siguiente fase y el actual objetivo, es la integracion todos los
nuevos conocimientos adquiridos a cerca de la genética y la biologia de la enfermedad para
mejorar la prediccidn del prondstico del neuroblastoma y favorecer el desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas mads precisas y menos toxicas, permitiendo que existan terapias
personalizadas para los nifios con esta enfermedad. Dirigiendo las terapias intensas a nifios
gue verdaderamente las necesiten evitando asi, el tratamiento innecesario y minimizando la
morbilidad en aquellos pacientes que no sea necesario 9.
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Es por ello, que la nanomedicina esta gradualmente ganando relevanciaen el area de Ia
oncologia.

Esta incluye diferentes tipos de sistemas coloidales a escala nanométrica que permiten la
encapsulacion de multiples agentes antitumorales, mejorando la permeabilidad y retenciéon
del farmaco en la célula cancerosa. Ademas, las nanoparticulas se pueden funcionalizar
mediante la conjugacion a su superficie de pequefios péptidos o anticuerpos monoclonales
con el fin de administrar selectivamente los farmacos vehiculizados a los tejidos tumorales.

OBJETIVOS

El objetivo de este estudio bibliografico es analizar el desarrollo de:

- Nuevas estrategias terapéuticas con el fin de dirigir directa o indirectamente la terapia
antitumoral a los tejidos cancerosos, aumentando la eficacia terapéutica y
disminuyendo los efectos toxicos adversos.

- Nuevos biomarcadores que puedan ser Utiles en para la terapia dirigida frente al
neuroblastoma.

- Terapias personalizadas que incrementen la supervivencia para los pacientes
diagnosticados con neuroblastoma de alto riesgo y disminuyan la toxicidad asociada al
tratamiento en pacientes con neuroblastoma de intermedio y bajo riesgo.

Se profundizard principalmente en el posible futuro uso de la nanomedicina como alternativa
a la quimioterapia convencional.
Finalmente se analizard la utilidad de las nanoparticulas en el diagndstico de la enfermedad.

METODOLOGIA

Con el fin de alcanzar los objetivos propuestos, se ha realizado una busqueda bibliografica
mediante la utilizacién de diferentes bibliotecas y bases de datos entre las que encontramos:
Pubmed (NCBI), Google Scholar, Up To Date, Medline, Elsevier y ClinicalKey entre otras.

La busqueda se realizé en inglés, utilizando palabras clave como “Neuroblastoma”,
“Nanocarriers”, “Nanoparticles”, “Cancer”, “Chemotherapy”, “Inmunotherapy”,
“Biomaterials”, “Targeted therapies” y “Novel therapheutic strategies”.

Posteriormente, se seleccionaron y estudiaron los articulos de interés.

En cuanto a la seleccidn, se restringié la busqueda a aquellas publicaciones disponibles en
lengua inglesa o castellano publicados en los ultimos 20 afios.

Por otro lado, el estudio de las publicaciones de interés se realizd prestando especial atencién
al abstract y a las conclusiones de cada articulo.

De las publicaciones seleccionadas y estudiadas se incluyeron ademas otras referencias

provenientes de fuentes primarias, revistas académicas y instituciones oficiales que
desarrollan su labor en el campo de la oncologia.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Etiopatogenia y Clasificacion del Neuroblastoma

El neuroblastoma (NB) es el tumor extracraneal
so6lido mas comun en la infancia. Es un cancer de
origen embrional que afecta a las células
precursoras del sistema nervioso simpatico,
normalmente originado en las glandulas
suprarrenales o en el tejido nervioso paravertebral
desde el cuello a la pelvis. El tumor se puede
desarrollar en cualquier zona a lo largo del sistema
nervioso simpatico, sin embargo la localizacién del
tumor primario mas frecuente tiende a ser el
abdomen 7,

Se caracteriza por ser una enfermedad altamente
heterogénea; en la que el tumor puede disminuir o
desaparecer espontdaneamente, incluso  sin
tratamiento, o bien puede exhibir un fenotipo
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maligno muy agresivo con una muy baja tasa de respuesta a la terapia intesiva multimodal.

El comportamiento clinico de la enfermedad va a estar influenciado por una serie de factores
claves: el estadio tumoral (1, 2, 3, 4 y 4S), la edad en el diagnéstico, la histopatologia vy la

genética molecular del tumor @),

4+ Marcadores bioldgicos moleculares

- Amplificacion del proto-oncogen MYCN: marcador genético de la agresividad del
tumor. Estd asociado a baja efectividad terapéuticay resultados clinicos desfavorables,
independientemente de la edad, localizacién y las caracteristicas clinicas del tumor.
Ploidia: los tumores primarios triploides o hiperdiploides han mostrado prondsticos
mas favorables a comparacion de aquellos diploides.

Mutacion del gen ALK: Mutacion germinal oncoiniciadora del neuroblastoma junto
con el gen MYCN. Se correlaciona con una supervivencia mas precaria en pacientes
con neuroblastoma de riesgo intermedio y alto.

Anomalias cromosdmicas segmentarias (deleccion de los CRM 1p y 11q): estan
relacionadas con la amplificacion de MYCN, mostrando un peor prondstico.
Sobreexpresion del gen TERT: Alteracidon gendmica que favorece el alargamiento de
los teldmeros, esta altamente relacionada con la edad de diagndstico y se asocia a
mayores tasas de mortalidad.

Otros marcadores: ligandos de receptores tirosin-kinasa (Trk-A y Trk-B), mutacion del
gen PHOX2B y de ATRX.

Basandonos en las variables clinicas y bioldgicas los lactantes y nifios diagnosticados con
neuroblastoma se pueden clasificar en 3 grupos de riesgo: bajo, intermedio y elevado riesgo

de recidiva 49,
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Esta clasificacion es usada para definir las diferentes estrategias terapéuticas.

» Neuroblastoma de bajo riesgo = Reseccion total del tumor y Unicamente si tras la
cirugia se detecta amplificacién del gen MYCN se suplementaria con quimioterapia y
radioterapia de mantenimiento.

» Neuroblastoma de riesgo intermedio - El tratamiento habitual incluiria cuatro ciclos
de quimioterapia neoadyuvante, con el objetivo de disminuir el tamafno del tumor,
previos a la intervencidn quirudrgica. En este caso, deberiamos administrar radioterapia
de mantenimiento a pacientes sintomaticos que no han respondido adecuadamente a
la quimioterapia inicial.

» Neuroblastoma de alto riesgo = El tratamiento base estaria compuesto por:

- Tratamiento de induccién: administracién de quimioterapia intensiva neoadyuvante
seguida de la intervencion quirurgica.

- Tratamiento de consolidacién: se administra quimioterapia adyuvante, con el fin de
eliminar los posibles restos cancerigenos, combinada con un trasplante autdlogo de
células madre y radioterapia local.

- Tratamiento de mantenimiento: incluye acido retindico con el fin de diferenciar las
células malignas restantes y el uso de isotritenoina en combinacién con anticuerpos
antiGD,.

Aproximadamente la mitad de los pacientes diagnosticados con neuroblastomas son
clasificados como de alto riego, quienes presentan una media de supervivencia del 50% a
pesar de la duracidn, intensidad y toxicidad del tratamiento ).

2. Integracion de la nanomedicina en el tratamiento del neuroblastoma

Actualmente, la nanotecnologia es considerada una de las estrategias mas novedosas para la
administracion de farmacos frente a tumores cancerigenos.

Los productos basados en nanotecnologia se estan utilizando ampliamente, tanto en la clinica
y la administracién y distribucién de farmacos, como en el diagnédstico de la enfermedad.

Los “nanocarriers” o “nanotransportadores” son sistemas coloidales caracterizados por tener
un tamafo de particula submicrénica, normalmente menor de 400 nm, en los cuales el
farmaco esta atrapado dentro de la matriz coloidal de la nanoparticula o recubierto en la
superficie de la particula a través de conjuncién o adsorcidn.

Estos se caracterizan por tener la capacidad de alterar diversas propiedades basicas y la
bioactividad de los farmacos citotdxicos, mejorando notablemente las propiedades
farmacocinéticas y la biodistribucion de los mismos. Como resultado se observara un aumento
en la eficacia terapéutica con la aparicidn de efectos adversos minimos. Ademas, mejoran la
solubilidad y estabilidad protegiendo el farmaco de una degradacion prematura, reducen el
aclaramiento renal incrementando el tiempo de vida media del farmaco en el torrente
sanguineo y permiten una liberacién controlada del farmaco en el lugar especifico de accidon
ya sea de forma pasiva o activa 1 1),
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2.1 Clasificacion de las nanoparticulas (NPs)

Diversos nanomateriales han sido desarrollados y estudiados para el diagnéstico y la
administracion de diferentes agentes citotdxicos.

Encontramos tres tipos de nanoparticulas que pueden vehiculizar diferentes agentes
terapéuticos: Orgdnicos, inorganicos e hibridos.

o Nanoparticulas Organicas

Las nanoparticulas orgdnicas estan basadas en moléculas orgdnicas naturales o sintéticas.
Una de sus caracteristicas mas importantes es que ofrecen rutas relativamente simples
para la encapsulacién de materiales. Esto, junto con el hecho de que las moléculas
utilizadas para su fabricacion pueden ser biodegradables, hace de las NPs organicas uno
de los sistemas mads atractivos para el suministro de medicamentos y aplicaciones
biomédicas (12). Entre todas ellas, vamos a destacar:

- Nanoparticulas Lipidicas Sdlidas (SLNs):
transportadores coloidales de tamafio
nanométrico. Por su naturaleza, permiten [
incorporar farmacos lipofilos e insolubles en 3
agua; aunque recientes avances en la
investigacion de SLNs han hecho posible la
incorporacion de farmacos hidroéfilos e idnicos.
Estas ofrecen numerosas ventajas entre las
gue destacamos: mayor estabilidad, liberacién
del farmaco controlada, buena tolerancia Esquema de un SLN
(ausencia de toxicidad), elevada capacidad de
carga, aumento de la biodisponibilidad de farmacos poco solubles y produccién a
gran escala facil y econémica (1+12),

& &> surfactant
e

— Co-surfactant

Lipid matrix

Loaded drug

- Liposomas, vesiculas y micelas poliméricas: nanoparticulas coloidales esféricas
cuyo nucleo hidroéfilo esta rodeado por una o varias bicapas lipidicas compuestas
por fosfolipidos anfifilicos. Este hecho, les permite encapsular farmacos hidrofilos
e hidréfobos. Pueden ser unilaminares (UVs) o multilaminares (MLVs), lo que les
permite encapsular mas de un agente terapéutico. Ademas, son altamente
versatiles pudiendo controlar su tamafio, carga de superficie y uso. Por otro lado,
permiten funcionalizar su superficie con ligandos dirigidos al tumor utilizados en
diversas terapias dirigidas (:112),

Hydrophilic segment
of block copolymer

Lipophilic drug

Hydrophobic

Lipid bilayer o

Hydrophilic

shell
Central aqueous core

Hydrophilic drug

Estructura de un liposoma Estructura de una micela polimérica
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- Dendrimeros: moléculas poliméricas tridimensionales altamente ramificadas de
tamafo nanoscépico. El disefio de esta nanoparticula ofrece un control
extraordinario sobre la forma, el tamafio, la longitud de las ramificaciones y la
funcionalizacién de la superficie que permite la conjugacion de maultiples
moléculas.

Central core \ ‘ Encapsulated drug

Los farmacos pueden ser encapsulados de /

forma no covalente en el nucleo del 4
dendrimero o bien, pueden conjugarse
covalentemente a su superficie permitiendo
personalizar los perfiles de liberaciéon del
farmaco mediante procesos de
despolimerizacién controlados 311,

e 7 Terminal groups

/ on the surface

- Nanoparticulas poliméricas (PNPs): sistemas esféricos coloidales biodegradables
de tamafio nanométrico, entre los que diferenciamos:

en la matriz polimérica. Conjugated drug

Hydrophobic core

en el nucleo liquido (hidréfilo o
lipdfilo) y encapsulado por una
membrana sélida polimérica. T Targeting moiety

Encapsulated drug

. , , Esquema de Nanoparticula Polimérica (PNPs)
Estos nanocarriers son el vehiculo mas

efectivo para terapias dirigidas de larga duracién frente al cancer 311,

o Nanoparticulas inorganicas

Las nanoparticulas inorgdnicas estdan emergiendo como un nuevo sistema de
administraciéon de farmacos debido a las propiedades fisicas tan especiales que tienen,
entre las que se incluyen: propiedades dpticas, magnéticas, electronicas y cataliticas
dependientes del tamafio. Estas nanoparticulas poseen elevada estabilidad, gran area
de superficie, abundantes y diferentes funciones fisicoquimicas y diversos
comportamientos biolégicos especificos (13,

Entre ellas encontramos algunas como los nanotubos de carbono (CNTs), las
nanoparticulas de silice mesoporosa (MSNs) y las nanoparticulas magnéticas (MNPs).

- Nanotubos de carbono (CNTs): redes hidrofobas tubulares de carbono atémico.

Son nanoparticulas formadas por una o varias [aminas de grafeno enrolladas entre
si formado una estructura en forma de tubo, dando lugar a CNTs de pared simple
(SWCNTs) y de pared multiple (MWCNTs) (1),
Su mayor inconveniente es que es totalmente insoluble dando lugar a problemas
de toxicidad. Sin embargo, la funcionalizacidn de su superficie permite superar
estos obstaculos haciendo de estos nanotransportadores un vehiculo
biocompatible, no biodegradable y poco inmunogénico. Su alta e inherente
elasticidad permite la posibilidad de administrar intracelularmente los fdrmacos
mostrando efectos téxicos minimos (3,
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- Nanoparticulas de silice mesoporosa (MSNs):
Nanomateriales caracterizados por
ser capaces de albergar grandes Surface functionality
cantidades de farmacos gracias a su
arquitectura tipo panal que incluye
cientos de poros de diametro
nanoscopico.
Las MSN estan siendo muy utilizadas
en el campo de la nanomedicina por
sus excelentes propiedades como alta
versatilidad sintética, elevada
capacidad de ca rga tera péutica y bajo Esquema de una Nanoparticula de silice mesoporosa (MSNs)
coste de elaboracioén.
Ademas, su superficie puede ser facilmente funcionalizada, con una o varias dianas
terapéuticas, mejorando la citotoxicidad y selectividad, y aumentando la
concentracion de antineoplasico dentro de las células malignas mediante la
interaccion ligando-receptor (1),

Loaded drug

Mesopores

@

__O. 4= Silica material

- Nanoparticulas Magnéticas (MNPs): Preparadas a partir de suspensiones
coloidales estables de MNPs en medios liquidos, compuestos normalmente de
oxidos de hierro. Tienen la capacidad de actuar especificamente en las células
malignas disminuyendo asi la exposicion sistémica de los componentes citotoxicos.
La focalizacién de las MNPs al tumor lo consiguen gracias a su comportamiento
magnético, que hara que un campo magnético externo les haga de guia.

Ademas, estos nanomateriales permiten la funcionalizacién de su superficie que
disminuye el riesgo de formacién de aglomerados y elimina la magnetizacidon
remanente; aumentando la bioestabilidad y biodegradabilidad y disminuyendo los
efectos adversos toxicos.

Su mayor limitacion es su gran dependencia al tamafio, esto es debido a que MNPs
mayores de 200 nm son captadas por el bazo y menores de 10 nm se eliminan
facilmente via renal 40,

2.2 Mecanismos de focalizacion y funcionalizacion de la superficie de nanoparticulas

Los nanomateriales estan disefiados para ser administrados via intravenosa. Van a realizar una
accion sistémica con la capacidad de localizar el tejido tumoral permitiendo la acumulacién y
el alcance de mayores concentraciones terapéuticas del fdrmaco dentro de la masa tumoral.

Los nanocarriers son capaces de localizar los tumores sélidos mediante difusion pasiva gracias
al microentorno caracteristico y diferente adyacente a las células tumorales, terapias dirigidas
activas a la masa tumoral mediante la funcionalizacién de la superficie de la nanoparticula con
una fraccidon quimica que tenga afinidad por un marcador especifico que se encuentre
sobreexpresado en tejido tumoral, o bien, mediante el desencadenamiento de la liberacidn
de la carga util de un nanotransportador sensible al entorno, mediante un estimulo local como
el pH o la temperatura 4.
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% Mecanismo Pasivo

Los nanomateriales como liposomas, nanoparticulas poliméricas o micelas, se van a acumular
en los tejidos tumorales generalmente por el incremento de la permeabilidad y el efecto de
retencidn (EPR effect), causado durante el proceso angiogénico en el cual, con el objetivo de
aumentar el drenaje linfatico, se produce la formacién de nuevos vasos sanguineos altamente
permeables que conducen a los nanomateriales a la ubicacién del tumor, liberando los
farmacos citotdxicos en un lugar mas préximo a las células tumorales.

Sin embargo, las diferencias entre el modelo animal y los pacientes reales, asi como la menor
penetracion de los nanomateriales en el tejido tumoral seleccionado, son las mayores
desventajas de la focalizacién pasiva que no pueden ser ignoradas.

* Nanoparticulas de PLGA cargadas con cisplatino

El cisplatino es un agente quimioterapico altamente utilizado. Sin embargo, su efecto
terapéutico esta limitado por la dosis debido a que en elevada dosis produce malestar
gastrointestinal y nefrotoxicidad.

Gracias al desarrollo de nanoparticulas biodegradables de PLGA cargadas con este
agente terapéutico, se ha conseguido un aumento de la concentracion de farmaco en
las proximidades de la masa tumoral potenciado por el efecto EPR, mejorando
notablemente la eficacia terapéutica. Ademas, estas nanoparticulas permiten una
liberacién controlada del farmaco lo que se traduce en una disminucion significativa
de la toxicidad y el aumento de la seguridad del medicamento (>

o\ A
EPR effect Tumor tissue - ~.. ‘_' i 1. Binding of ligand-anchored
Leaky 5 ”:.-, . at nanocarrier surface to
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Blood vessel vasculature
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Drug-loaded : T o :

nanocarriers Drug-loaded nanocarriers > 2. Binding of ligand-anchored
entering tumor tissue through - at nanocarrier surface to
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on endothelial cell

& Drug-loaded nanocarriers
A Ligand for tumor cell targeting
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(A) Mecanismo pasivo: las NPs son capaces de llegar al tejido tumoral gracias al incremento de permeabilidad.
(B) Mecanismo activo: la funcionalizacion de la superficie de NPs con moléculas que se encuentran sobreexpresados

en el microambiente tumoral permite la liberacion de los farmacos en la ubicacion de la masa tumoral debido al
reconocimiento ligando-receptor.
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4+ Mecanismo Activo

En los tumores tanto las células epiteliales como las estromales van a expresar marcadores de
superficie accesibles desde la circulacidn, que son indetectables o se encuentran inaccesibles
en los tejidos sanos. Estos marcadores pueden ser utilizados como dianas terapéuticas para
dirigir selectivamente al agente anticancerigeno a la localizacién del tumor (16,

Para utilizar este enfoque, es necesario controlar la quimica involucrada en la funcionalizacién
de la superficie de las nanoparticulas con ligandos “dirigidos” altamente especificos, como
anticuerpos monoclonales, péptidos, carbohidratos y vitaminas, que puedan usarse como
puntos de unién al ser reconocidos por los diferentes receptores o antigenos sobreexpresados
en las células cancerigenas (7).

El resultado de este mecanismo va a ser el aumento de la eficacia terapéutica evitando la
multirresistencia de farmacos (MDR).

Esto se debe a que ademas de permitir la liberacidn del contenido citotdxico cerca del tumor,
la nanoparticula serd capaz de unirse a la membrana de las células tumorales y, en algunos
casos, podra ser internalizada en las células donde se liberaria su contenido.

3. Nanoterapias dirigidas para el neuroblastoma

Actualmente se estan llevando a cabo diversos estudios clinicos que involucran diferentes
clases de nanoparticulas en el tratamiento del neuroblastoma infantil.

Mds concretamente, nos centraremos en la busqueda de nuevas terapias dirigidas y
alternativas terapéuticas, como los reservorios de seda, que aumentan la afinidad de la NP al
tejido tumoral permitiendo la captacion especifica del farmaco.

La gran heterogeneidad del NB va a dar lugar a un amplio rango de fenotipos celulares
diferentes. En estos, se van a observar diversos tipos de marcadores celulares que se
encuentran sobreexpresados y que pueden contribuir en el proceso cancerigeno.

Por eso la identificacion y el bloqueo de estos marcadores puede ser una alternativa muy util
en el tratamiento de la enfermedad. Por un lado, una vez se haya identificado el fenotipo
conseguiriamos una terapia farmacolégica mds personalizada; por otro lado, estos
marcadores servirian de guia para el desarrollo de una terapia dirigida mas efectiva y con
menos efectos téxicos secundarios.

» Terapia Anti-GD2 mAb

La mayoria de los fenotipos de NB tienen elevados niveles de disialoganglidsido (GD>),
por ello se han desarrollado multiples anticuerpos frente al GD, como el dinutuximab.
Este agente terapéutico es muy usado en la quimioterapia de mantenimiento, sin
embargo, dosis prolongadas de este agente dan lugar a toxicidad neuropatica. Con el
objetivo de mejorar los datos de supervivencia general, reducir la toxicidad y aumentar
la seguridad en la administracion, se ha desarrollado un nuevo método basado en Ila
funcionalizacién de la superficie de NP metalicas, principalmente de hierro u oro, con
el anticuerpo anti-GD;, dinutuximab, observando un aumento significativo de la
eficacia evitando el fendmeno de resistencia a multiples farmacos (MRD) (1:18-20),
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» VEGF como diana terapéutica

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) juega un papel esencial en el
proceso de angiogénesis tumoral y esta altamente expresado en el NB de alto riesgo.
El anticuerpo monoclonal, bevacizumab, se une selectivamente a esta proteina
inhibiendo el proceso de angiogénesis que resultard en la muerte celular.

Por ello se ha disefiado un nuevo nanocompuesto donde el bevacizumab se encuentra
conjugado a nanoparticulas de silice mesoporosa cargadas de doxorrubicina (DOX).
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doxorrubicina (DOX)
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Este nanomaterial proporciona una nueva alternativa para el uso seguro y eficaz del
bevacizumab y la doxorrubicina. Va a contribuir la inhibicién del VEGF, mejorando la
eficacia angiogénica. Ademas de evitar los efectos adversos de la DOX, disminuyendo

principalmente la toxicidad cardiaca y la hepatotoxicidad %),

» Terapias inhibitorias del proteasoma

El bortezomib (BTZ) es un inhibidor de primera clase del proteasoma cuya libre
administracion se ve limitada por la aparicién de efectos téxicos y farmaco-resistencia.
La inhibicion del proteasoma causa la acumulacion de diversas proteinas que limitaran
la supervivencia celular.

Para obtener un uso mas efectivo y eficaz, se ha desarrollado una nueva nano-
formulacion basada en la encapsulacién de BTZ en un liposoma funcionalizado con el
péptido NGR. Este se acopla en la superficie del liposoma para dirigirlo a las células
endoteliales APN-positivo presente en los vasos sanguineos angiogénicos 22,

Con el fin de mejorar el indice terapéutico disminuyendo la toxicidad de los tratamientos, se
ha identificado y desarrollado un nuevo péptido, llamado HSYWLRS, que actua como ligando
especifico de las células del NB de alto riesgo (19,

La eficacia de este péptido como ligando para el desarrollo de un sistema de liberacion dirigido
se estudid mediante su conjugacidon a nanoparticulas liposomales cargadas de DOX. Este
nanomaterial es capaz de desencadenar el efecto EPR, aumentando la penetracidon de DOX en
las células tumorales y la eficacia terapéutica.

Este aumento de eficacia terapéutica se va a conllevar una inhibicién significativa del
crecimiento del tumor y una supervivencia mejorada en modelos preclinicos de NB (16:23),
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Debido a los diversos mecanismos que pueden provocar la resistencia a multiples farmacos
en el neuroblastoma, es posible que el enfoque de las terapias a una Unica diana terapéutica
no sea suficiente para tratar la enfermedad con éxito.

Las terapias epigenéticas tienen como objetivo revertir las alteraciones existentes en el
patrén epigenético de las células tumorales y son capaces de actuar a nivel de distintos
procesos celulares. Dentro de estas encontramos el uso de micro-RNAs (miRNA).

Los miRNAs son pequefias moléculas de ARN no codificantes capaces de regular la expresion
de multiples genes a nivel post-transcripcional 24,

Estan disefiados para su administracion IV o subcutdnea. Sin embargo, la administracion de
micro-RNAs en forma libre da como resultado una biodisponibilidad bastante baja debido a
gue se van a concentrar mayoritariamente en el higado donde se metabolizan y eliminan
rapidamente (42%). Por ello, se estan utilizando estrategias, entre las que destaca la
encapsulaciéon en nanomateriales como liposomas y nanoparticulas de silice mesoporosa
(MSNs), que permitan mejorar la biodistribucién de los miRNAs.

Actualmente, se han descubierto y desarrollado numerosos miRNAs que actdan o regulan
algunas de las propiedades oncogénicas que influyen en el neuroblastoma, con el objetivo de
limitar la capacidad metastdsica de las células de NB.

«* miR-34a

Este microRNA se ha identificado como un importante supresor del NB.

Va a inducir la activacion de una via apoptdtica mediada por caspasas cuando se
sobreexpresa en las lineas celulares de neuroblastoma, reduciendo asi, la proliferacion
celular. Sin embargo, se encuentra en una regién cromosdémica comunmente
delecionada en esta enfermedad, haciendo de su administraciéon una terapia idilica
para combatir el NB (2425),

Ademas, estd directamente relacionado con la actividad del gen MYCN. La
sobreexpresion de miR-34a inhibe a MYCN bloqueando el factor de crecimiento
endotelial y vascular, disminuyendo la angiogénesis.

Por tanto, el objetivo principal es conseguir desarrollar una terapia de miRNAs dirigida
a la localizaciéon tumoral. Para ello, se llevaron a cabo varias estrategias como la
encapsulacién de miR-34a en liposomas. Sin embargo, los resultados de este modelo
podian ser mejorables, por ello se conjugé el anticuerpo GD>, dinituximab (ch14.18),
sobre la superficie de nanoparticulas de silice mesoporosa cargadas de miR-34a.

Esta novedosa formulacidn, permite una mayor acumulaciéon de nanoparticulas en la
localizacién del tumor gracias a la elevada especifidad de las anti-GD2-NPs. Ademas,
debido a las propiedades de las MSNs se consigue una mayor capacidad de carga de la
droga, asi como la liberacion de esta de manera constante, lo que va a resultar en un
aumento de las sefales apoptéticas y, por tanto, un aumento de la muerte celular.
Como resultado de la combinacién de las acciones antiangiogénica y antiproliferativa
con la sobreexpresion de miR-34a, se puede observar una gran reduccién en la
vascularizacion del tumor y en el crecimiento y tamaio de la masa tumoral. Por lo
tanto, el uso de anti-GD,-NPs-miR-34a podria aumentar de forma significativa la
eficacia del tratamiento frente al neuroblastoma (),
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% ALK-siRNAs

La mayoria de los diferentes fenotipos de NB se caracterizan por tener los genes MYCN
y ALK mutados. Ambos genes se encuentran muy cercanos uno del otro en el
cromosoma, siendo normal que la amplificacion del locus de MYCN implique la
amplificacion de el del gen ALK. Por ello, la administracion localizada de pequeiios RNA
dirigidos especificamente a combatir la mutacién de ALK puede mejorar
considerablemente el prondstico de la enfermedad.

El crizotinib es el Unico inhibidor de ALK aprobado por la FDA. Sin embargo, su limitada
actividad en el NB provocada por la adquisicion de resistencia al fdrmaco ha promovido
el desarrollo de X-396, un nuevo inhibidor de tirosina-kinasa bien tolerado, con
elevada actividad antitumoral y menor toxicidad sistémica gracias a que su mayor
selectividad. La combinacién de la actividad antitumoral del X-396 con liposomas
cargados de ALK-siRNA, aumenta favorablemente la eficacia de la terapia dirigida
frente al NB, en comparacion con la administracién de crizotinib (),

Como resultado de los estudios realizados, se observa una potente caida en el gen ALK
gue da lugar a la inhibicion del crecimiento celular y a un aumento de la supervivencia.

o Reservorios de seda

Uno de los objetivos mds importantes en el tratamiento del NB es el desarrollo de sistemas
de liberacion de farmacos dirigidos con el fin de mejorar el indice terapéutico, la eficaciay la
calidad de vida de los pacientes.

Diversos sistemas, entre los que se incluyen las micro y nanoparticulas, han sido estudiados
para mejorar el transporte sistémico de diferentes agentes quimioterapicos. Sin embargo, los
efectos toxicos de algunos farmacos persisten 7). Para estos farmacos se necesitaria otra
alternativa terapéutica, como los reservorios de seda.

La seda es un excelente candidato para transportar farmacos debido a su estructura quimica
gue le permite interaccionar con moléculas hidrofébicas, hidrofilicas y cargadas. Ademas, es
biocompatible, biodegradable, altamente versatil, permite una liberacién controlada de
medicamentos y provoca baja respuesta inmunogénica (2728,

Actualmente se estan realizando diferentes estudios en los cuales se evalua la eficacia de este
material en el tratamiento del NB. En ellos, se han empleado altas dosis de farmacos téxicos
de dificil manejo como: doxorrubicina (DOX), cisplatino y vincristina.

Una vez formados los reservorios de seda, estos se implantaran durante la cirugia
directamente en el centro del tumor donde los farmacos se irdn liberando poco a poco,
evitando efectos téxicos secundarios que provoca la quimioterapia sistémica convencional.
La implantacion de estos sistemas permite la administraciéon local de quimioterapia,
aumentando la eficacia, seguridad y comodidad del tratamiento y disminuyendo los efectos
toxicos relativos a los farmacos, lo que va a mejorar la adherencia general al tratamiento
completo, que suele ser muy baja en la mayoria de los casos de NB de alto riesgo (27:28),
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4. Alternativas terapéuticas para el teragndstico del neuroblastoma

Los agentes terapéuticos y las diferentes técnicas de diagndstico por imagen para el
tratamiento del cdncer se caracterizan por su toxicidad potencial. Debido a la elevada
peligrosidad de estos agentes en nifios menores de dos afios, actualmente se han desarrollado
terapias con agentes que son capaces de realizar esta doble accidn, diagndstico y tratamiento
(teragndstico), de forma dirigida y localizada permitiendo una terapia mas segura y eficaz, asi
como, su seguimiento.

#+ Nanoparticulas cargadas con andlogos de MIBG

La meta-iodobencil guanidina (MIBG) marcada con un isétopo radioactivo es una molécula
muy utilizada en el diagnéstico por imagen del NB. Se caracteriza porque muestra una
elevada afinidad por el transportador de noradrenalina (NET) que se encuentra
sobreexpresado en el 95% de las células del NB (2% 30),

La conjugacién de MIBG con agentes antitumorales no solo mejora la selectividad
terapéutica, sino que ademas incrementa el poder citotéxico de estos. Por ello, se sintetizd
meta-aminobencil guanidina (MABG) un analogo de MIBG que gracias a su grupo amino,
funciona como punto de unidn a distintos nanomateriales como MSNs, los cuales pueden
llevar atrapados en su interior multitud de agentes quimioterapicos %)
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Recientemente, se ha desarrollado una familia de nuevas moléculas en forma de “Y” (“Y-
shapped scaffolds”) cuyo esqueleto de longitud y composicion variable, contiene andlogos de
MIBG. Estas tienen la capacidad de conjugarse con diferentes nanoparticulas y ser
internalizadas por las células, acumulandose en el tejido tumoral.

Estas moléculas van a actuar como agentes dobles. Gracias a su estructura tan especial, estas
moléculas seran capaces de unirse a los marcadores de superficie mediante dos puntos de
unién, pudiendo actuar como sistemas de transporte y liberacién de farmacos dirigidos o bien
como agentes de imagen para el diagndstico 9,
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% Nanoparticulas poliméricas basadas en virus (VNPs)

Con el objetivo de disminuir la agresividad y toxicidad de las técnicas de imagen, asi como
de disefar un tratamiento personalizado del neuroblastoma de alto riesgo se han
desarrollado varias novedosas terapias basadas en el uso de nanoparticulas de PLG
modificadas en su superficie con glicoproteinas del virus de conejo (RVG).

Se ha descubierto que las RVG actian como un ligando selectivo del receptor nicotinico de
acetilcolina (nAChR) de las células neuronales, el cual es altamente abundante en NB.

Por tanto, la union especifica de las glicoproteinas del virus a su receptor va a permitir
dirigir la terapia Unicamente a las células cancerigenas, aumentando considerablemente la
selectividad de los agentes terapéuticos y de imagen (3132,

- Nanoparticulas de gas (GNPs)

Una de las aplicaciones mas interesantes del didxido de carbono (CO3) es su uso como
agente de contraste, ya que es de los pocos agentes que se pueden denominar como
“seguros”. Sin embargo, las microburbujas suelen ser inestables en el torrente
sanguineo la mayoria de las veces no consiguen llegar a su diana terapéutica.

Para superar estas limitaciones se han desarrollado nanoparticulas conjugadas con RVG
gue llevan minerales de carbonato de calcio encerrado en su interior.

El carbonato cdlcico es insoluble a pH neutro, este pH es el que se encuentra en las
células sanas. Sin embargo, en condiciones acidas (pH 5.0) se descompone rapidamente
produciendo diéxido de carbono gaseoso. Una de las caracteristicas de todas las células
tumorales es el aumento exagerado del metabolismo celular, este aumento va a
provocar la acidificacion del medio. Por lo tanto, la liberacién de CO; desencadenada
por el cambio de pH permite diferenciar de forma efectiva y segura el tejido tumoral
de los tejidos sanos mediante el uso de la técnica de imagen por ultrasonido.

Ademas de su aplicacion como agente de contraste para el diagndstico de la
enfermedad, las GNPs van a mostrar actividad anticancerigena. Estas causan la muerte
de las células tumorales mediante la induccién de necrosis celular en la localizacién del
tumor debido a la formacién de especies de oxigeno reactivas y las condiciones
isquémicas del ambiente tumoral @b,

“w,  No cellular uptake
‘L No gas generation

Ligand-modified
gas-generating NP cancer cell

Ligand-specific cellular uptake
pH-Triggered gas generation

“Ultrasound imaging & necrotic cell death”

GNP como agente doble. Permite la deteccion de la masa tumoral de forma segura y eficaz
mediante imagen US, asi como la disminucion del tamafo tumoral mediante la activacion de
necrosis celular.
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- Teragnodstico basado en terapia genética

Como ya hemos visto, no es extrano el empleo de miRNAs en el tratamiento del NB.
Por esta razén, se ha desarrollado y estudiado una nueva formulacién intravenosa
basada en nanoparticulas poliméricas de PLG modificadas con glicoproteinas de virus
(RVG) que llevan encapsuladas en su interior un agente de imagen dptica y genes
anticancerigenos. Lo que permite que actien como agentes terapéuticos y de
diagnéstico simultaneamente haciendo posible la monitorizacién a tiempo real del
tratamiento, asi como la progresion de la enfermedad.

En los estudios realizados se ha empleado un “cocktail de miRNAs” cuyos genes dianas
eran entre otros: BCL-2, VEGF y MYC. Los resultados del estudio mostraron la elevada
eficacia en el silenciamiento de genes in vitro e in vivo, lo que daba lugar a la muerte
del tejido tumoral y su correspondiente disminucion de tamano sin mostrar
citotoxicidad significativa en las células sanas 2,

Ademds, mediante el marcaje de estas RVG-PNPs con particulas fluorescentes,
conseguimos una herramienta muy potente para el diagndstico molecular por imagen.
Gracias a la composicion de las nanoparticulas, se van a acumular en el interior de la
masa tumoral dando lugar a fuertes senales fluorescentes.

No cellular uptake
No gene silencing

~x —_—
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A \1 ~

I~ &iRNA release

G
VAYA 1N
RNAI l
Neuroblastoma ~_~-\
Ligand-modified, Receptor-mediated cellular uptake
siRNA-containing NPs & gene silencing

CONCLUSION

Aunque se ha avanzado enormemente en el conocimiento global de la enfermedad, el
principal obstaculo continta siendo la compleja biologia de la enfermedad. El tumor puede
variar de localizacidn, apariencia histopatoldgica y caracteristicas biolégicas, lo que le hace
altamente heterogéneo dificultando el tratamiento y el pronéstico.

En los ultimos afios, el interés cientifico se ha centrado en el descubrimiento de nuevas
proteinas y rutas moleculares involucradas especificamente en la progresion y crecimento del
tumor.
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Sin embargo, la escasez de mutaciones somaticas y la falta de dianas terapéuticas limitan la
oportunidad de desarollar terapias molecularmente dirigidas para pacientes con NB de alto
riego.

La tasa general de supervivencia una vez superdo los 5 afios en el NB es solamentes del 45%
a pesar de recibir el terapias multimodales intensivas. Ademds una gran mayoria de nifios con
NB en tratamiento son refractarios a las terapias convencionales o bien, sufren recaidas. Los
farmacos quimioterapéuticos utilizados en el tratamiento del NB tienen toxicidad en tejidos
sanos, por ello es necesario el disefio de nuevas estrategias terapéuticas dirigidas.

La nanotecnologia proporciona potentes herramientas para el diagndstico por imagen, el
tratamiento y la prevencién de procesos cancerigenos, entre los que encontramos el
neuroblastoma. Sin embargo la reduccién de la toxicidad y de los efectos secundarios
provocados por la quimioterapia, no estdn aun correlacionadas con un aumento sostenido de
la tasa de supervivencia total. Por esta razén, en la actualidad se estan realizando grandes
esfuerzos para desarrollar nuevas estrategias terapéuticas dirigidas que mejorarian la eficacia
del tratamiento mediante el aumento de concentracién de los agentes terapéuticos en el
tumor reduciendo la exposicion sistémica y por tanto, los efectos téxicos secundarios.

Entre las diferentes alternativas que se han estudiado, vamos a destacar el uso de terapias
genéticas en combinacidn con nanoparticulas modificadas con un ligando ya que nos permiten
desarrollar terapias dirigidas y personalizadas a cada paciente segun el fenotipo de NB.
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