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CONFERENCIA MAGISTRAL

Nuevas estrategias para el tratamiento de varios canceres
con analogos citotoxicos de LH-RH, somatostatina y
bombesina*

Andrew V. Schally,** Attila Nagy**

Resumen

Serevisael desarrollodeanalogoscitotéxicosdirigidosde
péptidoshi potaldmicosend tratamientodevarioscanceres
y se resumen diversos estudios oncolégicos en tumores
experimental es. Lasnuevasmodalidadesparaé tratamiento
de canceres mamario, prostatico y ovarico se basan en la
utilizacion de andlogos citotoxicos dirigidos de LH-RH
gue contienen doxorubicina (DOX) o 2-pirrolino-DOX.
Los mismos radicales se han incorporado en analogos
citotdxicosdesomatostatina, pudiendotambiénser dirigidos
a receptores para este péptido, en canceres prostatico,
mamario, ovarico, renal y pulmonar, asi como entumores
de cerebro y sus metatasis. Igualmente, un analogo
citotoxico dirigido debombesina que contiene2-pirrolino-
DOX se ha sintetizado y probado con éxito en modelos
experimental esdecancer deprdstata, carcinoma pul monar
decédlulaspequefiasy tumoresdecerebro. El desarrollode
estos nuevos anal ogos peptidicos deberia dar lugar a un
tratamiento més eficaz de diver sos canceres.

Palabrasclave: Tratamiento de canceres mamario, ovarico,
prostético, renal y pulmonar, Anal ogos citotoxicos dirigidos

Introduccion

Laquimioterapiaesla principal modalidad en el tratamiento
sistémico de los canceres avanzados 0 metastasicos y
también puede aplicarse como un adyuvante de lacirugia
y la radioterapia. No obstante, la quimioterapia para el
cancer esta restringida por la toxicidad de los agentes
quimioterapéuticos y una administracion mas selectiva
de los agentes citotdxicos a los tumores primarios y sus
metastasis, permitiriala escalacion de las dosisy reduciria
la toxicidad periférica.

Summary

The development of targeted cytotoxic analogs of
hypothal ami c peptidesfor thetherapy of variouscancersis
reviewed and various oncol ogical studieson experimental
tumors are summarized. Novel therapeutic modalities for
breast, prostate and ovarian cancer consist of the use of
targeted cytotoxi canal ogsof LH-RH containing doxorubicin
(DOX) or 2-pyrrolino-DOX. The same radicals have been
incor porated into cytotoxi c anal ogs of somatostatin which
can be also targeted to receptors for this peptide in
prostatic, mammary, ovarian, renal cancers, braintumors
and their metastases, A targeted cytotoxic analog of
bombesin containing 2-pyrrolino-DOX has been also
synthesized and succesfully triedin experimental model sof
prostate cancer, small cell lung carcinoma and brain
tumors. The development of these new classes of peptide
analogsshouldleadtoamoreeffectivetratment for various
cancers.

Key words: Breast cancer therapy, ovarian cancer therapy,
prostate cancer therapy, renal cancer therapy, lung cancer
therapy, targeted cytotoxic analogs

La quimioterapia dirigida representa una estrategia
oncolégica moderna disefiada para mejorar la efectividad
de los farmacos citotdxicos y disminuir la toxicidad periférica.
Los receptores de las hormonas peptidicas de las células
tumorales pueden servir de blancos de los ligandos
peptidicos que pueden unirse a diversos agentes citotoxicos.
Durante los Ultimos 10 afios sintetizamos y evaluamos
analogos citotoxicos de LHRH, somatostatina, y bombesina,
gue pueden dirigirse hacia diversos tumores.?” En esta
presentacién revisaremos los efectos antitumorales de
nuestros analogos citotoxicos en modelos experimentales
de cancer, (Cuadros | y II).
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Analogos Citotoxicos de la Hormona Liberadora de la
Hormona Lutelnizante (LHRH)

Enlos tltimos 30 afios se han sintetizado varios miles de
analogos de LHRH.®!? Los analogos agonistas han
encontrado importantes aplicaciones clinicas en la
ginecologiaylaoncologia.®*? También se han sintetizado
potentes antagonistas de LHRH, como el Cetrorelix.®1°

Lasacciones de los analogos de LHRH sonmediadas
por los receptores de LHRH que se encuentran en los
gonadotrofos hipofisiarios.®*® La retroregulacion de los
receptores de LHRH, producida por la administracion
sostenida de los agonistas de LHRH, conduce a una
supresionde los niveles circulantes de LHy de esteroides
sexuales. Los antagonistas de LHRH producen unbloqueo
competitivo, asi como una retroregulacién de los
receptores hipofisiarios de LHRH, y causan unainhibicién
inmediata de laliberacién de gonadotropinasy esteroides
sexuales. Estos mecanismos constituyen la base de los
efectos terapéuticos de los analogos de LHRH en la
oncologia.®*?

No obstante, los analogos de LHRH también ejercen
efectos directos sobre las células tumorales, mismos
gue estdn mediados por losreceptores de LHRH.*27 | os
receptores especificos de LHRH se encuentran en
diversos canceres. Por ende, se detectaron sitios de
fijacion de LHRH de alta afinidad en el 86% de las
muestras de cancer de prostata humano,® en mas del
50% de los canceres de mama,?® en el 78% de las
muestras de cancer ovarico epitelialhumanoy en casiel
80% de los carcinomas endometriales humanos.31520.2L

Laexpresiondelgendel receptor de LHRH entumores
humanos de préstata, mama, endometrioy ovario también
fue demostrada por RT-PCR.21012141618 En consecuencia,
partimos de la base de la presencia de receptores
especificos de LHRH en las células tumorales para
desarrollar una nueva clase de agentes antitumorales
dirigidos enlazando diversos radicales citotoxicos a los
analogosde LHRH.237

La primera serie de moléculas hibridas citotoxicas de
LHRH fue sintetizada en nuestro instituto a fines de la
década de 1980. A mediados de la década de 1990,
desarrollamos una clase novedosade anélogos citotoxicos
de LHRH dirigidos que contienen doxorrubicina (DOX) o
suintensamente potente derivado 2-pirrolino-DOX (AN-
201), que es de 500 a mil veces mas activo in vitro que
el compuesto del cual se origina. AN-201 también puede
caracterizarse como un derivado no-cardiotoxico y sin
resistencia cruzada, de DOX.%” Dos de nuestros
conjugados, AN-152, que constade [D-Lis®] LHRH enlazado
a DOX-14-0-hemiglutarato, y AN-207, su contraparte
superactiva que contiene 2-pirrolino-DOX (Figura 1), se
han probado extensamente en estudios pre-clinicos,
(Cuadrol). Se demostré que ambos analogostienen una
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alta afinidad por los receptores LHRH en diversos
tumores.?” Ademas, ambos analogos retuvieron las
poderosas actividades citotoxicas de sus respectivos
radicales citotoxicos. Esta programado iniciar este afio
estudios clinicos de Fase 1 con AN-152.

oy snalog of AN-138
P ‘EE;-C;TF-D-TMFW-CFTHM. R: .'O
{RC-121)
Cytotoxic analog of bombesin AN-218

p: -@Twwmwmwum R: _0

Cywaoic asalogs of LHRH AN
P wpﬂbww@mm R: 10
(ID-Lys"ILHRH)
AN-152
R: MM,

Figura 1. Estructura molecular de analogos citotéxicos de
somatostatina (AN-238), bombesina (AN-215), y LHRH (AN-152y
AN-207). Los radicales citotéxicos: doxorubicina (R=NH2) y 2-
pirrolinodoxorubicina (R=2-pirrolino), estan enlazados alos grupos
amino libres de los amino &cidos (en circulo) de los transportadores
de péptidos (P), por medio de un espaciador de acido glutamico.
Tomadode Proc. Natl. Acad. Sci, USA 97,830,2000. Reimpreso con
permiso de la Academia Nacional de Ciencias, USA, Copyright Natl.
Acad. SCi. USA. 2000.

Cancer de Prostata

El tratamiento primario preferido para los hombres con
cancer de pristata avanzado se basa en el uso de
agonistas de LHRH con o sin antiandrégenos. Los
agonistas de LHRH proporcionan una terapia paliativa
efectiva que se traduce en una enfermedad estable
objetiva o en remisién parcial.®*!! La castracién médica
producida por la administracién crénica de agonistas o
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antagonistas de LHRH explicala mayoriade los beneficios
derivados de este tratamiento. Sin embargo, todas las
terapias hormonales basadas enlaablacién androgénica,
incluidos los analogos de LHRH, s6lo proporcionan una
remisidonde duracionlimitaday lamayoriade los pacientes
experimentan recidiva a la larga debido al cancer de
prostataandrogeno-independiente.! El prondéstico delos
pacientes con cancer de préstata refractario a los
andrégenos es muy maloy por el momento no existe una
terapia efectiva.'* Por ende, el tratamiento del cancer de
préstatarecurrente andrégeno-independiente sigue siendo
un importante reto oncolégico. El uso de analogos de
péptidos citotdxicos dirigidos pudo inhibir el crecimiento
delos canceres de préstataandrégeno-independientesy
mejorar el desenlace del tratamiento tumoral. La
investigacién reciente de un mayor numero de muestras
de adenocarcinomas de préstata humanos mostré que el
86% de los canceres tuvieron sitios de union de alta
afinidad por LHRHy expresaron elmRNA de los receptores
de LHRH.*8 Esto proporciona un razonamiento para el
desarrollo de métodos de tratamiento de esta patologia
maligna basados en analogos citotoxicos dirigidos.2”
Serealizaroninvestigaciones con analogos citotoxicos
de LHRH endiversos modelos de cancer de préstata. En
ratas con carcinomas de préstata Dunning R-3327
hormono-dependientes, lostumores tuvieronunaregresion
hasta la mitad de su volumen inicial después de 3
inyeccionesintraperitoneales de AN-207.22El compuesto
2-pirrolino-DOX (AN-201) fue toxico y, después de la
segunda aplicacion, todos los animales murieron.
También probamos los efectos de AN-201y AN-207
sobre el crecimiento de los canceres de prostata Dunning
R-3327-AT-1andrégeno-independientes, conreceptores
de LHRH positivos enratas Copenhague. Tres semanas
después de una sola inyeccion 1.V. de 150 nmol/kg de
AN-207, se observo una inhibicion tumoral significativa.
En contraste, todos los animales que recibieron AN-201
a la misma dosis se murieron en los siguientes 8 dias
(resultados no publicados).
En un estudio de canceres de prostata humanos PC-
82 que fueron xenoinjertados en ratones desnudos, hubo
una reducciéon importante en el volumen tumoral y una
caida en los niveles del antigeno especifico préstatico
(PSA) sérico después de la administracion del analogo
citotdéxico AN-207.22 El radical citotoxico AN-201 ocasiond
s6lo unareduccién menor del volumen tumoral y maté al
40% de losratones debido alatoxicidad. Lainyeccion de
AN-207 ocasion6 una caida en los leucocitos, que se
normaliz6 2-3 semanas después del tratamiento. La
mayor inhibicién tumoraly una mucho menortoxicidad de
AN-207, comparado con AN-201, pudieron atribuirse a
una entrega mas selectiva a las células tumorales.??
También demostramos que el analogo de LHRH AN-
207 inhibe el crecimiento de los canceres de préstata
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MDA-Pca-2B xenoinjertados subcutaneamente enratones
desnudos.?* AN-207 inhibié el volumen tumoralfinalenun
63%, en comparacion con los controles, y los niveles del
PSAenratonestratados con AN-207 disminuyeronenun
65%.2 Ninguno de los animales se muri6é después de la
administracion de AN-207 ala dosis total de 350 nmol/kg
y, alfinal del experimento, el peso corporal de los ratones
que recibieron AN-207 no difirid significativamente de los
controles. Una sola inyeccién del radical citotéxico AN-
201 a 200 nmol/kg ocasiond una mortalidad del 43%.
Nuestrotrabajo apoyael concepto de que laquimioterapia
dirigida basada en los analogos citotéxicos de LHRH
deberia ser més eficaz y menos téxica que los actuales
esquemas de quimioterapia sistémicay deberia permitir
la escalacion de la dosis. Los analogos citotoxicos
dirigidos de LHRH pueden usarse para el tratamiento del
cancer de préstata avanzado después de la recidiva.
Ademas, los andlogos citotéxicos de LHRH también
podrian estarindicados como tratamiento primario de los
pacientes con cancer de préstata avanzado, extendiendo
asilos usos oncoldgicos de los analogos de LH-RH de la
actual paliacion a una cura futura.

Cuadro . Efficacy of treatment with targeted cytotoxic
LHRH analogs AN-152 containing DOX, and AN-207
containing 2-pyrrolino-DOX on various LHRH receptor-
positivehuman experimental cancers
Tumor models Efficacy of AN-207* Efficacy of AN-152
Prostate
Dunning R3327H (rat) XXXXX? ND3
PC-82 (human) XXXX ND
MDA-PCa-2b (human) XXX ND
Breast
MXT(mouse) XXXX XXXX
MX-1 (human) XXXXX ND
MDA-MB-231 (human) XXXX ND
MDA-MB-435 (human) XXX ND
Ovarian
OV-1063 (human) XXX XXXX
ES-2 (human) XXX XX
NIH:OVCAR-3 (human) ND XXXXX
Endometrial
HEC-1b (human) ND XXXXX
Melanoma BD* BD
. J

1 The effective doses of AN-207 are about 100 times lower than
those of AN-152.

2 XXXXX = regression/cure, xxxx = > 70% growth inhibition, xxx
=50-70% growth inhibition,

xx =< 50% growth inhibition.

3Notdetermined.

4Being determined.
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Cancerde Mama

El cancer de mama es la patologia maligna mas comun
en las mujeres. Las mujeres con tumores estrégeno-
dependientes pueden ser tratadas con manipulaciones
hormonales como tamoxifen, raloxifen u ovariectomia.
Los agonistas de LHRH también pueden usarse para el
tratamiento del cancer de mama estrogeno-dependiente.°
Klijn etal.?> mostraron, en mujeres premenopausicas con
cancerde mamaavanzado, que el tratamiento combinado
con agonistas de LHRH y tamoxifén fue mas efectivoy se
traduciaenunasobrevidageneral mas prolongada que el
tratamiento con cualquiera de los dos farmacos solos. El
principal efecto de los agonistas LHRH sobre los carcinomas
mamarios se basa en la ablacion androgénica, pero
también existen efectos antitumorales directos. Varios
grupos encontraronreceptores LHRH enlineas de cancer
de mama. Alrededor del 52% de las muestras de cancer
de mamatienenreceptores de LHRH positivos.**Mas del
50% de las muestras con receptores estrogénicos
negativos tienen receptores de LHRH.

Los tumores estrégeno-independientes tienen un mal
prondstico. Las opciones terapéuticas disponibles no son
satisfactorias y deben explorarse nuevas modalidades
terapéuticas.®*1%%.27 | g quimioterapia es una importante
modalidad para el tratamiento de los pacientes con cancer
de mama. Sin embargo, los agentes quimioterapéuticos
tienen efectos secundarios de toxicidad. En consecuencia,
existe la necesidad de agentes citotdxicos dirigidos.

Los analogos citotéxicos dirigidos de LHRH se unen
con alta afinidad a los receptores de LHRH en los
canceres de mamahumanos.? Enratones con canceres
de mama murinos MXT estrégeno-independientes, los
andlogos citotdxicos AN-207 y AN-152 produjeron una
inhibicion de alrededor del 90% del crecimiento tumoral.?®
La ventaja de AN-207 es que es efectivo en dosis de
alrededor de 100 veces menores que AN-152.2° En otro
estudio, una sola administracién de AN-207 ocasiono la
regresion completa de los canceres de mama humanos
MX-1 hormono-independientes, resistentes a
doxorrubicina en ratones desnudos que permanecieron
libres de tumor durante cuando menos 60 dias después
deltratamiento.?® Ademas, AN-207 inhibié el crecimiento
de cancer de mama humano MDA-MB-231 estrégeno-
independiente en ratones desnudos durante 3 semanas.*
Dado que losreceptores de LHRH reaparecieron 60 dias
despuésdelaadministracionde AN-207, esto proporciona
una razon légica para el uso de terapia repetida. El
tratamiento con AN-207 también previno la diseminacion
metastasica del cancer de mama humano ortotdpico
MDA-MB-435 estrogeno-dependiente.?” Los resultados
sugieren que los analogos citotoxicos dirigidos de LHRH
podrian considerarse para el tratamiento de canceres de
mama humanos que expresan receptores de LHRH.
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Cancer Ovarico Epitelial

El cancer ovérico epitelial es la cuarta causa principal de
mortalidad por cancer en las mujeres.?° El tratamiento
basado en cirugia o quimioterapia no es muy efectivoy se
requieren nuevos abordajes. Los receptores de membrana
especificos de LHRH se han detectado en el 78% de los
carcinomas ovaricos humanos extirpados quirirgicamente
y en diversas lineas de células de cancer de ovario
humano.® En consecuencia, intentamos el abordaje
basado en analogos citotéxicos dirigidosde LHRH. Enel
primer estudio,®! demostramos que el analogo citotoxico
AN-152 inhibe el crecimiento de los tumores de ovario
humanos OV-1063 conreceptores de LHRH positivos en
ratones desnudos durante almenos 4 semanas. AN-152
no inhibié el crecimiento de los carcinomas ovaricos
humanos UC1-107 conreceptores de LHRH negativos, lo
gue demuestra que lapresenciade receptores esesencial.
AN-152 también demostrd ser mas efectivo y menos
toxico que DOX en canceres de ovario humanos OVCAR-
3conreceptores de LHRH positivos enratones desnudos,
pero en canceres de ovario humanos SK-OV-3 con
receptores de LHRH negativos.®> En dos estudios
posteriores, demostramos que el crecimiento de los
canceres de ovario OV-1063y ES-2 podia suprimirse con
laadministracion del analogo de LHRH citotdxico AN-207
a dosis 100 veces menores que las de AN-152.3334 | a
quimioterapia dirigida basada en analogos como AN-152
y AN-207 puede mejorar el manejo del cancer de ovario.

Cancer Endometrial

El cancer endometrial es una malignidad ginecolégica
comun en el mundo occidental. La cirugia o la radioterapia
esexitosaenel 75% delos casos, pero se requieren nuevos
métodos paratratarlos canceresavanzadosolasrecidivas.'®
En vista de la presencia de receptores de LHRH en casi el
80% delos canceres endometriales, se haninvestigado los
analogos citotoxicos dirigidos.?1°2! De esta manera, se
encontré que AN-152 es mas eficiente y menos toxico que
DOX en el tratamiento de los canceres endometriales
humanos HEC-1B en ratones desnudos.* Se obtuvieron
resultados similares con AN-207 vs. AN-201 en canceres
endometriales humanos HEC-1A (datos no publicados).

Efectos Secundarios

Dado que las células productoras de LH de la hipéfisis
anterior expresan niveles altos de receptores de LHRH, el
tratamiento con AN-152 y AN-207 se traducird en la
acumulacion de DOX y AN-201, respectivamente, en
este 6érgano. Para determinar silaterapia dirigida basada
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en LHRH ocasionaria un dafio permanente ala hip6fisis,
probamos los efectos de AN-207 y su radical AN-201 en
ratas. Encontramos que AN-207 aunadosis de 150 nmol/
kg ocasiond undafio selectivo alas células del gonadotrofo
unasemanadespués de unainyeccion |.V. No obstante,
lafuncidn hipofisiaria se recuperé totalmente unasemana
mas tarde.* De manera similar, se observl apenas una
disminucién transitoria de la expresién génetica de los
receptores de LHRH en hipofisis de ratas, después de la
inyeccién de AN-207 a 175 nmol/kg, que es la dosis
maximatoleradade AN-207 enratas.** Envistade quelos
receptores de LHRH no se expresan en concentraciones
altasenlamayoriade lostejidos normales, no se esperan
otros efectos secundarios relacionados con el tratamiento
dirigido después deltratamiento con AN-207 0 AN-152.%2
Lafaltadetoxicidad de AN-207 enlas células hipofisiarias,
gue son de lenta proliferacién, puede explicarse por la
naturaleza delradical citotoxico AN-201, que es unfuerte
agenteintercalante del DNA que mata selectivamente los
tipos celulares de rapida proliferacion, como las células
cancerosasy las células delamédula6sea. De hecho, la
toxicidad limitante de la dosis de AN-207 probablemente
sealamielotoxicidad, ocasionada por el AN-201 liberado
porlas enzimas carboxilesterasas del conjugado no unido
gue permanece en la circulacion. Dado que la actividad
del las enzimas carboxilesterasas es alrededor de 10
veces mas elevada enratones que en humanos, podemos
esperar menos efectos secundarios adversos
caracteristicos de DOX o0 AN-201 en pacientes que en
ratones desnudos.*

Analogos Citotoxicos de la Somatostatina

En los dltimos 20 afios se han desarrollado potentes
analogos octapéptidos de lasomatostatina, que incluyen
el octredtido (Sandostatina),*®y el vapreétido (RC-160).%
La somatostatina y sus analogos octapéptidos ejercen
sus efectos a través de receptores especificos de
membrana. Se han clonadoy caracterizado cinco subtipos
diferentes de receptores (sst, ).*’ Lasomatostatina nativa
muestra una elevada afinidad similar por sst, -, pero los
octapéptidos sintéticos como RC-160 y octredtido se
unen preferencialmente asst, y sst.. RC-160 también se
une a sst,. Los analogos de somatostatina se usan para
eltratamiento de laacromegaliay los tumores endécrinos
delsistemagastroenteropancreatico, incluidos los tumores
carcinoides.** RC-160 y otros analogos demostraron
suprimir el crecimientotumoral en modelos experimentales
de diversos canceres,*? pero los intentos por usar los
analogos de somatostatina para eltratamiento de canceres
humanos, como los de prostata, mama, pancreas y
pulmén, han mostrado pocos efectos benéficos. Los
resultados terapéuticos deficientes con los analogos
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octapéptidos de lasomatostatina probablemente se deben
al hecho de que en diversos canceres hay pérdida de la
expresion genéticade ast,, que es el subtipo preferido de
estos analogos.* No obstante, la expresion de sst, y sst,
debe posibilitar laterapia conanalogos de la somatostatina
marcados con diversos radiois6topos o analogos de la
somatostatina citotdxicos.

Lapresenciadereceptores de somatostatina permite la
localizacion de algunos tumores y metastasis usando
técnicas de centellografia.** Los analogos de somatostatina
radiomarcados, como[*'!In-octredtido (OctreoScan) se usan
clinicamente paralalocalizaciéndelostumoresque expresan
los receptores de somatostatina. Los tumores
neuroenddcrinos que pudieronlocalizarse con OctreoScan
incluyen los carcinoides y el cancer pulmonar de células
pequefias SCLC. Los tumores no-neuroenddcrinos que
pudieronlocalizarse con centellografiaincluyen el cancerde
mama, el cancer renal, los tumores cerebrales, los
astrocitomasy el cancer pulmonar de células no pequefias,
como el carcinoma de células escamosas.* También se
esta trabajando en la aplicacion de analogos de la
somatostatina marcados conlos radiontclidos apropiados,
por ejemplo,*ltrio, al tratamiento del cancer.® El abordaje
gue usamos consiste endirigirlosagentes quimioterapéuticos
relacionados con los analogos de la somatostatina a los
receptores de la somatostatina en ciertos canceres.

Desarrollamos una serie de novedosos conjugados
citotoxicos dirigidos de somatostatina, que constan de
losanalogos transportadores RC-121y RC-160acoplados
a DOX o 2-pirrolino-DOX.5% De estos conjugados
citotoxicos hibridos, elanalogo AN-238 que contiene AN-
201, demostré ser muy efectivo en los modelos
experimentales de cancer (Figura 1).2%¢

Cancer de Prostata

Enel 65% de las muestras de cancer de prostata primario
se demostré una fijacion de RC-160 radiomarcado con
elevada afinidad y encontramos la expresion de sst,enel
14%y de sst_en el 64% de las 22 muestras analizadas.*
El andlogo citotoxico de somatostatina AN-238 fue
evaluado inicialmente en el muy agresivo carcinoma de
prostata andrégeno-independiente Dunning R-3327-AT-1
enratas Copenhague. Una dosis no téxica de 300 nmol/
kg de AN-238 administrado |.V. produjo una disminucion
>80% en el peso tumoral cuatro semanas después del
tratamientoy unaprolongacion de lasobrevida, mientras
que a dosis de 115-125 nmol/kg, AN-201 fue letal.*
Después del tratamiento con una sola dosis o0 dos
inyecciones consecutivas de AN-238, se obtuvo unafuerte
inhibicion del crecimiento de canceresde préstataandrogeno-
independientes humanos PC-3 que expresan sst, y sst, y
que fueron xenoinjertados en ratones desnudos.*” Enestos
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experimentos, AN-238 redujo el volumen tumoral final, el
peso tumoral y la carga tumoral en mas del 60%, mientras
gue AN-201 aunadosis equimolarnotuvo ningunefecto. En
un modelo metastatico de PC-3 el tratamiento con AN-238
inhibié el peso de los tumores ortotépicos y produjo una
reduccion del 77%. Ademas, no se observaron metastasis
ni retroperitoneales ni adistancia a4 semanas después del
inicio de la terapia con AN-238.2647 Cuatro inyecciones de
AN-238 también practicamente detuvieron la proliferacion
delcancerde préstataandrégeno-independiente DU-145en
ratones desnudos, mientras que AN-201 fue menos efectivo
y menos toxico.

Nuestrosresultados sugieren que laquimioterapiacon
AN-238dirigida alos receptores de somatostatinaenlos
tumores podria mejorar el manejo de los pacientes con
cancer de prostata con enfermedad metastasica que ya
no responden ala ablacién androgénica.

Cancerde Mama

Lapresenciade subtiposde losreceptores de somatostatina
enmuestras de cancerde mamahumano hasidoestablecida
porvarios grupos deinvestigadores.®® Nosotros investigamos
la eficacia de dirigir el tratamiento a los receptores de
somatostatina en lineas de cancer de mama humano.
Ratones desnudos conxenotransplantes de diversaslineas
de cancer de mama fueron tratados con una sola inyeccion
I.V. de AN-238. En el modelo MCF-7-Mlll, varios tumores
mostraron una constante regresiony 60 dias después dela
administracion de AN-238, el volumen tumoral de todos
modos disminuyd engranmedida. Enelmodelo estrégeno-
independiente MDA-MB-231y enelmodelo DOX-resistente
MX-1, muchos tumores también mostraron una regresion
después del tratamiento con AN-238.% En los 3modelos el
radical AN-201 fue, de nuevo, mas toxico y menos efectivo
gue AN-238. En las tres lineas tumorales se encontraron
receptores de somatostatina de alta afinidad y mRNA de
ambos subtipos, sst,, sst,. Es asi que las pacientes con
cancer de mama metastatico estrogeno-independiente
podrian beneficiarse del tratamiento con analogos de la
somatostatina citotoxicos, como AN-238.

Cancer Ovarico Epitelial

La mayoria de las piezas quirtrgicas de cancer ovarico
epitelial humano muestran sitios de unién de alta afinidad
por RC-160 radiomarcado y también se demostré la
expresion de mRNA de sst,, sst,, y sst,..*%*° Por ende, los
canceres de ovario también podrian ser el blanco de los
analogos citotéxicos de somatostatina. En canceres de
ovario humanos UCI-107 conreceptores de somatostatina
positivos, xenotransplantados a ratones desnudos, el
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volumen y el peso tumorales se redujeron un 67.3%
después de dos inyecciones I.V. de AN-238,% mientas
gue AN-201 fue tdxico e inactivo. AN-238 puede
proporcionar unamodalidad terapéutica paralas pacientes
con carcinoma de ovario avanzado.

( Cuadro Il. Efficacy of treatment with targeted cytotoxic )
somatostatin analog AN-238, and cytotoxic bombesin
analog AN-215, both containing 2-pyrrolino-DOX, on
various human experimental cancers
Tumor models Efficacy of AN-238 Efficacy of AN-215
Prostate
Dunning R3327H (rat) XXXX1 ND2
PC-3(human) XXXX XXX
DU-145 (human) XXX ND
Breast
MX-1 (human) XXXXX ND
MDA-MB-231 (human) XXX3 ND
MCF-7 MIll (human) XXX3 ND
Ovarian
UCI-107 (human) XXX ND
Renal
SW-839 (human) XXX ND
786-0 (human) XXXX ND
Brain
U87-MG (human) XXXXX XXX
Lung
H-69 (human SCLC) XXXX XXXX
H-157 (humannon-SCLC)  xXxxx ND
Pancreatic
SW-1990 (human ductal) XXXX ND
Colorectal
HCT-15 (human) XXXX ND
HT-29 (human) XXXX ND
Melanoma BD* -
4
\Lymphoma BD )

1 xxxxx = regression/cure, xxxx = > 70% growth inhibition, xxx
=50-70% growth inhibition,

xX =<50% growth inhibition.

2Notdetermined.

3 Afterinitial regression.

4Being determined

Carcinoma de Células Renales (CCR)

El prondstico de los pacientes con CCR es malo debido a
su resistencia tanto a la quimioterapia como a la
radioterapia.'® Los métodos actuales del tratamiento del
CCR deben ser mejorados. En vista de que mas del 70%
de los CCR expresan sitios de union de alta afinidad por la
somatostatina,! evaluamos los efectos de AN-238 sobre
el crecimiento de xenoinjertos de lineas de CCR humano
enratones desnudos.5? En preparaciones de membranade
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laslineas cancerosas SW-839y 786-0se encontrd launién
de AN-238 con alta afinidad y una inhibicion muy potente
con CCR metastatico 786-9 implantado ortotépicamente.
Tres de los 7 ratones tratados con AN-238 estaban libres
de tumores al final del experimento y sé6lo un ratén
desarroll6 metastasis a ganglios linfaticos.

En contraste, se observaron metastasis en 5 de 6
animales, tanto en el grupo controlcomo en el grupotratado
conAN-201. Nose observéunefecto antitumoral significativo
de AN-238 sobre los xenoinjertos CAKI-1 conreceptoresde
somatostatina negativos. Este estudio demuestra que el
analogo citotoxico dirigido de somatostatina AN-238
proporciona un tratamiento efectivo para el CCR. Esta
modalidadterapéutica podria serespecialmente beneficiosa
para los pacientes con enfermedad metastésica.

Tumores Cerebrales

En Estados Unidos, alrededor de 13,000 muertes se
atribuyen cadaafioatumores cerebrales. Los glioblastomas
representalaformamas comundelostumores cerebrales
primarios y se consideran como incurables. Los
glioblastomas de grado bajo (astrocitomas) expresansst,,
lo que hace que esta patologia maligna sea susceptible de
guimioterapia con analogos de somatostatina.>®* Dado que
los glioblastomas humanos U-87 MG expresan receptores
de somatostatina, probamos AN-238 en modelos
subcutaneosy ortotdpicos enratones desnudos. Unasola
inyeccién de AN-238 indujo una inhibicion del 82% del
crecimiento de los tumores subcutaneos. En ratones con
tumores U-87 MG cultivados ortotépicamente, AN-238
produjo una prolongacién significativa de la sobrevida, lo
gue indica que la barrera hematoencefalica tumoral es
penetrable por elanélogo citotdxico de somatostatina AN-
238. Los analogos citotdxicos de somatostatina podrian
considerarse para el desarrollo de la terapia dirigida en
algunostumores cerebrales.

Carcinoma Pulmonar de Células Pequefias y de
Células No-Pequefias

Elcancer de pulmén es la principal causa de mortalidad por
cancer en el mundo occidental y se requieren nuevas
modalidadesterapéuticastanto paraelcancer pulmonar de
células pequefias (SCLC),como parael cancer pulmonarde
célulasno-pequefias. EISCLCrepresentaalrededor del 20%
detodoslos canceres pulmonaresylamayoriadelos casos
ya son metastaticos al momento del diagnéstico. La
guimioterapiapuede usarse paraeltratamiento, perolatasa
de sobrevidadelargo plazoesbaja.’’Unelevado porcentaje
de los tumores primarios de SCLC y de las lesiones
metastasicas expresan los receptores de somatostatina.*
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Cuando tratamos a ratones desnhudos portadores de
injertos de SCLC-H-69 con AN-238, una sola dosis produjo
una inhibicion >50% del crecimiento tumoral.® Tres dosis
de AN-238inhibieron el crecimiento tumoral durante masde
42 dias. Los tumores H-69 expresaron altos niveles de
mMRNA de sst,. Eltratamiento con AN-238 también produjo
unamuy potente inhibicién (91%) del crecimiento del cancer
pulmonarde célulasno-pequefiasH-157 debidoalapresencia
delreceptormurinode sst, y sst, enlavasculaturatumoral.>
Estos resultados son un ejemplo de una terapia dirigida
exitosa basada en los receptores de somatostatina en la
vasculaturatumoral, cuando las células tumorales mismas
tienen receptores de somatostatina negativos.

Cancerde Pancreas

El prondstico de los pacientes con carcinoma ductal de
pancreas es muy maloy es esencial desarrollar terapias
mas efectivas. Algunos estudios indican la fijaciéon de un
octapéptido radiontclido de somatostatinaalos canceres
pancreaticosytambién se reportola expresiéon de mRNA
de sst, y sst..** En consecuencia, probamos AN-238 en
lineas de cancer de pancreas humano xenoinjertado en
ratones desnudos.®® El crecimiento de canceres
pancreaticos humanos SW-1990 que contienen sst, y
sst, fue inhibido de manera significativa por AN-238.
Nuestros resultados sugieren que los pacientes con
canceres de pancreas exocrinos que expresan los subtipos
de receptores 5y/o 3 podrian beneficiarse deltratamiento
con el analogo citotéxico de somatostatina AN-238. La
imagen centellografia con Octreoscan puede ayudarala
seleccion de los pacientes apropiados para la terapia
dirigida con AN-238. También se demostré en canceres
de pancreas PC-1.0de hamstersinducidos quimicamente,
que una transfeccion estable de estas células con sst,
(PC-1.0/sst)) reduce significativamente la tasa de
crecimiento in vitro y en un modelo ortotépico.%® El
tratamiento de hamsters portadores de aloinjertos
ortotépicos de células PC-1.0/sst, con AN-238 redujo
todavia mas el crecimiento de este cancer, lo que indica
gue AN-238 podria usarse en combinacién con laterapia
génicaabase de sst, para el tratamiento de esta patologia
maligna que actualmente es incurable.®®

Canceres Colorrectales

El cancer colorrectal es un importante problema en los
paises occidentales. El cancer de colon avanzado es
dificil de tratar. La resistencia al tratamiento de los
canceres colorrectales avanzados muchas veces se
relaciona con las mutaciones en el gen supresor de
tumores p53.5” Dado que el subtipo 5 de los receptores de
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somatostatina (sst,) esta presenta en los carcinomas
colorrectales, probamos el analogo citotéxico dirigido a
somatostatina AN-238.5" AN-238inhibio el crecimiento de
los canceres colorrectales HCT-15y HT-29 que expresan
la p53mutante, mientras que AN-201y DOX nho mostraron
ningun efecto. Entonces, el analogo citotéxico de
somatostatina AN-238 puede inhibir el crecimiento de
canceres de colon experimentales que expresan los sst,
independientemente de su estado en términos de p53.

Todosestos estudiosdemuestrandiferenciasimportantes
enlaeficaciaentre un analogo convencional como RC-160
y unanalogo citotoxico como AN-238. Por ende, es posible
gue andlogos citotoxicos muy potentes 0 somatostatina
como AN-238 puedan ser dirigidos incluso a tumores con
una baja concentracion de receptores de somatostatina, y
puedan producir respuestas clinicas efectivas.

Efectos Secundarios

Comolosreceptores de somatostatinaestanampliamente
distribuidos en diversos tejidos, incluidas las células del
tubo digestivo que proliferan rapidamente, se preveian
algunos efectos secundarios deltratamiento con analogos
citotéxicosy radiomarcados de somatostatina. No obstante,
en los numerosos estudios realizados con AN-238 en
roedores, no hubo ninguna toxicidad especifica del tubo
digestivo, la hipofisis o los rifiones. En consecuencia, en
dos estudios no encontramos cambios significativos en la
funcién hipofisiaria al determinar los niveles basales de
hormona del crecimiento (GH) o los niveles de GH
estimulados por la hormona liberadora de la hormona del
crecimiento (GHRH) antes de finalizar los experimentos, lo
que estade acuerdo con nuestros estudios sobre el efecto
del analogo citotoxico de LHRH AN-207 sobre la funcién
hipofisiariade las ratas.®#"8 Ademas, algunos estudios en
ratasy enratones desnudos con supresién de laactividad
de laesterasamostraron que estos animalestoleran dosis
de AN-238 hastatres veces mayores que lade AN-201.374¢
Por ende, los ratones desnudos libres de tumores con
supresion de la actividad de la esterasa pudieron tolerar
dos inyecciones consecutivas de AN-238 a una dosis de
400 nmol/kg l.V.mientras que unadosis de 400 nmol/kg de
AN-201 fue letal. Esta mayor tolerancia de AN-238 pudo
serrevertidablogueando losreceptores conunadosis alta
del octapéptido de somatostatina RC-160 antes de la
inyeccién de AN-238 a400 nmol/kg, loque matéd al 50% de
los animales dentro de los 11 dias siguientes a una sola
inyeccion. Estos resultados indican que el posible dafio
ocasionado por AN-238 a los tejidos normales que tienen
receptores de somatostatina positivos es menos perjudicial
que el dafio causado por laliberacién sistémica del radical
AN-201. Laausenciadel dafio permanente ocasionado por
AN-238enla hipofisis puede explicarse porelhechode que
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AN-238 es menos dafiino paralas células de proliferacion
lenta. En el caso de las células de proliferacion rapida del
tubo digestivo, hay que suponer que las células no-
diferenciadas en reposo pueden reemplazar a las células
dafiadas sin efectos secundarios aparentes . Puede ser
importante sefialar que uno de nuestros primeros analogos
citotéxicos de somatostatina que contenia el antimetabolito
metotrexato, ocasiond unadiarrea alin mas severaque el
metotrexato mismo en ratones desnudos portadores de
tumores pancreaticos MIA-PaCa-2.% En general, nuestros
hallazgos sobre la toxicidad de AN-238 estan de acuerdo
con las observaciones clinicas en el sentido de que no
hubotoxicidad o sélo hubotoxicidades de gradobajoenlos
rifiones y la hipofisis después de la terapia exitosa con
analogos radionuclidos de somatostatina.*®

Anaélogos Citotéxicos de Bombesina/Péptido Liberador
de Gastrina

Elpéptidoliberador de gastrina (GRP) tiene 27 aminoacidos
y su decapéptido de laterminal carboxilo es similar al del
tetradecapéptido bombesina.>® GRP esta ampliamente
distribuido en los pulmones y el tubo digestivo, es
producido en SCLC, cancer de mama, de préostata y de
pancreas, y funcionacomo factor de crecimiento.05°¢ Se
han identificado cuatro subtipos de receptores asociados
conlafamiliade péptidos similares alabombesina.*10.60.61.62

El hallazgo de que la bombesina o0 GRP puede
funcionar como un factor de crecimiento autécrino de
diversostumores estimulé el desarrollo de los antagonistas
de bombesina/GRPy en nuestro laboratorio se sintetizaron
diversos antagonistas, incluidos RC-3095 y RC-3940-ll,
gue estan siendo sometidos a pruebas clinicas.063

Dado que los receptores de bombesina/GRP se
expresan en varios tumores, también se ha propuesto la
aplicacion de analogos de bombesina radiomarcados
paraladetecciondetumores.®Losanalogos de bombesina
marcados con In permiten la visualizacién de los
tumores. Sintetizamos conjugados citotdxicos dirigidos
de bombesina usando antagonistas de la bombesina
como transportadores.* Asi, se prepar6 el conjugado
citotoxico superactivo de bombesina AN-215 enlazando
el radical AN-201 a la terminal amino de des-D-Tpi-RC-
3095. Este analogo se probd en diversos modelos de
tumores, (Cuadro ).

Carcinoma pulmonar
Los receptores de los péptidos similares ala bombesina
se encuentran en varias lineas de cancer pulmonar de

células pequefias (SCLC).%%6! Los mecanismos de los
receptores de bombesina/GRP pueden desempefiaruna
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funcion en el desarrollo de los canceres pulmonares en
los fumadores. Se report6 que el gen del receptor GRP
estaactivado enlas células del epitelio bronquial después
de la exposicion prolongada al tabaco y vuelve a las
células susceptibles al desarrollo de cancer.®
Demostramos que el crecimiento de tumores H-69 de
SCLC enratones desnudos es inhibido en gran medida
con el tratamiento con AN-215.% El radical AN-201 fue
téxicoy no produjo mas que unainhibiciontumoral menor.
El analogo citotoxico de bombesina AN-215 podria
considerarse para la terapia dirigida de tumores que
expresan los receptores de bombesina, como el SCLC.

Cancer de Prostata

Los neuropéptidos como el GRP producidos por las
células neuroenddcrinas enla prostata pueden activar las
vias mitogénicas. Lainterferenciacon GRP puede mejorar
el manejo del cancer de préstata resistente a los
andrdégenos.'® Laexpresion delosreceptoresde GRP en
la préstata puede correlacionarse con la transformacién
neoplastica del tejido.%* Los receptores de alta afinidad
por bombesina/GRP fueron detectados en muestras de
cancer de préstata humanoy en las lineas de cancer de
préstata humano PC-3yDU-145.1952 Se prob6 el analogo
citotoxico de bombesina AN-215 en ratones desnudos
portadores de cénceres de préstata humanos PC-3
andrégeno-independientes.® El tratamiento con AN-215
ocasionod unareduccionde alrededor del 70% del volumen
tumoral y prolongé considerablemente el tiempo de
duplicacién tumoral. El radical citotoxico AN-201 no fue
efectivo y fue mas toxico. Dado que los receptores de
bombesina estan presentes en los canceres de préstata
metastasicos, laquimioterapia dirigidacon AN-215 deberia
beneficiar a los pacientes con carcinoma prostatico
avanzado que yanoresponden alaablacion androgénica.

Tumores Cerebrales

Diversos tumores cerebrales y lineas de células de
glioblastomahumanas contienenreceptores de bombesina/
GRP. El tratamiento de glioblastoma humano U-87MG
experimental en ratones desnudos con AN-215 inhibié
efectivamente el crecimiento tumoral.®” El radical citotoxico
AN-201alamismadosis nofue efectivo. El efectoantitumoral
de AN-215pudoserbloqueado por el pre-tratamiento conuna
dosis excesiva de un antagonista de la bombesina, lo que
indica que la accién de este analogo citotoxico estamediada
por los receptores. En consecuencia, los pacientes con
tumores cerebralesinoperabes, comolos gliomas malignos,
también podriansertratados conquimioterapiadirigidabasada
en el analogo citotdxico de bombesina AN-215.
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Efectos Secundarios

De manerasimilar alos receptores se somatostatina, los
receptores de bombesina/GRP estan ampliamente
distribuidos en el cuerpo, incluido el tubo digestivo. Para
estimar latoxicidad especificade losreceptores de GRP,
realizamos dos estudios para evaluar el efecto de AN-215
sobre el nivel de gastrina sérica estimulada por GRP en
ratones, antes de terminar los experimentos. No
encontramos ningun dafio permanente a la funcion
liberadora de gastrina de las células gastrointestinales en
ninguno de los casos.®¢7

Estrategias Terapéuticas

En vista de que los receptores peptidicos y los mMRNAs
de los subtipos de receptores tienen una expresion
variable en los diversos canceres, se requiere una
cuidadosadeterminacion de los receptoresy sus subtipos
en el tejido tumoral antes de la terapia con analogos
citotoxicos.’® Por ende, las muestras de biopsias de los
canceres primariosy, en algunos casos, de sus metastasis
,debensometerse aensayos de competenciade ligandos,
Western Blots, y/o andlisis de RT-PCR paradeterminarla
expresion del &cido ribonucléico mensajero (MRNA) de
los subtipos de receptores. Los tumores y sus metastasis
también podrian visualizarse por centellografia con
analogos radiomarcados.!® Podria entonces
instrumentarse una terapia racional con el analogo
citotoxico apropiado. Los receptores podrian ser
monitorizados durante el tratamiento para detectar los
cambios en sus niveles.

La determinacion del estado de los receptores de los
péptidos por medio de técnicas de muestreo tumoral
deberia, en consecuencia, guiar las estrategias
terapéuticas con analogos peptidicos citotoxicos en los
pacientes con diversos canceres.
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