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DESCRIPCION

Biomateriales basados en éster bencilico de dcido hialurénico para terapia anti-angiogénica en el tratamiento de
tumores.

Objeto de la invencion

La presente invencion se refiere al uso en el campo médico-quirirgico de biomateriales basados en éster benci-
lico de 4cido hialurdnico, opcionalmente en asociacion con biopolimeros naturales, sintéticos o semisintéticos, para
suprimir el proceso angiogénico asociado con la proliferacién tumoral (en tumores primarios y secundarios).

Antecedentes de la invencion

La induccién y desarrollo de angiogénesis es un requisito previo para el desarrollo de un tumor primario, y para
cualquier metdstasis subsiguiente.

Angiogénesis es un proceso dindmico estrechamente unido a la proliferacién de células cancerosas, porque estas
ultimas son principalmente responsables de la produccién y liberacién de factores angiogénicos, tales como citoquinas
y otros factores tréficos. Un aumento en la vascularizacién de un tumor primario puede provocar un aumento en el
nimero de células cancerosas que entran en la circulacién y dan lugar a nuevas metastasis.

Recientes estudios han demostrado que un aumento en la densidad de microvasos en un drea afectada por neoplasia
indica crecimiento de tumor nuevo.

Por lo tanto, es clinicamente importante suprimir angiogénesis para inhibir su desarrollo, si es posible. Efectiva-
mente, asociando terapia anti- angiogénica con terapia anticancer “cldsica” con medicamentos y/o radiacion, con o sin
extirpacion quirtirgica del tumor, es posible detener la proliferacion de células cancerosas, previniendo asi la invasién
de tejidos adicionales por dichas células, y el consiguiente desarrollo de nuevas metastasis (Skobe H. y col., Nature
Medicine, 1222-1227 (1997)).

En la evaluacién histolégica de la aparicién del proceso angiogénico asociado con un crecimiento canceroso, es
importante buscar marcadores del sistema vascular del tumor, por ejemplo, con anticuerpos que diferencien las células
endoteliales de las cancerosas. Por ejemplo, el anticuerpo anti-CD3 es especifico para marcar las células endoteliales y
por lo tanto facilita su identificacién en el proceso angiogénico asociado con el desarrollo de nuevas metdstasis. Su uso
ha resultado esencial en la evaluacién del nivel de desarrollo de microvasos asociado con neoplasia. Efectivamente,
gracias al marcado de anticuerpo, es posible visualizar y contar el nimero de interconexiones de los vasos con el
tejido canceroso para entender y cuantificar el proceso de angiogénesis, relaciondndolo con nuevos desarrollos en la
neoplasia (decidiendo de este modo si se asocia y cudnto y codmo una terapia que modula o inhibe angiogénesis con
una terapia anticancer establecida/clasica).

Una terapia de este tipo consiste en administrar medicamentos que actian bloqueando los receptores de los factores
tréficos (PGDF, bFGF, VEGF) que también son factores angiogénicos.

Resultados preclinicos “en vivo” han mostrado que dichos medicamentos resultan importantes en la inhibicion de
crecimiento tumoral pero no determinan la regresién del propio tumor: sobre la base de estos datos experimentales
principales, se han introducido medicamentos en numerosas pruebas clinicas.

Sin embargo, una terapia clinica anti-angiogénica que proporciona una administracioén farmacolégica generalmente
oral en forma crénica puede tener muchos efectos laterales toxicos, puesto que la angiogénesis estd asociada no
solamente con trastornos patolégicos sino también con procesos fisiolégicos tales como reproduccién y reparacién
tisular (“Cdncer: Principie Practice of Oncology” V. de Vita, S. Hellmann and S. Rosenberg, 6™ Edition).

Por lo tanto es de importancia estratégica asociar la terapia anticancer cldsica con una terapia anti-angiogénica “in
situ”, y éste es el objeto de la presente invencion.

El 4cido hialurénico es uno de los componentes principales de la matriz extracelular del tejido conjuntivo, y
hay numerosa publicaciones cientificas concernientes a esta funcién en diversos procesos, tanto fisiolégicos como
patolégicos, tales como la formacién de tejido de granulacidn, quimiotaxis en el proceso inflamatorio, diferenciacién
celular para diversos tipos de células. Otros estudios conciernen a su funcién dentro de la familia de “moléculas de
adhesién de sustrato”.

Se ha usado 4cido hialurénico para las indicaciones siguientes:

e como agente diferenciador en terapia para leucemia aguda mieloide (Charrad R. S. y col., Nature Medicine
5, 669-676 (1999));

e como vehiculo para medicamentos tales como esteroides o NSAID, agentes antibidticos y anti-neoplasticos,
debido a la expresion abundante de su receptor (CD44) en células cancerosas; Freemantle, C. y col., Int. J.
Tiss. Reac. XVIII (4) 157-166 (1995); Coradini, D. y col., Int. J. Cancer 5, 411-416 (1999));
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¢ en estudios preclinicos sobre la inhibicién de metastasis pulmonar, debido a su capacidad para inhibir la ad-
hesion de células cancerosas al endotelio vascular (Karasaza K. y col., Clinical & Experimental Metastasis
15, 83-93 (1997));

e como medio para controlar adhesién al sustrato con subsiguiente proliferacion de células (posiblemente
también células cancerosas) permanentemente “in situ” después de extirpacion quirdrgica de tejidos (inclu-
so tumores) (U.S. 5.627.162).

Sin embargo, observaciones experimentales “en vivo” han revelado que el dcido hialurénico puede tener actividad
quimiotactica sobre células cancerosas dentro del tejido de granulacién que se forma después de la extirpacién de
metdstasis cutdnea de melanoma (Salmon-Ehr, V. y col., Ann. Dermatol. Venereol, 123, 194-195 (1996)). Aun mas,
numerosos estudios preclinicos han demostrado que el dcido hialurénico potencia la migracién de células cancerosas,
favoreciendo de este modo la metéstasis, puesto que se sabe que los productos de degradacién de 4cido hialurénico,
esto es, oligosacaridos constituidos por 10 y 20 oligémeros, son inductores fuertes del proceso angiogénico (Hayen y
col., J. Cell. Sci. 112, 2241-2251 (1999); Slevin, M. y col., Lab. Invest. 78(8), 987-1003 (1998)).

El documento WO 00/54762 describe preparaciones farmacéuticas para uso topico formadas a partir de la reaccién
de 4cido hialurénico o carboximetilcelulosa y una carbodiimida o divinilsulfona. Estas composiciones estan en forma
de pelicula o geles para ser aplicadas directamente en el sitio del tumor.

Aun mads, biomateriales basados en 4cido hialurénico y/o derivados del mismo nunca se han usado como tera-
pia anti-angiogénica, ni se ha usado nunca ningin otro biopolimero biodegradable y/o no biodegradable en terapias
anticancer.

Por lo tanto, es absolutamente innovador el uso de biomateriales basados en derivados de acido hialurénico tales
como Hyaff® (EP 0 216 453 B1) o ACP (EP 0 341 745 B1) en la forma de fieltros no tejidos por ejemplo (EP 0 618
817 B1) o como estructuras tridimensionales (WO 99/61080), posiblemente en asociacién con diversos biomateriales
(por ejemplo los naturales tales como coldgeno, celulosa, polisacdridos, quitina, quitosano, pectina, agar, gelano y
dcido alginico, los sintéticos tales como acido polilactico (PLA), acido poliglicélico (PGA), poliuretanos y resinas
polisulfénicas, o los semisintéticos tales como coldgeno reticulado con aldehido, diamina y gelano) como terapia para
suprimir y/o inhibir el proceso angiogénico que potencia y determina la metdastasis tumoral.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere a biomateriales basados en éster bencilico de dcido hialurénico hechos en fieltros
no tejidos (como forma preferida de biomaterial), opcionalmente en asociacién con biopolimeros naturales, sintéticos
o semisintéticos, para uso en el campo médico-quirtirgico como una nueva terapia anti-angiogénica (“in situ’’), opcio-
nalmente asociada con terapias anticancer farmacoldgicas clésicas y/o radioterapia, para modular indirectamente la
proliferaciéon de tumores, bloqueando asi la formacidn de recaidas locales y, por lo tanto, cualquier nueva metastasis.

A fin de estudiar, caracterizar y luego evaluar “en vivo” el efecto del biomaterial de la presente invencién en el
proceso angiogénico que apoya el desarrollo de carcinomas de piel (que se considera que son un ejemplo clarificador),
el solicitante ha desarrollado un nuevo modelo de interaccién de tumor/soporte de célula estromal que se describe
como sigue:

1) dos lineas celulares de queratinocitos humanos se transfectan con el ras-oncogén: HACaT II-4, variante
maligna y AS, variante benigna;

2) dichas células se transfieren a un gel de coldgeno montado sobre anillos de teflon cubiertos por una cdmara
de silicona, conocida como la cdmara de silicona Fusenig (FSC);

3) dicha FSC se coloca a continuacion sobre la fascia muscular de los dorsos de ratones rasurados, en presencia
o ausencia de una capa inmediatamente subyacente de biomaterial basado en Hyaff® 11 (éster bencilico
total de acido hialurénico) hecho en forma de un fieltro no tejido;

4) cuatro a seis semanas mads tarde, se habran formado dos tipos de diferentes de tejido de granulacién por
debajo del epitelio canceroso;

5) se evalda el desarrollo del tumor epitelial y del tejido de granulacién subyacente, a lo largo del tiempo,
tanto por andlisis histolégico cldsico (hematoxilina/eosina) como por técnicas inmunohistoquimicas usan-
do el anticuerpo anti-CD31, para visualizar la presencia de epitelio vascular y por lo tanto determinar el
desarrollo del proceso angiogénico;

6) se examinan los niveles de proliferacion celular usando técnicas inmunohistoquimicas asociadas con la
introduccién de BrdU en el ADN de células proliferantes, tanto dentro del tejido de granulacién por debajo
del epitelio como en el propio epitelio canceroso. También se evalué marcando con el anticuerpo anti-
integrina a6 para estudiar el nivel de proliferacion celular dentro del epitelio canceroso.
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Los resultados del experimento fueron como sigue:
Linea HACaT A5

Después de 4-6 semanas, el epitelio canceroso en la FSC de control (es decir, sin biomaterial colocado bajo el
epitelio), estaba bien desarrollado y con capas multiples, mientras que la capa de tejido de granulacién por debajo
habia sustituido completamente a la capa de coldgeno que separaba el epitelio del tejido subyacente (Fig. 1).

Por el contrario, cuatro semanas mads tarde, el epitelio canceroso en la FSC colocada sobre el biomaterial basado
en Hyaff® en la forma de un fieltro no tejido estd menos desarrollado que el control correspondiente y la capa de
coldgeno que lo separa del tejido de granulacion naciente por debajo todavia es grueso y no estd infiltrado por células
y/o vasos (Fig. 1).

Después de seis semanas la cantidad de coldgeno todavia es abundante, justo con una capa inicial de tejido de
granulacién que comienza a formarse sobre el biomaterial (Fig. 1).

Linea HACaT II 4

Después de cuatro a seis semanas, en la FSC de control, las células cancerosas han constituido un epitelio grueso
que penetra en el espesor del nuevo tejido de granulacién por debajo, que ya ha sustituido completamente a la capa de
coldgeno que la separaba el epitelio (Fig. 2).

Cuatro semanas mas tarde, en la FSC colocada sobre el biomaterial basado en Hyaff®, el epitelio canceroso es
delgado pero facilmente distinguible del tejido de granulacién que se forma sobre el biomaterial, separado de este
tejido por el gel de coldgeno que todavia estd presente y aun no absorbido (Fig. 2).

Seis semanas mds tarde, la masa tumoral y el tejido de granulacién han establecido un contacto estrecho, pero no
hay infiltracién real de células tumorales en el tejido de granulacién, a diferencia del control, en el que las células
tumorales han invadido completamente al tejido de granulacién nuevo, por debajo (Fig. 2).

Usando técnicas inmunohistoquimicas unidas al marcado especifico de nucleétidos particulares tales como BrdU,
en la 1* y la 2* semana, es evidente una buena proliferacion celular dentro del tejido de granulacién naciente en el
control y en el biomaterial basado en Hyaff®, mientras que a las 4, y especialmente a las 6, semanas después del
trasplante, la velocidad de crecimiento celular cae dristicamente en el tejido de granulacién por debajo del epitelio
canceroso, que por el contrario mantiene en ambas muestras un buen nivel de proliferacién celular (Fig. 3).

El crecimiento del epitelio canceroso también puede ser visualizado con un anticuerpo especifico contra la proteina
integrina a6. Dicha molécula es, efectivamente, un componente de los hemidesmosomas y su expresiéon normalmente
estd asociada solamente con el drea proliferativa de las capas epiteliales.

La Fig. 3a muestra que el anticuerpo que marca la proteina de integrina @6 estd notablemente presente por todo
el epitelio canceroso tanto en la FSC de control como en la FSC con el biomaterial basado en Hyaff®, aun cuando la
expresion de la proteina de prueba aparece menos extendida por todo el espesor del epitelio canceroso en esta tltima
muestra.

Marcado especifico de epitelio vascular con anticuerpo anti-CD31 revela, adicionalmente, que en los controles,
después de cuatro semanas, el proceso angiogénico estd bien establecido puesto que los vasos en el tejido de granula-
cion subyacente ya alcanzan el epitelio canceroso y después de seis semanas lo invade, favoreciendo asi la metéstasis
(Fig. 4).

En el caso de la FSC con el biomaterial basado en Hyaff®, después de cuatro semanas, todavia no hay contacto
estrecho entre tejido de granulacién y epitelio canceroso. Esto solamente ocurrird después de seis semanas, aun cuando
no hay invasion del epitelio por los microvasos subyacentes, que permanecen relegados al tejido de granulacién (Fig.
4).

El proceso angiogénico parece que esta paralizado, que ya no potencia el desarrollo tumoral. La vascularizacién se
limita al 4rea cubierta por el biomaterial basado en Hyaff®, de modo que las células tumorales no invaden el tejido de
granulacién que se ha formado dentro del biomaterial.

En conclusion, el biomaterial basado en Hyaff®, demostré que era capaz de modular/inhibir el proceso angiogéni-
co relacionado con la vascularizacién del epitelio canceroso. Por tanto, se demuestra que es particularmente ventajoso
usar biomateriales basados en éster bencilico de 4cido hialurénico en el campo oncoldgico, cuando es importante mo-
dular el proceso angiogénico y por tanto, indirectamente, la proliferacién de células cancerosas en tumores primarios
y secundarios.

Segin la invencién, los biomateriales que pueden ser utiles en el campo oncolégico como nueva terapia anti-
angiogénica “in situ” pueden estar, por ejemplo, en la forma de fieltros no tejidos, esponjas, peliculas, membranas, mi-
croesferas o en otras formas tridimensionales en los casos en que es necesario llenar las cavidades que son susceptibles
de formarse después de extirpacién quirtirgica de un tumor.
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Aun mds, la accién anti-angiogénica del biomaterial puede ser apoyada suplementando el biomaterial con NSAID,
esteroides, hormonas, antibidticos y especialmente medicamentos anticdncer tales como fluorouracilo, metotrexato,
cisplatino, carboplatino, oxaliplatino, etopdxido, ciclofosfamida, vincristina, doxorubicina.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de biomateriales basados en éster bencilico de 4cido hialurénico, para la preparacién de agentes anti-
angiogénicos para el tratamiento de tumores primarios y secundarios.

2. El uso segtn la reivindicacién 1 en el que éster bencilico de dcido hialurénico estd en asociacién con otros
biopolimeros naturales, sintéticos y/o semisintéticos.

3. El uso segun la reivindicacién 2, en el que el biopolimero natural se selecciona entre el grupo constituido por
coldgeno, celulosa, polisacdridos, quitina, quitosano, pectinas, agar, gelano y dcido alginico.

4. El uso segun la reivindicacion 2, en el que el biopolimero sintético se selecciona entre el grupo constituido por
acido polilactico (PLA), 4cido poliglicélico (PGA), poliuretanos y resinas polisulfénicas.

5. El uso segun la reivindicacion 2, en el que el biopolimero semisintético se selecciona entre el grupo constituido
por coldgeno reticulado con aldehidos, diamina y gelano.

6. El uso segtin la reivindicacion 1 en el que el biomaterial estd en asociacion con sustancias farmacolégicamente
activas.

7. El uso segun la reivindicacién 6, en el que la sustancia farmacoldgicamente activa se selecciona entre el grupo
constituido por fluorouracilo, metotrexato, cisplatino, carboplatino, oxaliplatino, etop6xido, ciclofosfamida, vincristi-
na, doxorubicina.

8. El uso segin una cualquiera de las reivindicaciones 1-7 en el que el biomaterial estd en forma de un fieltro no
tejido, esponja, microesfera, pelicula o membrana u otras estructuras tridimensionales.
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