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RESUMENY/ Introduccion del proyecto de tesis

El adenocarcinoma ductal de pancreas (ACDP) es un tumor agresivo, de biologia tumoral
y genética compleja. Presenta un mal prondstico por su diagnéstico tardio y
quimiorresistencia. El receptor de quimiocinas, CXCR4 es un marcador de células madre
tumorales metastasicas. Varios estudios lo han asociado con un aumento de la invasion,
la diseminacion tumoral y la quimiorresistencia en tumores pancreaticos. Este receptor
seria, por tanto, una diana excelente para el direccionamiento de una terapia antitumoral

y antimetastasica.

La motivacion para la realizaciébn de este proyecto de tesis ha sido la necesidad de
desarrollar trabajos de investigacion que permitan encontrar nuevas herramientas para
mejorar el diagnéstico, el prondstico y el tratamiento del ACDP. En este trabajo se han
generado modelos en ratén con una mayor eficiencia metastasica que permiten ampliar el
estudio de esta patologia. Estos modelos se han utilizado, ademas, para validar dos
tratamientos del ambito de la nanomedicina: una membrana constituida por nanofibras
que permite una liberacién local y controlada de farmaco en el tumor primario tras la
reseccion quirdrgica, y una nanoparticula para la entrega dirigida de un citotéxico hacia
las células madre tumorales CXCR4*, implicadas en el proceso de metastasis,
permitiendo, en ambas estrategias, un aumento de la concentracion farmacoldgica del

compuesto antitumoral, y disminuyendo la toxicidad sistémica asociada al tratamiento.

Los objetivos especificos de este proyecto han sido: la obtencion de muestras de ACDP
humano y el estudio de la expresion de CXCR4; la creacion de modelos en raton de
ACDP de alta eficiencia metastasica a partir de lineas celulares de ACDP y muestras
tumorales humanas con alta expresion de CXCR4; la evaluacion, en xenografos
ortotépicos pancreaticos, de la eficacia terapéutica de una membrana de nanofibras
producida por la polimerizacién de &cido poli (lactico-co-glicélico, PLGA) y cargada en su
matriz con el citotoxico SN-38 (CEB-01-SN38) en tratamiento Gnico o en combinacién con
quimioterapia,y finalmente, el estudio de la citotoxicidad y biodistribucion in vivo de la
nanoparticula T22-O-Gemcitabina (T22-O-GEM), dirigida a la eliminacion selectiva de las

células madre metastasicas.

Para ello, la metodologia ha incluido experimentos in vitro (cultivo celular y la obtencién
de lineas tumorales PANC-1 y MIA PaCa-2 con expresion de CXCR4 y la obtencion de

una linea tumoral a partir de un tumor de ACDP de paciente), y experimentos in vivo: la
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generacion de modelos subcutaneos de ADCP y modelos ortotépicos metastésicos, la
implantacion de membranas CEB-01, la administracion de quimioterapia, el seguimiento
del crecimiento tumoral y evaluacién de las metastasis por bioluminiscencia), y
finalmente, la evaluacion de la citotoxicidad y biodistribucion in vivo de T22-GFP-
Gemcitabina y el analisis de la expresion de CXCR4 en muestras de pacientes con
ACDP.

Nuestras conclusiones son que la implantacién de células tumorales con sobreexpresion
de CXCR4 aumenta significativamente la diseminacion tumoral y es datil para la
evaluacion preclinica de compuestos antitumorales, que la implantacion ortotopica de
biopsias humanas con alta expresion de CXCR4 es un modelo mas predictivo para la
clinica, que la implantacion de la membrana CEB-01 cargada con el farmaco SN-38
permite el control del crecimiento tumoral local y su combinacién con quimioterapia puede
controlar la progresion tumoral y disminuir la carga tumoral metastasica, y que la
nanoparticula T22-O-GEM presenta direccionamiento hacia células madre tumorales
metastasicas e induce muerte celular. Este tratamiento podria conseguir un mayor efecto
antitumoral comparado con el tratamiento estdndar con Gemcitabina, disminuyendo,
ademas, la toxicidad dependiente de dosis observada en los quimioterapicos utilizados

habitualmente, no s6lo en ACDP sino en otras neoplasias.

RESUM

L’ adenocarcinoma ductal de pancrees (ACDP) és un tumor agressiu, de biologia tumoral
i genetica complexa, amb mal prondstic per el seu diagnostic tarda i quimioresisténcia. El
receptor de quimiocines, CXCR4 és un marcador de cél-lules mare tumorals
metastatiques, associat amb un augment de la invasio, la disseminacié tumoral i la
guimioresisténcia en tumors pancreatics. Aquest receptor seria, per tant, una diana

excel-lent per al adrecament d'una terapia antitumoral i antimetastatica.

La motivacié per a la realitzacié d'aquest projecte de tesi ha estat la necessitat de
desenvolupar treballs de recerca per millorar el diagnostic, el pronostic i el tractament de
I'ACDP. En aquest treball s'han generat models en ratoli amb una major eficiéncia
metastatica que permeten ampliar I'estudi d'aquesta patologia i que s'han utilitzat, a més,
per validar dos tractaments de I'ambit de la nanomedicina: una membrana constituida per
nanofibres que permet un alliberament local i controlada de farmac cap al tumor primari i
una nanoparticula per al lliurament dirigida d'un citotoxic cap a les cél-lules mare tumorals

CXCR4+, implicades en el procés de metastasi.
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Els objectius especifics d'aquest projecte han estat: I'obtencié de mostres de ACDP huma
i l'estudi de l'expressi6 de CXCR4; la creaci6 de models en ratoli de ACDP d'alta
eficiencia metastatica a partir de linies cel-lulars de ACDP i mostres tumorals humanes
amb alta expressi6 de CXCR4; l'avaluacid, en xenografs ortotopics pancreatics, de
I'eficacia terapéutica d'una membrana de nanofibres produida per la polimeritzacié d'acid
poli (lactic-co-glicolic, PLGA) i carregada en la seva matriu amb el citotoxic SN38 (CEB-
01-SN38 ) en tractament Unic o en combinacié amb quimioterapia, i finalment, l'estudi de
la citotoxicitat i biodistribucié in vivo de la nanoparticula T22-O-Gemcitabina (T22-O-

GEM), adrecada a I'eliminacié selectiva de les cél-lules mare metastatiques.

Per a aix0, la metodologia ha inclos experiments in vitro (cultiu cel-lular i I'obtencio de
linies tumorals PANC-1 i MIA PaCa-2 amb expressiéo de CXCR4 i I'obtencié d'una linia
tumoral a partir d'un tumor de ACDP de pacient), i experiments in vivo (la generacié de
models subcutanis de ADCP i models ortotopics metastatics, la implantaci6 de
membranes CEB-01, l'administracié de quimioterapia, el seguiment de I' creixement
tumoral i avaluacié de les metastasis per bioluminescéncia), i finalment, l'avaluacié de la
citotoxicitat i biodistribucio in vivo de T22-GFP-GEM.

Les nostres conclusions sén que la implantacié de cél-lules tumorals amb sobreexpressio
de CXCR4 augmenta significativament la disseminacié tumoral i és util per a l'avaluacié
preclinica d’ antitumorals, que la implantacié ortotopica de bidopsies humanes amb alta
expressio de CXCR4 és un model més predictiu per a la clinica, que la implantaci6 de la
membrana CEB-01 amb SN-38 permet el control de I' creixement tumoral local i la seva
combinacié amb quimioterapia pot controlar la progressié tumoral i disminuir la carrega
tumoral metastatica, i que la nanoparticula T22-O-GEM presenta adregcament cap a
cél-lules mare tumorals metastatiques i indueix mort cel-lular. Aquest tractament podria
aconseguir un major efecte antitumoral comparat amb el tractament estandard amb

Gemcitabina, disminuint, a més, la toxicitat depenent de dosi.

SUMMARY

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is an aggressive neoplasia with a complex
tumor behaviour and genetics. It has a poor prognosis due to its late diagnosis and
chemo- resistance. CXCR4, a marker of metastatic tumor stem cells, has been associated
with an increase in invasion, tumor spread and chemoresistance in pancreatic tumors.
This receptor could be a good target for the addressing of an anti-tumor and

antimetastatic therapy.
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The motivation to perform this thesis has been the need to develop research work that will
allow to find new tools that improve the diagnosis, prognosis and treatment of PDAC. In
this work, mouse models have been generated with greater metastatic efficiency to
expand the study of this pathology. They have also been used to validate two treatments
in the field of nanomedicine, which allow a local controlled release of the drug in the
primary tumor after surgical resection, and targeted administration of cytotoxic to CXCR4+
tumor stem cells, associated with metastasis, allowing an increase in pharmacological

concentration and decreasing systemic toxicity.

The specific objectives of this project have been to obtain samples from human PDAC
and to study the expression of CXCR4, the development of high-efficiency metastatic
mouse models of PDAC from PDAC cell lines and human tumor samples CXCR4+. Those
models were used to evaluate the therapeutic efficacy of a hanofiber membrane produced
by poly acid polymerization (lactic-co-glycolic) loaded with cytotoxic SN-38 (CEB-01-
SN38) and treated alone or in combination with chemotherapy, and the study of in vivo
cytotoxicity and biodistribution of the nanoparticle T22-O-Gemcitabine (T22-O-GEM),

aimed at selective elimination of metastatic stem cells.

To this end, the methodology has included conducting in vitro experiments: cell culture
and obtaining PANC-1 and MIA PaCa-2 tumor lines with high CXCR4 expression and a
tumor line from a patient's PDAC tumor, as well as in vivo experiments developing
subcutaneous PDAC models and metastatic orthotopic models, implantation of CEB-01
membranes, administration of chemotherapy, monitoring of tumor growth and
determination of metastases by bioluminescence, and finally, the evaluation of cytotoxicity
and in vivo biodistribution of T22-GFP—-GEM.

Our conclusions are that implantation of tumor cells with CXCR4 overexpression
significantly increases tumor spread being usefulness for preclinical evaluation of
antitumor compounds. The orthotopic implantation of human biopsies with high
expression of CXCR4 is a more predictive and translational model for preclinical assays.
The implantation of the CEB-01 membrane loaded with the drug SN-38, can control the
local tumor growth alone or combined with chemotherapy, decreasing metastatic tumor
spread, and finally, the T22-O-GEM nanopatrticle could be used to eliminate metastatic
cancer stem cells and it might induce greater antitumor effects than the standard
treatment with Gemcitabine, reducing the side effects of standard chemotheratic

treatments.
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INTRODUCCION

1. EPIDEMIOLOGIA, ANATOMO-PATOLOGIA Y DIAGNOSTICO
DEL ADENOCARCINOMA DUCTAL DE PANCREAS

1.1. Epidemiologia

El ACDP es el tumor maligno mas frecuente en el pancreas. Representa el 85% de todas
las neoplasias pancreaticas y es la cuarta causa de muerte por cancer en Europa. Se
estima que en 2030 en nuestro medio sera la segunda causa de muerte por cancer si no

se desarrollan nuevos métodos que mejoren su diagndstico y tratamiento.!

Su incidencia se ha mantenido estable en el tiempo, no obstante, el aumento en la
aplicacion clinica de las técnicas de imagen como la ecoendoscopia y la tomografia
computarizada (TC) ha incrementado el hallazgo incidental de lesiones quisticas en el
pancreas. Algunas de ellas presentan un alto potencial de malignizacién, de hasta el 30-
40% (como sucede en la neoplasia mucinosa papilar intraductal- NMPI). Otras lesiones
quisticas de caracteristicas benignas también son susceptibles de una reseccién

quirdrgica y una evaluacion anatomopatoldgica definitiva para descartar malignidad.?

Desde un punto de vista epidemioldgico, los factores de riesgo asociados con una mayor
incidencia en el desarrollo del adenocarcinoma ductal de pancreas son el tabaco, la
obesidad, la diabetes mellitus, los antecedentes familiares y la historia previa de

pancreatitis crénica.?

1.2. Descripcién anatomica macro y microscopica del ACDP

La mayoria de los ACDP se presentan como masas blanco-grisaceas que no se
encuentran circunscritas al pancreas y que tienen un tamafio medio de 3-5cm. Muchos
de los ACDP provienen de pequefios conductos situados en la periferia del érgano y la
mayoria se originan en la cabeza pancreatica, por lo que al crecer pueden causar tanto
obstruccion del conducto pancreatico principal dando lugar a pancreatitis cronica en el
segmento obstruido, como del conducto biliar principal dando lugar a una ictericia

obstructiva indolora.*
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Cuando el ACDP debido a su crecimiento presenta invasion locorregional, las estructuras
adyacentes como el duodeno, la vena porta o los vasos mesentéricos superiores pueden
verse afectados. Generalmente el tumor se asocia a afectacion metastésica de los
nédulos linfaticos peripancreéticos mesentéricos, aunque otras regiones ganglionares
linfaticas como la perigastrica, mesentérica, omental y/o portahepética también pueden
estar involucradas. Si bien es frecuente la invasion vascular y perineural, aun en la

actualidad no se conocen bien sus implicaciones clinicas en el ACDP. *

La anatomia patolégica generalmente describe el ACDP como un tumor de tipo
moderado o pobremente diferenciado, con estructuras semejantes a los conductos
pancreaticos y con produccion de mucina. La gradacién histolégica se basa en la

prevalencia de células mitéticas (G1, G2, G3). *

Es caracteristico del ACDP contener un estroma fibroso denso, con reaccion
desmoplasica. Esta reaccion consiste en una proliferacion celular fibroblastica extensa en
la que intervienen también proteinas de la matriz extracelular, células pancreaticas
estrelladas miofibroblasticas y células del sistema inmunitario. Todo ello contribuye a la
fisiopatologia del ACDP facilitando el crecimiento de células tumorales pancreaticas, asi
como la secrecion de factores de crecimiento y moduladores inmunes. El papel de la
reaccion desmoplasica en el ACDP ha tomado una importancia creciente porque podria
explicar los mecanismos de resistencia a los tratamientos y con los consecuentes malos

resultados en los pacientes afectos de cancer de pancreas.®

1.3. Diagnostico y estadiaje

Los ACDP localizados en la cabeza de pancreas tienden a diagnosticarse antes que los
de cuerpo y cola de pancreas, ya que lesiones mas pequefias pueden producir una
sintomatologia de forma méas manifiesta y mas temprana. El diagnostico del ACDP debe
establecerse mediante biopsia o reseccién quirdrgica, especialmente en lesiones
quisticas con alto potencial de malignidad, y sobre todo ante la necesidad de realizar un
diagnéstico diferencial frente a masas pancreaticas por pancreatitis. Ademas se hace
necesario confirmar el diagndstico de ACDP en caso de diseminacion e irresecabilidad a

fin de descartar la operabilidad de estos pacientes.

Las pruebas utilizadas para el diagnostico y estadiaje del ACDP son la TC, la resonancia
magnética nuclear (RMN) y la ecoendoscopia. De todas ellas, la TC con contraste

endovenoso es la mejor para establecer el diagnostico y la resecabilidad con una
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fiabilidad hasta del 80%. La ecoendoscopia tiene el valor afiadido de la posibilidad de

realizar biopsias tumorales altamente eficaces. ¢’

La estadificacion del ACDP tiene en cuenta tres escenarios: resecable, localmente
avanzado y/o enfermedad metastasica. Los factores considerados en el estadiaje
preoperatorio son el tamafio tumoral, la afectacion vascular, la edad y la comorbilidad.
Partiendo de estos factores y teniendo en cuenta los casos resecables se debe decidir el
procedimiento quirdrgico, pues el Gnico tratamiento potencialmente curativo es la cirugia
radical con intencién curativa y margenes negativos. Segun la localizacion del tumor se
realiza una duodenopancreatectomia cefélica (DPC), segln técnica de Whipple, una

pancreatectomia distal o una pancreatectomia total. & °

Sélo un 15-20% de los ACDP son resecables al diagnéstico. Es decir, presentan tumores
localizados resecables sin enfermedad metastasica, en el contexto de un paciente con
buena calidad de vida medida segun escalas de estado funcional (Performance Status
[PS]). La irresecabilidad se debe a la presencia de invasion local y/o vascular
(enfermedad localmente avanzada o resecable borderline) y a la presencia de metastasis
a distancia.? 1° Los margenes afectos suponen un factor prondstico negativo y se ha visto
que aquellos pacientes intervenidos con afectacion macroscépica de los margenes no
presentan ningun beneficio en la supervivencia, siendo similar a la de pacientes no

intervenidos.!!

Los datos aportados por la bibliografia actual muestran una supervivencia del 24% a los 5
afos tras una cirugia RO en casos resecables, en casos localmente avanzados es del 9%
y del 2% para ACDP metastasico. En tumores de menos de 2cm y resecables la
supervivencia a los 5 afios puede llegar hasta un 50%, y cercana al 100% en tumores
menores a 1cm. Sin embargo, si existe afectaciébn ganglionar, ain en los casos

resecables la supervivencia disminuye hasta el 7-8% a los 5 afios.!: 1°

La mortalidad hospitalaria tras la reseccion de un ACDP suele ser, en centros con
experiencia, inferior al 2%, mientras que la morbilidad postoperatoria es alta,
generalmente superior al 60%. Las complicaciones incluyen el vaciado gastrico,
infecciones de heridas, abscesos abdominales y fistulas pancreédticas. Ademas el
concepto actual del fast-track (recuperacion rapida) como protocolo perioperatorio
estandarizado y coordinado ha ayudado a manejar estos pacientes, permitiendo reducir el

estrés quirargico, acelerando la recuperacion postoperatoria y mejorando la seguridad. El
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curso postoperatorio sin complicaciones esta asociado a mejor supervivencia. 1 12 La
existencia de equipos médicos experimentados capaces de detectar y tratar las
complicaciones postoperatorias de manera temprana y adecuada es béasico para obtener

buenos resultados.*®

El mejor marcador sérico para el seguimiento del ACDP es el Ca 19.9 (antigeno
carbohidrato 19.9). Este marcador presenta una sensibilidad y especificidad del 80% al
diagndstico, aunque también puede estar elevado en condiciones benignas como la
presencia de colestasis 0 pancreatitis. Por ello, se utiliza mas como marcador pronéstico
que diagnéstico, siendo necesario encontrar marcadores especificos que ayuden a
detectar estadios tempranos de ACDP. Aunque se estan evaluando un ndmero
importante de potenciales biomarcadores para uso en el diagndstico y screening del
ACDP, de momento ninguno ha demostrado suficiente precision, siendo necesarios mas

estudios en este campo.

El pronéstico del ACDP depende tanto del grado histoldégico como de la extension de la
enfermedad y suele ser malo debido a varios motivos: diagnéstico en estadios
avanzados, naturaleza agresiva con invasion neurovascular y metastasis tempranas,
resistencia a tratamientos convencionales de quimioterapia y radioterapia (RT), y
presencia de mudltiples alteraciones genéticas y/o epigenéticas y del microambiente

tumoral.

Para aumentar la supervivencia de los pacientes afectos de un ACDP es necesario
optimizar el diagnostico de la enfermedad, asi como perfeccionar las estrategias
terapéuticas neoadyuvantes y adyuvantes a la cirugia. El objetivo seria por un lado
incrementar el nimero de casos resecables con intencién curativa, y por otro, focalizar su
accion sobre las células tumorales y del estroma circundante, y asi mejorar su pronéstico

tras la reseccion quirlrgica.
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2. BIOLOGIA MOLECULAR Y FISIOPATOLOGIA DEL
ADENOCARCINOMA DUCTAL DE PANCREAS

Aproximadamente un 5-10% de los pacientes afectos de un ACDP tienen una
predisposicion genética para su desarrollo.*® No obstante, la mayoria de los ACDP tiene
caracter espontaneo (95%) y se han asociado con una serie de factores de riesgo
ambientales. EI méas relacionado con el desarrollo de ACDP es el habito tabaquico,
aunque existen otros como la obesidad, el consumo de alcohol, historia de diabetes o de

pancreatitis previa y factores relacionados con la alimentacién.®

2.1. Genéticadel ACDP

El ACDP presenta mdultiples mutaciones genéticas, detectandose unas 12 vias de
sefializacién molecular alteradas, y que se estan investigando para el posible desarrollo
de una terapia génica y/o inmunolégica dirigida. Entre estas sefializaciones son muy
prevalentes las mutaciones del oncogén KRAS, que acontecen en un 80-95% de los
tumores, los genes supresores de tumores como CDKN2A (85-98%) que contienen
ademas presencia de delecciones e hipermetilaciones, mutaciones en TP53 (55%) y

delecciones homocigotas o mutaciones en SMAD4 (figura 1).15 16

Algunas de estas mutaciones se pueden encontrar también en patologias precursoras de
cancer de pancreas, por ejemplo la pancreatitis cronica, donde un 30% de los pacientes

tienen mutaciones detectables en p16 y un 10% tienen mutaciones en KRAS.’

Existen multitud de mutaciones con una incidencia individual por debajo de 10%. Son
genes que pertenecen a vias de senalizacion comunes, e incluye la via TGFp,
mutaciones en proteinas del ciclo de control celular y la sefializacion WNT/NOTCH. El 1%
de los ACDP presentan inactivacion somatica de genes de reparacion del ADN (Mismatch
Repair genes [MMR]), como MLH1 y MSH2.18

Numerosos estudios confirman el incremento de frecuencia de las mutaciones KRAS,
CDKN2A, TP53 y SMAD4 con el incremento de atipia de neoplasia intraepitelial
pancredtica (PanINs).'® Las mutaciones en KRAS estan presentes en mas del 99% de las
lesiones PanIN1 y en la mayoria de los estadios de PanlIN, pero la proporcion de células

que contiene KRAS aumenta con el grado de PanIN. La pérdida de la proteina p16INK4A
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aparece en PanIN2 y PanIN3 y el acumulo nuclear de TP53 o la pérdida de SMAD se ha
demostrado en PANIN3 y canceres invasivos. La frecuencia de estas alteraciones

somaticas es mayor en adenocarcinomas.?°
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Figura 1. lacobuzio-Donahue 2012; Chang D et al. 2008

La naturaleza clonal de mutaciones compartidas entre PanIN y tumores avanzados
soportan el modelo de progresién del ACDP, aunque también puede ocurrir que una
Unica alteracién en un cromosoma lleve a multiples mutaciones genéticas que den lugar a
la transformacion neoplasica de las células precursoras del ACDP. Si esto es cierto, la
progresion puede ser mas corta de lo inicialmente estimado, pero es necesaria su

validacién en modelos in vivo.18 20,21

A pesar de que se ha identificado a KRAS como oncogén principal para el desarrollo del
ACDP, las mutaciones del oncogén KRAS se pueden encontrar en células pancreaticas
de individuos que no presentan PanIN, lo que significa que esta mutacion es necesaria
pero no suficiente para iniciar la carcinogénesis pancreatica. Ademas, las personas con
mutaciones germinales en KRAS no presentan mayor desarrollo de adenocarcinoma
ductal de pancreas u otras secuelas pancreaticas ni neoplasicas. Por otra parte, KRAS
no es siempre la mutacién promotora de carcinogénesis pancredtica sino que otras

mutaciones como CDKN2A pueden actuar aumentando el nUmero de eventos genéticos
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perjudiciales dando lugar a inactivacién genética y a la promocion de carcinogénesis en el

pancreas.?%-22

Un hecho importante en la carcinogénesis del ACDP ha sido la identificacion de
mutaciones somaticas recurrentes en genes que codifican reguladores epigenéticos,
especificamente miembros del complejo SWI/SNF y de la familia de la N-metiltransferasa
histona-lisina. Los genes mas frecuentemente mutados son ARID1A y SMARCA2, y a
diferencia de las mutaciones producidas en CDKN2A, TP53 y SMAD4, en estas familias
de genes sélo se requiere la pérdida de funcion de un alelo para sus efectos en la

carcinogénesis pancreética.?

Muchos pacientes intervenidos presentan recurrencia del ACDP debido a que algunas
poblaciones de células cancerigenas no son eliminadas locorregional ni
sisteméticamente. La dinamica a partir de la cual estas poblaciones de células
cancerosas sobreviven, generan clones resistentes o se contribuye a alteraciones
genéticas, todavia es desconocido, a pesar de la quimioterapia y de los diferentes

estudios sobre mecanismos de resistencia en cancer.

En diferentes estudios se ha comprobado que la diseminacion ocurre en los estadios
iniciales del ACDP y que ésta no es un paso limitante para la formacion de metastasis. La
genética heterogénea intratumoral se define por la existencia de multiples subclones con
distintas mutaciones pasajeras o conductoras, pero analisis recientes indican que estas
mutaciones subclonales no son relevantes comparadas con las mutaciones clonales
conductoras. No se han encontrado mutaciones genéticas especificas de metastasis, sin
embargo una proporcion de la eficiencia metastasica esta determinada por el aumento de
alteraciones genéticas en KRAS, CDKN2A, TP53 y SMAD4 que se produce durante la
expansion clonal y antes del momento de la invasiéon. Estudios sobre el ACDP
metastasico han permitido demostrar que los diferentes subclones del tumor primario
comparten la misma mutacién clonal conductora.?° Estudios recientes utilizando estirpes
en modelos murinos de ACDP han evidenciado que se requiere la diseminacion

multiclonal para iniciar metastasis érgano-especificas.*®

Recientemente, los andlisis transcriptdmicos han definido al ACDP en subtipos
moleculares, confirmados por la International Cancer Genome Consortium (ICGC):
progenitor, escamoso y exocrino endocrino con diferenciacion aberrante (Aberrantly

Differentiates Endocrine Exocrine [ADEX]). También se ha identificado un nuevo subtipo
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inmunogénico, parcialmente superpuesto con el descrito previamente como progenitor o

clasico.?®

Se ha sugerido que el subtipo escamoso tiene peor prondstico y mayor resistencia a
quimioterapia. Ademas los analisis de secuenciacion de ARN en células del ACDP han
identificado distintos subtipos de células neoplésicas epiteliales. No se ha asociado
ninguna alteracion gendémica especificamente con los subtipos transcriptémicos, aunque
en el subtipo escamoso se han identificado mas mutaciones en TP53, indicando que

existen mecanismos no genéticos detras de la formacion de subtipos. 2°

Se han identificado algunos programas de transcripcién como iniciadores de la formacién
de subgrupos de células tumorales: GAT6 para el subtipo progenitor/clasico, y pérdida de
KDMB6A y regulacién a la alza de ANP63/YAP1/GLI2 para el subtipo escamoso. %°

Las células mieloides que infiltran el tumor en el microambiente tumoral son capaces
moadificar la transcripcion de células tumorales hacia el subtipo escamoso. La disminucién
de estas células mediante la inhibicion del CSF1R o CXCR2 modifica la expresion del
tumor evitando su configuracibn como el subtipo escamoso. Esto es un ejemplo de la
dindmica de la expresion de la sefalizacion tumoral y la relacién con el microambiente

tumoral en definir la identidad molecular tumoral.t® 23

34



2.2. Estromatumoral

El estroma en el ACDP conforma el microambiente tumoral (Tumor Microenvironment
[TME]) y constituye el 80% del total de la masa del tumor. Est4 formado tanto por un

componente celular como acelular (figura 2).24

Figura 2. Pandey V. et al. 2019

Los componentes del TME son:

2.2.1. Componente celular

e Células estrelladas pancreaticas (Pancreatic stellate cells [PSCs])

Son las células mas abundantes del estroma tumoral. Se encuentran en el pancreas

exocrino, generalmente en los espacios periacinares, perivasculares y en regiones
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periductales del pancreas, y presentan un estado quiescente. Participan en la
patogénesis de la enfermedad al transformarse a un estado activado (estado
fibroblastico), inducido a través de la exposicion de citoquinas y factores de crecimiento
secretados por células acinares, células inflamatorias, plaquetas, células endoteliales,
células tumorales y las propias células estrelladas pancreaticas, mediante mecanismos
de regulaciéon paracrina y autocrina.?® A partir de este estado de activacion proliferan,
migran y producen proteinas de la matriz extracelular, citoquinas inflamatorias como IL-8,
guimioquinas (MCP-1 y RANTES) y factores de crecimiento (PDGF, TGFa y TGFpR)
contribuyendo en su propia proliferacion y activaciéon.?® También producen

metaloproteinasas y sus inhibidores que participan en el recambio del TME. 24 27

Existen evidencias de una interrelacion entre las células tumorales y las células
estrelladas pancreaticas que resulta en un incremento en el crecimiento tumoral y en la
generacion de metastasis.?* Las células estrelladas pancreaticas segregan factores
solubles gque inducen un fenotipo determinado de células tumorales pancreaticas que
protegen a éstas, disminuyendo la efectividad de la radiacion y la quimioterapia (como la

Gemcitabina).?

e Fibroblastos asociados al tumor (Cancer-associated fibroblasts [CAFS])

La funcién primaria de los fibroblastos es facilitar la regeneracion tisular. Generalmente
se encuentran en estado quiescente, y una vez activados producen factores de
crecimiento y proteinas de la matriz extracelular. La heterogeneidad de los fibroblastos
depende de su interaccion con células tumorales a través de sefales paracrinas,
facilitando el crecimiento y la proliferacion de las mismas, asi como la invasion celular
(mediante la expresion de Laminina-332 y a331 Integrina). También segregan citoquinas
como GM-CSF e IL-6, importante en la diferenciacion de monocitos hacia macréfagos

pro-tumorales, que contribuyen a la progresion tumoral. 24 27

e Células supresoras derivadas de mieloides (Myeloid-derived suppressor cells

[MDSCs])

Son un tipo de células inmaduras derivadas de la médula ésea que tienen como funcién

primaria la inmunorregulacién y la reparacion tisular y que presentan plasticidad ya que
no estan totalmente diferenciadas. En el contexto del TME, crean un ambiente
inmunosupresor. En el ACDP se han identificado MDSCs circulantes que se
correlacionan con el estadio de la neoplasia. A medida que crece el tumor primario y se

genera un ambiente hipdxico, factores inducibles por hipoxia (Hipoxia-Inducible Factors
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[HIF]) como HIFa se regulan a la alza permitiendo el reclutamiento de MDSCs al TME.
Las MDSCs pueden liberar especies de oxigeno reactivas (Reactive Oxygen Species
[ROS]) que inducen estrés en otras células inmunitarias presentes en TME, como las
células T, obstaculizando su proliferacion. También pueden regular a la alza el PD-L1,
que se une a la proteina PD-1 presente en células T activadas, inactivandolo. Las
MDSCs en un ambiente hipoxico pueden diferenciarse en macrofagos a través de la
activacion de la fosfatasa CD45 y la inhibiciéon de STAT3. 24 2°

e Macroéfagos asociados al tumor (Tumor-associated macrophages [TAMSs])

Surgen de dos fuentes principales: 1) la quimioatraccion producida en el estroma del
ACDP (IL-4, IL-13 e ICAM-1) y CSF-1, y 2) son generados de la polarizacién de
macrofagos M1 proinflamatorios a un fenotipo M2-like. Los macréfagos M2-like se
detectan principalmente en los estadios avanzados del ACDP y se correlacionan con
invasion neoplasica, con las metastasis tempranas y una disminucién en la supervivencia

global.

Los TAM segregan IL-10 y TGF-B y promueven la progresion tumoral creando un
ambiente inmunosupresor y fibrético. El TGF-B inhibe el crecimiento celular en estadios
tempranos pero tiene un papel inmunosupresor a medida que el ACDP progresa. Las
células tumorales, a su vez, pueden modular la polarizacion al fenotipo M2-like mediante

la secrecion de II-13 y condiciones hiperglucémicas.? 24

2.2.2. Componente acelular

e Proteinas de la matriz extracelular

La matriz extracelular es producida principalmente por los fibroblastos y las células
estrelladas pancreéticas y esta formada principalmente por colagenos de tipos |, llI, 1V,
acido hilaurénico, fibronectina y laminina. Estas proteinas construyen una matriz que
favorece la interaccién con las células tumorales directamente para aumentar su
crecimiento, promover la proliferacién y migracion de células tumorales, creando una

barrera fisica frente a quimioterapicos y células inmunes.*°
La laminina, fibronectina y el IGF-1, mediante la interaccién con los receptores de

integrina de las células tumorales promueven su supervivencia, protegen de la apoptosis

y regulan la adhesion y migracién de las células tumorales pancreéticas.!
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El &cido hialurénico es un glucosaminoglicano secretado por las células tumorales.
Forma una matriz elastica gel-like entre las fibras de colageno y ayuda a retener los
factores de crecimiento y citoquinas en el estroma. Ademas, favorece la captacion de
agua, aumentando la presion intersticial, lo que lleva a hipoperfusion, hipoxia y colapso
vascular, impidiendo la llegada de quimioterapicos a las células tumorales. 2+ 32

e Metaloproteinasas de la matriz extracelular (Matrix Metalloproteinase [MMP])

Son enzimas proteoliticas encargadas de degradar las proteinas de la matriz extracelular
promoviendo el crecimiento, la invasibn y la diseminacibn tumoral. Algunas
metaloproteinasas como la MMP-9 estan sobreexpresadas en el ACDP y son esenciales

para la invasiéon tumoral.?* 33

2.3. Células madre tumorales y metastasicas

Las células madre tumorales (CMTs) se describen como una poblacion celular en el
tumor con capacidad de autorrenovarse y producir clones heterogéneos de células
cancerosas (cohorte de células hijas transitorias) que mantienen el crecimiento del
tumor.3* Las CMTs tienen propiedades como plasticidad celular (habilidad de una célula
para diferenciarse en una linea celular), potencial fenotipico (capacidad de una célula de
adoptar una nueva identidad o destino en respuesta a diferentes condiciones
ambientales), tumorigenicidad y potencial clénico. También tienen capacidades
metabdlicas, autofagicas, invasivas y quimiorresistentes que permiten su continua
autorrenovacion 'y favorecen su evasion y resistencia a los tratamientos

quimioterapicos.*

La teoria mas admitida es que las CMTs se originan por la acumulacién de mutaciones
gue ocurren en una célula madre normal desencadenando finalmente una transformacion
maligna.®® Otros estudios muestran que las mutaciones en células mas diferenciadas
pueden promover la capacidad de autorrenovacién no regulada y con propiedades

similares a las células madre.®

Las CMT pancredticas con capacidad de iniciacion tumoral pueden ser identificadas
mediante la expresion de distintos marcadores proteicos, como CD44, CD24, CD133 o c-
Met. Estas CMT pueden autorrenovarse y diferenciarse en varios tipos de células para

generar la heterogeneidad del tumor primario.*®
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Inductores del TME como TGF-B, HedgeHog (HH) o Notch hacen que las células
tumorales puedan adquirir un fenotipo reminiscente al de las CMT pancreéticas, con
marcadores CD44+CD24+ESA+.%

Los marcadores CD44 y CD24 promueven las interacciones célula-célula.®® Las CMT
pancreaticas CD133+ con expresion concomitante de CXCR4+ presentan mayor
habilidad migratoria y contribuyen a la capacidad metastasica.” Aquellas células que
expresan c-Met responden a la secrecion de ligandos para la activacion de vias del
desarrollo en CMT pancreaticas, como B-catenina, Notch y Stat3. Estas vias estimulan la
expresion de genes que influyen en propiedades de las células madre como la

autorregulacion.®

Las CMTs residen en los llamados “nichos”, que contienen ademas otras células (células
endoteliales, inflamatorias, fibroblastos, etc.) que conforman un microentorno adecuado
para la funcién de las CMTs, regulandolas mediante la interaccién celular y la liberacién
de factores de sefializacion. Gracias a sus propiedades plasticas las células progenitoras,
las células madre, hijas, y las células de transicion pueden moverse en una jerarquia
continua mediante sefializacion extracelular, por lo que aquellas células que no son
células madre pueden entrar en el proceso de diferenciacion celular cuando se necesite.
37.39,40 Se han descrito varias vias de sefalizacion como la Notch y HH que regulan la
actividad de las CMTs. ¥’

La via de Notch se necesita para la funcién de las CMT de ACDP. La sefializacion
Nodal/Activina (que pertenecen a la superfamilia TGF-B) es importante para el
mantenimiento celular en el embrion humano y es fuertemente expresada en CMTs de
ACDP. La via Nodal/Activina puede afectar la capacidad autorrenovadora y promover la
invasion de las CMTs en ACDP. ¥/

Comparado con las células epiteliales pancreéaticas normales, la expresion de HH fue
elevada en células CD44+CD24+ESA+, lo que sugiere que el ligando de sefializacion HH

esta expresado significativamente en las CMTs. %

Las CMTs parecen activar mecanismos celulares que les otorgan quimiorresistencia. Se
han identificado algunas subpoblaciones de células madre resistentes a tratamientos:
resistencia a Gemcitabina en subpoblacion CD133+ en la linea L3.6pl de cancer

pancreatico metastasico 3, resistencia a Gemcitabina en la subpoblacién
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CD44+CD24+EpCAM+ con sobreexpresién de vimentina y reducciéon de E-cadherina®!,
resistencia a tratamiento en subpoblaciones CD133+ con transportadores ABC o
dependientes de ATP como ABCG2+.%2

2.4. CXCR4 en cancer de pancreas

Las quimioguinas son una familia de citoquinas quimioatrayentes proinflamatorias que
funcionan como ligandos activando a receptores especificos 7-transmembrana acoplados
a proteinas G (G-protein-coupled receptors [GPCR]). Son los reguladores principales en
el trafico y adhesion celular, supervivencia, proliferacion y transcripcién de genes. Estos

receptores estan presentes en casi todos los tipos celulares.

Una de estos receptores es CXCR4, que ha sido identificado hasta en 23 neoplasias
epiteliales, mesenquimales y hematopoyéticas, y en lineas celulares de cancer de

pancreas y muestras de ACDP humano.** 44

En el metaandlisis publicado por Ding et al. se analizaron un total de 327 estudios,
donde se habia evaluado la tasa de expresion CXCR4 en ACDP frente a tejido
pancreatico normal revelando que en ACDP los niveles de expresion eran mayores que
en tejido pancreatico normal, sugiriendo que el CXCR4 puede ser un marcador molecular

para el diagnostico y pronostico de ACDP y para una futura terapia antitumoral.

2.4.1. CXCL12/CXCR4

El CXCR4 es el receptor predominante de unién al factor 1 alfa derivado de las células
estromales (Stromal cell-Derived Factor 1 [SDF-1a]) o también llamado CXCL12. El
CXCL12 es quimioatrayente para células hematopoyéticas maduras e inmaduras.*®
Varios tejidos humanos expresan SDF/CXCL12, como pulmones, higado, cerebro,
nddulos linfaticos, células epiteliales, médula 6sea y células estromales. La expresion de
CXCL12 podria producirse por los fibroblastos en areas hipdxicas tumorales situadas en
el microentorno tumoral, y la expresion de CXCR4 por las células tumorales®, formando
un eje de sefializacion CXCL12/CXCR4.43

El eje CXCL12/CXCR4 activa diferentes cascadas de sefializacion en el proceso de
carcinogénesis, incluyendo Ras, PI3K (quinasa reguladora de sefial extracelular),
fosfolipasa C/, MAPK, p38 MAPK, y la quinasa C-Jun N-Terminal/ proteina quinasa

activada por estrés.*
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Esta implicado en los procesos de proliferacién tumoral, la neo-angiogénesis, la invasion,
la migracién (mediante degradacion de la matriz) y la diseminacion de las células

cancerosas. *

Se ha visto que puede promover la progresion de ACDP mediante la activacion de vias
de sefalizacion como AKT, MAPK, NF-kB, HIF-1a. La sefializacion CXCL12/CXCR4 es
critica en la regulacion de CMT y protege de la apoptosis. Hermann et al. descubrieron
que de dos subgrupos diferentes de células madre cancerosas CD133+ basadas en su
habilidad de formar metastasis, sélo aquella con expresion adicional de CXCR4 fue

capaz de producir metastasis. *’

Datos de distintos ensayos clinicos de modelos murinos in vitro e in vivo subrayan el
papel del receptor y ligando CXCR4/CXCL12 para incrementar la malignidad de células

tumorales pancredticas. > 4°

Los tejidos con expresién de CXCL12 (nédulos linfaticos, higado...) pueden facilitar el
direccionamiento de células tumorales pancreaticas con expresion de CXCR4 mediante
la interaccion ligando-receptor. Esta interaccion influye en la adhesion, la migracion y la
invasion de células tumorales, reflejando la fuerte asociacion entre CXCR4 con las
metastasis tumorales. Ding et al. concluyen que todos estos hallazgos muestran que el

CXCR4 juega un papel importante en el proceso de metastasis en el ACDP.*

24.2. CXCR4yEGFR

El CXCR4 se ha relacionado con el factor de crecimiento epidérmico (Epidermal Growth
Factor Receptor [EGFRY]), altamente expresado en ACDP y que esta relacionado con la
carcinogénesis y su desarrollo. Sin embargo, la expresion de EGFR sola tiene
significacion clinica y pronéstica limitada. Se ha visto que la coexpresion EGFR/CXCR4
identifica a un subgrupo de pacientes con ACDP con caracteristicas tumorales mas
agresivas y pronostico significantemente peor. Estos estudios sugieren una importante
relacién/didlogo entre CXCR4 vy las vias intracelulares de EGFR e indican que la inhibicién
simultanea de estas vias puede suponer una estrategia terapéutica atractiva para el
ACDP.#
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2.4.3. CXCR4y CXCR7

Otras quimioquinas como CXCR7 pueden jugar un papel en la patogénesis de ACDP en
relacion con el HIF-1a, que induce la transcripcion de quimiorreceptores como CXCR4,
CXCR7, CXCR1 y CXCR2. Algunos estudios analizaron el impacto de estas quimioquinas
y el HIF-1 a en el resultado de pacientes intervenidos de ACDP y en factores clinico-
patolégicos, sin resultados concluyentes.*” 48 Algin estudio ha propuesto que CXCR7
puede modular la sefalizacion de CXCR4 mediante el secuestro de CXCL12 y actuando

en la quimioatraccion y migracion de las células CXCR4+.4°

En el estudio publicado por Marechal et al. se describe que CXCR4 y CXCR?7 tienen
diferentes dominios de unibn de CXCL12 y los ejes de CXCL12/CXCR4 vy
CXCL12/CXCRY7 tienen distintas funciones en el desarrollo tumoral. Segun este estudio,
el andlisis combinado de la coexpresion de CXCR4 y CXCR7 nos permite identificar un
subgrupo de pacientes ACDP con sobreexpresion de estas quimioquinas con peor

pronéstico.*®

Otros estudios proponen que CXCR7 puede modular la sefializacion de CXCR4, pero
debido al escaso nimero de estudios que analizaron la coexpresion de CXCR4, CXCR7 y
CXCL12 en ACDP no se encontraron hallazgos concluyentes en la regulacion de estas

vias ni en la supervivencia global o libre de enfermedad.%® 5!

2.4.4. CXCR4y relacion con el pronostico en ACDP
Distintos estudios publicados han reportado que la expresién elevada de CXCR4 en
células tumorales de ACDP puede constituir un factor prondstico adverso, relacionado

con peor prondstico y menor supervivencia. 44 4% 52

El metaanalisis publicado por Krieg et al. analiza datos de 9 estudios y un total de 1183
pacientes, y observa una asociacion entre la expresion de CXCR4 y prondstico pobre,
con una mayor expresion de CXCR4 en tumores con ganglios positivos, sugiriendo que el
CXCR4 es un biomarcador prondstico en ACDP y que puede ser evaluado como
orientacion terapéutica en el tratamiento de enfermedad metastasica en el pancreas.
Debido a la heterogeneidad de algunos estudios incluidos, no se pudieron establecer
asociaciones significativas entre la presencia de CXCR4 y metastasis distante, ni una

correlacién entre la supervivencia global y CXCR4.5!
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El metaanalisis publicado recientemente por Ding et al. concluye que la sobreexpresion
de CXCR4 es un factor prondstico robusto asociado al riesgo de afectacion ganglionar, al
ACDP de alto grado y estadio tardio y a las metastasis a distancia. +*

Los autores creen que la importancia clinica de la expresiéon de CXCR4 en ACDP es
controvertida y que la asociacion entre sobreexpresion de CXCR4 y caracteristicas
clinico-patolégicas no son concluyentes debido a que la mayoria de estudios incluidos

son retrospectivos y a que el nimero de muestras testadas en cada estudio es pequefio.

2.4.5. Antagonistas frente a CXCR4

Algunos estudios han tenido como objetivo evaluar la asociacién entre la sobreexpresion
de CXCR4 y supervivencia libre de enfermedad y global, sugiriendo que el desarrollo de
estrategias contra el CXCR4 puede ser un abordaje terapéutico prometedor y de

relevancia importante para la salud publica.*!

Muchas terapias anti-CXCR4 todavia estan en desarrollo debido a que no esté claro el
factor prondstico de la sobreexpresion de CXCR4 en diferentes tumores y muchos de
ellos han dado lugar a una asociacion no significativa entre la expresion de CXCR4 y los

resultados oncolégicos.

La expresion de CXCR4 se ha asociado con resistencia a Gemcitabina in vitro y en
modelos animales. El uso de un anticuerpo monoclonal frente a CXCR4 fue capaz de
reducir la invasién y metastasis de ACDP en modelos murinos.*® Recientemente, se ha
revelado que las células que expresan CXCR4+ dentro de la poblacién de CD33+ son las
que aportan la capacidad de diseminacién y resistencia a Gemcitabina en el cancer de
pancreas, por lo que este receptor supone una diana excelente para el direccionamiento

de una terapia antitumoral y antimetastasica.>

El eje CXCL12/ CXCR4 también ha surgido como nuevo objetivo para terapia en ACDP.
Distintos ensayos clinicos estan testando antagonistas de CXCR4 en terapia combinada

con otros agentes quimioterapicos como Gemcitabina.*?
Algunas publicaciones sugieren que la tincion inmunohistoquimica positiva para CXCR4

puede ser utilizada para seleccionar a aquellos pacientes que requieran terapia

adyuvante con antagonistas de CXCR4. 4
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3. MODELOS ANIMALES EN ADENOCARCINOMA DUCTAL DE
PANCREAS

Los modelos animales en el ACDP son validos para la identificacion de marcadores y
dianas diagnésticas, prondsticas y terapéuticas que nos permitan una mejor comprension
de la fisiopatologia de la carcinogénesis y la progresion tumoral en el ACDP. También
son validos para la evaluacion de la eficacia terapéutica y la respuesta a terapias
experimentales previamente a ser evaluadas en ensayos clinicos con humanos y

aprobadas para su utilizacion en salud humana (figura 3).%2

Para que los modelos animales sean utiles deben reproducir los patrones de alteracion
genética y fisiopatologia del ACDP humano.
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Figura 3. Bos PD et al. 2010

GEM: Genetically engineered mouse models

grafts: xenograft or allograft transplantation.
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3.1. Modelos animales de ACDP inducidos quimicamente

Una de las primeras estrategias utilizadas para generar modelos animales de ACDP fue
la exposicion a quimicos carcinogénicos. El carcinébgeno ADN alquilante azaserina y la
implantacién quirtrgica de 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA) se ha utilizado para
inducir carcinogénesis pancredtica y metastasis en ratas. En estos casos las células
tumorales no presentan la mutacion oncogénica de KRAS, por lo que no representan de
manera adecuada al ACDP humano, teniendo poca capacidad traslacional. Los agentes
alquilantes de ADN N-nitroso-bis (2-oxipropil) amina (BOP) y N-nitrosobis-(2-hidroxipropil)
amina (BHP) en hamsteres promueven la metilacion de la guanina llevando a la mutacion
de nucledtidos e induciendo la mutacion del gen KRAS, por lo que morfolégicamente

presentan mayor semejanza con el cancer pancreatico humano.

3.2. Modelos de ACDP genéticamente modificados (GEMM)

Los modelos de ratones genéticamente modificados (GEMM) se crean a partir de la
introduccion de mutaciones genéticas especificas en oncogenes y genes supresores de
tumores caracteristicos del ACDP humano, activandolos (knock-in) o bien inactivandolos
(knock-out). Son utiles para estudiar los mecanismos de carcinogénesis temprana pero el
inconveniente es que son poco metastasicos.®® Los modelos GEMM simulan la
carcinogénesis pancreatica a través de lesiones precursoras malignas como PanIN o
NMPI, incorporando aberraciones genéticas conductoras tempranas (KRAS) o tardias
(TP53). Otros tipos de modelos GEMM son los modificados con promotores P48/Ptfla o
Pdx1 que controlan la expresion de oncogenes mutados o genes supresores de tumores
en el pancreas. Estos, representan de manera mas adecuada rasgos clinicos del ACDP
humano.®® Sin embargo, debido a la baja frecuencia de carcinogénesis pancreéatica en
estos ratones, se cree que son necesarias mutaciones adicionales como la del oncogén

KRAS para una transformaciéon maligna completa.

En este sentido, los GEMM han evolucionado a fenotipos con mayor malignidad como los
modificados con el genotipo Kras (G12D); trp53 (R172H); Pdx-1Cre (modelo KPC)
descrito por Tuveson, que incorpora mutaciones del oncogén KRAS y del gen supresor
de tumores tp53, conducidos por una Cre recombinasa especifica del pancreas y el
transgén Pdx1-Cre, se ha considerado uno de los modelos murinos mas avanzados,
presentando rasgos de ACDP humano muy similares a la clinica, como el estroma

tumoral y respuesta a terapia muy similar.%6-°
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Otra ventaja es que contienen el sistema inmune intacto, permitiendo el estudio de la

vigilancia inmunoldgica y la evaluacion de tratamientos inmunoterapicos. °6%°

A pesar de esta ventaja, los modelos GEMM contienen una baja celularidad neoplasica lo
que dificulta aislar y caracterizar las células malignas. Esto consume mas tiempo para su

generacion y encarece la experimentacion. ©°

3.3. Modelos xenografos de ACDP

Para el desarrollo de estos modelos se utilizan ratones inmunodeprimidos, ya que se
generan mediante la implantacion de células tumorales humanas o tejido tumoral
humano. La cepa de raton mas utilizada es la de ratones desnudos atimicos, (carentes de
células T) o los NOD- SCID, con inmunodeficiencia combinada severa (Severe Combined

Inmunodefficiency [SCID]) y que son carentes de linfocitos T y B. ¢!

Se pueden generar mediante implantacién subcutanea quirdrgica de fragmentos de tejido
tumoral o células tumorales establecidas en ratones inmunodeprimidos, y habitualmente
se emplea matriz celular (matrigel) para aumentar la tasa de injerto de las células
tumorales y obtener mayor éxito de crecimiento tumoral, incrementando la eficiencia.®'62
Estos modelos xendgrafos subcutaneos generalmente no metastatizan y, ademas, no
replican con exactitud el crecimiento neoplasico intrapancreatico.®®® Estas limitaciones
pueden ser solventadas por los modelos ortotopicos de implantacion intrapancreatica que
replican el crecimiento intrapancreédtico y ademas metastatizan, pudiéndose estudiar la
fisiopatologia de la metéstasis mediante la ayuda de técnicas de imagen como la
bioluminiscencia, fluorescencia o técnicas de imagen avanzadas como la ultrasonografia,
TC 0 RMN. 6163

Estos modelos xendgrafos ortotépicos se pueden generar mediante la inyeccién
intrapancreatica de células tumorales aisladas o mediante la implantacién quirargica de
fragmentos tumorales en el pancreas. Este Ultimo procedimiento, de implantacion de
tejido, aumenta la tasa de injerto, limita las variaciones en el tamafio del tumor primario y

reduce el riesgo de fuga intraperitoneal.%

3.4. Xenografos derivados de pacientes (PDX)

Los xendgrafos generados a partir de lineas tumorales comerciales suelen presentar

alteraciones genéticas y epigenéticas y no representan la heterogeneidad tumoral. Estos
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modelos so6lo representan el contenido celular neoplasico tumoral (de 10%) sin tener en
cuenta los efectos de estroma o de las células inmunes infiltrantes.® % Para paliar estas
deficiencias, se desarrollaron los xenégrafos derivados de muestras de pacientes (Patient
Derived Xenografts [PDX]) mediante la implantacion subcutdnea o ortotdpica, en ratones
inmunodeprimidos, de tejido tumoral resecado procedente del paciente. Estos modelos
presentan una latencia variable de semanas a meses, y el indice de implantacion tumoral
varia de 10 a 100%. Estos xendgrafos tienen la capacidad de mantener la fidelidad
gendmica, los rasgos histopatoldgicos, el potencial metastasico, en el caso de los

ortotépicos, y la respuesta a intervenciones terapéuticas. ¢7-'*

3.5. Modelos xendgrafos humanizados

Una de las mayores deficiencias de los modelos PDX es la necesidad de utilizar ratones
inmunodeprimidos, lo que limita su uso para la evaluacién del efecto del sistema inmune
y la evaluacion de tratamientos inmunoterdpicos. Actualmente, se estan desarrollando
diferentes modelos xendgrafos humanizados que reproducen la respuesta inmune innata
y en los que se pueden estudiar clinicamente las interacciones entre células tumorales e
inmunolégicas. Algunos ejemplos son los creados a partir de la implantacién de células
madre CD34+ del cordon umbilical a nivel intrahepatico y el trasplante de sangre

periférica humana con células mononucleares en ratones atimicos.’? "

4. TRATAMIENTO EN EL ADENOCARCINOMA DUCTAL DE
PANCREAS

4.1. Enfermedad resecable borderline y enfermedad localmente

avanzada en ACDP

El ACDP se divide en tres categorias de acuerdo a su extension local: resecable,
resecable borderline y localmente avanzado. Estas definiciones no son uniformes en
todos los estudios debido a las diferentes técnicas quirdrgicas utilizadas y a que algunos
autores proponen su redefiniciéon con la inclusién de conceptos moleculares y factores
dependientes del paciente.” ® La clasificacion del ACDP en una de estas categorias
tiene implicaciones de vital importancia en su tratamiento quirdrgico, sistémico y en la

supervivencia y pronéstico. Aunque existen controversias en estas definiciones, la
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National Comprehensive Cancer Network (NCCN) en la Guia del ACDP de 2019”7
establece las siguientes:

4.1.1. ACDP resecable
Sin contacto tumoral arterial (tronco celiaco, arteria mesentérica superior, arteria hepatica
comun), sin contacto con la vena mesentérica superior o la vena porta, o contacto <180°,

sin irregularidad en el contorno de la vena.

4.1.2. ACDP resecable borderline

«» Cabeza pancreatica/proceso uncinado:

e Contacto tumoral sélido con la arteria hepéatica comun, sin extension hacia el tronco
celiaco, o bifurcacion de la arteria hepética permitiendo una reseccién vy
reconstruccion completa y segura.

e Contacto tumoral solido de la arteria mesentérica superior <180°.

e Contacto tumoral sélido con una variante anatémica arterial (por ejemplo arteria
hepética derecha accesoria, arteria hepatica derecha reemplazada, arteria hepéatica
comun reemplazada, y el origen de la arteria reemplazada o accesoria) y la presencia
y grado de contacto tumoral debe ser anotado si esta presente, ya que puede afectar
al planteamiento quirdrgico.

e Contacto tumoral sélido con la vena mesentérica superior o la vena porta de >180°,
contacto <£180° con irregularidad del contorno de la vena o trombosis de la vena, pero
con vaso proximal y distal adecuado permitiendo resecciébn completa y segura y
reconstruccion venosa.

e Contacto tumoral sélido con la vena cava inferior.

< Cuerpo/ cola pancreatica:

e Contacto tumoral sélido con el tronco celiaco de < 180°.
¢ Contacto tumoral sélido con el tronco celiaco > 180° sin afectacion de la aorta y con

arteria gastroduodenal intacta y no involucrada.

4.1.3. ACDP localmente avanzado

«» Cabeza/proceso uncinado:

Contacto tumoral sélido con la arteria mesentérica superior >180°.

Contacto tumoral sélido con el tronco celiaco >180°.
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«» Cuerpo/ cola pancredtica:

e Contacto tumoral solido de >180°C con la arteria mesentérica superior o tronco
celiaco.

e Contacto tumoral sélido con el tronco celiaco y afectacion adrtica.

¢ Vena mesentérica superior o vena porta no reconstruible debido a afectacion tumoral

u oclusién (debido a tumor o trombo).

4.2. Tratamiento sistémico

La terapia sistémica se utiliza en todos los estadios de ACDP y se clasifica en terapia
neoadyuvante (en ACDP resecable o borderline resecable), terapia adyuvante y primera
linea de tratamiento, o terapia posterior para pacientes con ACDP localmente avanzado,

metastasico y recurrente.

Existen mdltiples estudios que demuestran el beneficio en la supervivencia tras
tratamiento quimioterapico, por lo que la administracion de tratamiento neoadyuvante o

adyuvante tras la intervencién quirtrgica es crucial en el abordaje del ACDP."®

El papel de la neoadyuvancia es importante en el ACDP dado que sélo el 20% de los
casos son resecables al diagnéstico. La reseccién quirtrgica para ACDP localmente
avanzado siguiendo a neoadyuvancia continla en discusién. La decisibn debe
establecerse en un comité multidisciplinar y considerando hallazgos radiolégicos
(reasegurando hallazgos como enfermedad estable y respuesta parcial) asi como niveles
de Ca19.9.7

Los regimenes preferidos en el ambito de la neoadyuvancia/adyuvancia en el ACDP y la
primera linea de tratamiento para el ACDP localmente avanzado y metastésico es el
FOLFIRINOX o FOLFIRINOX modificado, o Gemcitabina y Nab-Paclitaxel.”’

4.2.1. Tratamiento neoadyuvante

La aplicacion del tratamiento neoadyuvante en el ACDP supuso hasta hace unos afios
una limitacién debido a la baja respuesta a tratamientos quimioterépicos, lo que implico
una baja aceptacion en ensayos clinicos aleatorizados, aunque actualmente ha sido
mitigado gracias a la mejora en los regimenes de quimioterapia. Otra limitacion es la baja
predictibilidad de los hallazgos por imagen de resecabilidad y respuesta patolégica

tumoral tras tratamiento neoayuvante.®
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El objetivo de la neoadyuvancia en el ACDP borderline resecable y en el localmente
avanzado es mas que reducir el tamafio tumoral y facilitar la reseccion quirdrgica,
seleccionar a aquellos candidatos que no han tenido progresién tumoral, lo que indicaria
que presentan una enfermedad biolégicamente menos agresiva. Un marcador de
efectividad tras el tratamiento neoadyuvante es la valoracion del porcentaje de pacientes
que son candidatos a cirugia. Muchos estudios han mostrado resultados favorables tras
reseccion quirdrgica después de neoadyuvancia, a pesar de que la imagen
postneoadyuvancia sugiriese enfermedad irresecable persistente.® 8 Algunos centros
especializados han incluso descrito aumento de supervivencia a largo plazo en pacientes
en los que se realiz6 una pancreatectomia con reseccién arterial concomitante y

reconstruccion vascular. 83 84

Los resultados favorables en estos estudios se deben al control de potenciales
micrometastasis y a la seleccién de pacientes que pueden beneficiarse de una reseccion

quirdrgica radical tras tratamiento neoadyuvante.®®

4.2.1.1. Terapia neoadyuvante para enfermedad resecable
El tratamiento estandar para el ACDP resecable segun la guia de 2019 de la NCCN es la
cirugia seguida de tratamiento adyuvante. Este concepto se basa en los hallazgos de
multiples ensayos clinicos como CONKO-001, ESPAC-4, y estudios PRODIGE-24, que
han demostrado que la terapia sistémica adyuvante incrementa la supervivencia libre de
enfermedad y la supervivencia a largo plazo. Desafortunadamente existe un porcentaje
de pacientes significativo que se somete a cirugia y no recupera el estatus funcional de

manera adecuada para recibir adyuvancia. 8%

Los beneficios de un tratamiento neoadyuvante en el ACDP borderline resecable y/o
localmente avanzado plantean que la administracibn de quimioterapia antes de la
intervencion quirargica puede conferir beneficios similares para los pacientes afectos de
un ACDP inicialmente resecable. Los argumentos a favor de quimioterapia neoadyuvante
en el ACDP resecable son varios. En primer lugar podria permitir el tratamiento temprano
de la enfermedad micrometastasica. En segundo lugar permitiria que mas pacientes
recibiesen un ciclo completo de quimioterapia antes del estrés fisioldgico producido por la
cirugia. Finalmente, al igual que en el caso del ACDP borderline resecable y localmente
avanzado, puede permitir una seleccién quirdrgica de los pacientes mas adecuada, ya
qgque en el caso de una enfermedad biolégicamente agresiva ésta puede progresar

durante la quimioterapia, y el paciente podria no beneficiarse de un procedimiento
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invasivo como es una intervencién quirdrgica. Algunos estudios defienden que el
tratamiento neoadyuvante previo a la intervencion quirlrgica puede ser mas efectivo que
en el postoperatorio porque el lecho del tumor resecado se asocia con peor entrega
tumoral y baja sensibilidad a la RT.&

Existen argumentos contra la terapia neoadyuvante para la enfermedad resecable. En
primer lugar, esta estrategia retrasa la intervencion quirdrgica, sobre todo cuando los
pacientes experimentan complicaciones significativas como la presencia de una ictericia
obstructiva provocada por la compresion tumoral de la via biliar principal, permitiendo de
manera potencial la progresién tumoral hasta la irresecabilidad. En segundo lugar y a
diferencia de la cirugia, el inicio de quimioterapia requiere un diagndstico certero
anatomopatolégico de ACDP mediante una biopsia positiva. Esto puede ser dificil de
obtener debido a la localizacién anatémica del tumor y por su estructura con un gran
contenido estromal y poca celularidad, y consecuentemente puede posponer el

tratamiento.% 91

Existen multiples ensayos clinicos prospectivos que evallan diferentes regimenes de
tratamiento neoadyuvante en la enfermedad resecable (por ejemplo Tienhoven et al. en la
fase Ill de PREOPANC-1). Si bien en la actualidad existe una clara tendencia a indicar
una quimioterapia neoadyuvante en estos tumores pancreéticos resecables, en el futuro
sus resultados deberan ser discutidos para valorar si esto ofrece beneficios

significativos.®?

4.2.1.2. Tratamiento neoadyuvante en ACDP borderline resecable
De acuerdo con las guias de la NCCN de 2019, la terapia heoadyuvante es la estrategia
aceptada actualmente para el ACPD borderline resecable: permite evaluar la respuesta
biolégica tumoral preoperatoria, permite el tratamiento quimioterapico que puede no ser

tolerado tras la intervencion y puede contribuir a la infraestadificacién tumoral.”>"’

Los conocimientos sobre el tratamiento neoadyuvante provienen de estudios
heterogéneos y sobre la administracion en ACDP metastasico, por lo que existe una
evidencia limitada para recomendar tratamientos neoadyuvantes al margen de un ensayo
clinico. Existen diferentes tipos de tratamientos aceptados como preferidos o
alternativos, por lo que es altamente recomendable su administracion en un centro de

referencia con un gran volumen de casos Yy la participacioén dentro de un ensayo clinico.’®
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Tras terapias neoadyuvantes efectivas la posibilidad de realizar una reseccién quirdrgica
RO es alta en pacientes con ACDP borderline resecable. En estos pacientes la
supervivencia es mayor que en aquellos en los que tan solo se puede realizar una cirugia

sin criterios de radicalidad oncolégica (R1-2).7

Los tratamientos actuales de eleccion son FOLFIRINOX o FOLFIRINOX modificado (que
se debe limitar a pacientes con ECOG-01) asociado o no a quimiorradioterapia (QT-RT)
adyuvante tras la cirugia, o tratamiento con Gemcitabina y Nab-Paclitaxel asociado o no
a QT-RT posterior. En aquellos pacientes que presentan mutacion en BRCA 1/ 2 o
PALB2 se recomienda FOLFIRINOX o FOLFIRINOX modificado asociado o no a QT-RT,
o tratamiento con Gemcitabina y Cisplatino (= 2-6 ciclos) asociado o no a QT-RT

posterior.””- 9394

4.2.1.3. Tratamiento neoadyuvante en ACDP localmente avanzado
En el ACDP localmente avanzado todavia estd por demostrar que la neoadyuvancia
asociada a la cirugia conlleve un beneficio en la supervivencia.” La guia de la NCCN de
2019 recoge el tratamiento quirargico como posible terapia de segunda linea en
pacientes con buen PS y sin progresion tumoral tras tratamiento sistémico de primera

linea con quimioterapia sola o asociada a QT-RT.”’

Durante estos Ultimos afios se han desarrollado ensayos clinicos aleatorizados para
mejorar la terapia sistémica en casos de ACDP localmente avanzado. Algunos de estos
estudios defienden la realizacibn de resecciones vasculares, especialmente del eje
vascular porto-mesentérico asociadas a una terapia multimodal para conseguir una
mejoria de la supervivencia. A pesar de ello, en la actualidad todavia es necesaria la
realizacion de ensayos clinicos aleatorizados para establecer las bases quirlrgicas del

ACDP localmente avanzado.®>-8

4.2.2. Tratamiento adyuvante

La recomendacién de tratamiento adyuvante tras la reseccién quirdrgica de un ACDP
esta dirigida a aquellos pacientes que no han recibido previamente tratamiento
neoadyuvante. Para aquellos que han recibido tratamiento neoadyuvante, la adyuvancia
va a depender del tratamiento previo administrado, de la radicalidad quirtrgica y de las

condiciones clinicas del paciente.””
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Distintos ensayos clinicos han estudiado la combinacion de tratamientos con 5-
Fluorouracilo (5-FU) y leucovorina versus Gemcitabina y el tratamiento con Gemcitabina
en monoterapia o combinado, sin evidenciar diferencias estadisticamente significativas.
86-88
En la actualidad, los regimenes recomendados son FOLFIRINOX modificado (limitado a
ECOG 01) o Gemcitabina en combinaciéon con Capecitabina. 7788
Otros tratamientos alternativos recomendados son los siguientes:

-Gemcitabina en monoterapia

-5- FU y leucovorina

-Infusion continua de 5- FU

-Capecitabina en monoterapia

-Quimioterapia de inducciéon (Gemcitabina, 5-FU y leucovorina o infusién continua

de 5-FU), seguido de QT-RT, seguido o no del mismo tratamiento de

guimioterapia posterior (Gemcitabina, 5-FU y leucovorina o infusién de 5-FU). 77 8¢
88

4.2.3. Tratamiento sistémico en ACDP localmente avanzado

Como terapia de primera linea, si el paciente tiene un buen PS se recomienda
FOLFIRINOX o FOLFIRINOX modificado (para ECOG 0-1) o Gemcitabina y Nab-
Paclitaxel (para ECOG 0-2). En pacientes con mutaciones BRCA 1/ 2 o PALB2:
FOLFIRINOX o FOLFIRINOX modificado, 0 Gemcitabina asociada a Cisplatino. Como
terapias alternativas se recomiendan la administracion de Gemcitabina en monoterapia o
combinada con Capecitabina y Erlotinib, Capecitabina en monoterapia, 5-FU en
monoterapia;  Gemcitabina, Docetaxel y Capecitabina, Fluoropirimidina (5-FU o

Capecitabina) y Oxaliplatino.’ 9 100

En algunos casos seleccionados sin enfermedad metastasica se pueden utilizar
combinaciones con QT-RT o quimioterapia con RT estereotaxica corporal (Sterotactic
Body Radiotherapy [SBRT]).”’

Como terapia de primera linea, si presenta pobre PS se recomienda Gemcitabina,
Capecitabina o 5-FU en monoterapia. Como terapia de segunda linea existen diferentes
opciones segun el PS: terapias de 5-FU y leucovorina con Irinotecan liposomal, FOLFIRI;
FOLFIRINOX, FOLFOX, Capecitabina con o sin Oxaliplatino, 5-FU, Gemcitabina (con

diferentes combinaciones como albumina ligada a Paclitaxel, Cisplatino, Erlotinib), y
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diferentes anticuerpos monoclonales e inmunomoduladores como Pembrolizumab,

Entrectinib y Larotrectinib, y quimiorradiacién.’”: %9 100

4.2.4. Tratamiento sistémico en ACDP metastasico
Como primera linea para enfermedad metastasica el tratamiento sistémico seria el mismo
gque para enfermedad localmente avanzada salvo por los tratamientos con RT, que no se

recomiendan a no ser que se indiquen con propdésito paliativo.

En caso de pacientes con buen PS, los tratamientos aprobados para el mantenimiento de
enfermedad metastasica serian FOLFIRI si previamente se administr6 FOLFIRINOX,
siendo otros recomendados FOLFOX y Capecitabina en forma de ensayos clinicos si
previamente se administro tratamiento con FOLFIRINOX. Para mutaciones de BRCA 1/ 2

puede administrarse Olaparib. 77 101-103

4.2.5. Papel de laradioterapia en el ACDP

Los tratamientos recomendados por la guia NCCN de 2019 han sido principalmente
Capecitabina, infusion continua de 5FU o Gemcitabina con RT. Si bien los estudios
sugieren que la RT en el &mbito de la neoadyuvancia puede mejorar la probabilidad de
margenes negativos en la reseccion quirdrgica, estos datos aun son limitados en la
actualidad. Deben realizarse mas ensayos clinicos que puedan confirmar esta afirmacion.
Asi mismo, se esta evaluando en diversos ensayos clinicos el papel de la RT como
tratamiento adyuvante. Puede ser recomendada la RT en aquellos pacientes con alto

riesgo de recurrencia local (margenes positivos o ndédulos linfaticos afectados). %

En el ACDP localmente avanzado el objetivo de la RT consiste en prevenir o retrasar la
progresion local y sus manifestaciones clinicas de dolor o sintomas obstructivos. Los
datos para apoyar la RT en este caso son limitados, y puede utilizarse QT-RT o la SBRT.
Se puede administrar la misma pauta en recurrencias de ACDP. En casos paliativos
metastasicos o no metastasicos el objetivo de la RT es disminuir el dolor y el sangrado y

mejorar los sintomas obstructivos. 1%

La utilizacion de la RT concomitante a la quimioterapia o posterior a la misma es
controvertida, y todavia no se han evidenciado diferencias significativas en la
resecabilidad y supervivencia.!®® Debido a la falta de evidencia en ensayos clinicos

aleatorizados, la RT neoadyuvante esta todavia en debate, aunque en casos
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seleccionados y dentro de ensayos clinicos se estan utilizando técnicas para minimizar la
dosis de RT en tejidos radiosensibles mediante el uso de SBRT y RT de intensidad
modulada (Intensity-modulated radiotherapy [IMRT]). 7> 92106

4.2.6. Inmunoterapiay terapias dirigidas

Existen datos limitados para apoyar el uso farmacos inmunoterapicos en el ACDP.
Comprender el perfil genémico del ACDP puede permitir la identificacion de pacientes
con alteraciones especificas y administrar terapias dirigidas en un futuro. Actualmente se
ha encontrado que las mutaciones en BRCAL/2 y las deficiencias en los genes de
reparacion del ADN, MMR, son susceptibles a algunos tratamientos inmunoterapicos,
aunque tienen baja incidencia en el ACDP (7% y 1% respectivamente). Asi,
Pembrolizumab se ha aprobado como segunda linea de tratamiento para aquellos
pacientes con deficiencia en MMR, por lo que se recomienda testar a los pacientes para

saber si presentan estas mutaciones.”

Actualmente se estan investigando combinacion de terapias que ayudan a reprogramar el
microambiente de inmunosupresion tumoral, por lo que la inmunoterapia podria tener un

papel en el tratamiento del ACDP y en la neoadyuvancia en un futuro.107-109

4.3. Tratamiento quirurgico

El objetivo del tratamiento quirdrgico en el ACDP es la realizacién de una reseccion
oncoldgica del tumor primario y los nédulos linfaticos regionales con margenes libres
(reseccion R0). Durante la cirugia se debe descartar la presencia de nédulos linfaticos
metastasicos distantes, peritoneales y en el higado. La reseccidon quirdrgica se
fundamenta en la relacién del tumor con las estructuras vasculares afines al pancreas y
su contacto/invasion con el tumor. De forma intraoperatoria se deben analizar los
margenes de reseccion pancredtica a fin de descartar invasiéon tumoral de los mismos y

conseguir una reseccion oncoldgica RO del cuello pancreatico y via biliar.””: 110

Para tumores situados en la cabeza y proceso uncinado la técnica quirdrgica consiste en
una DPC y para tumores en el cuerpo y cola de pancreas la reseccion consiste en una

pancreatectomia distal asociada a una esplenectomia. "7 11°

En ocasiones, alcanzar un margen de reseccion negativo de tumor puede exigir la

necesidad de una reseccion y reconstruccion vascular, generalmente venosa, asi como la
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necesidad de una reseccion de 6rganos extrapancreéticos invadidos por el propio tumor,
como pueden ser el duodeno, el colon u otro érgano. En cuanto a la infiltracién tumoral de
estructuras vasculares arteriales, se necesitan mas datos sobre la supervivencia en
ACDP tras reseccion arterial, pero en poblaciones seleccionadas, en manos quirdrgicas
experimentadas pueden incluirse resecciones arteriales, idealmente tras una terapia

multimodal y en el contexto de un ensayo clinico.'!

La diferencia entre una infiltracion tumoral de la pared venosa versus una desmoplasia
reactiva relacionada con el tumor puede ser imposible de discernir, por lo que en esta
situacion se recomienda un abordaje agresivo con una escision parcial o completa de la
vena, generalmente la vena porta, si se sospecha infiltracién tumoral de la misma.”"110.112
Finalmente comentar que la propia biologia tumoral del ACDP puede no permitir realizar

una reseccion RO, incluso en las cirugias mas meticulosas.

5. NANOMEDICINA

El nacimiento de la nanobiotecnologia ha permitido la produccion de diferentes
nanomateriales (materiales con al menos alguna dimension menor a 100 nm) con
aplicaciones diversas. En el caso de la terapia oncoldgica, la administracion de
guimioterapia sistémica requiere una alta dosificacion debido a la pérdida significativa de
efectividad hasta alcanzar las células tumorales. Esta da lugar a una cantidad importante
de efectos adversos. La nanobiotecnologia, sin embargo, ha permitido vencer esta
limitacion mediante el desarrollo de nanovehiculos activos (mediante unién ligando-
receptor) y pasivos (mediante el efecto de permeabilidad y retencién [EPR]) de distintas

naturalezas.*3 Incluyen (figuras 4 y 5):

-Nanotransportadores lipidicos como liposomas, nanoparticulas sélido-lipido, portadores
de lipidos nanoestructurados, preconcentrados de micro/nanoemulsiones [drogas
conjugadas en lipidos].

-Nanotransportadores poliméricos como nanoparticulas poliméricas (nanoesferas,
nanocapsulas), micelas poliméricas, dendrimeros (transporte de drogas conjugadas o
encapsuladas) [drogas conjugadas en polimeros].

-Nanotransportadores inorganicos: metalico/no metalico y de manera opcional cubierta

acorazada, ligando, droga o prueba diagnéstica.!'4 11°
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Fig 4. Volpedo G et al. 2019

La nanotecnologia ha permitido, ademas, crear sistemas inteligentes de liberacion de
drogas, de manera continua y prolongada, dirigidos especificamente a la poblacion de

células tumorales.*®

De entre todos los nanomateriales, destacaremos las nanoparticulas y nanofibras por ser

el tipo de nanomedicinas que hemos evaluado con nuestros modelos preclinicos.
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A) NANOTRANSPORTADORES BASADOS EN LIPIDOS

Liposome Microemulsion Solid-Lipid
Nanoparticle

B) NANOTRANSPORTADORES POLIMERICOS

e

Linearchain  Solid Micro/ Nancparticle  Micro/Nanogel

nanofibers

Nanomicelle Layer-by-Layer Dendrimer Folymersome

C) NANOTRANSPORTADORES INORGANICOS
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Gold Mesoporous Silica Magnetic Qdots
Nanoparticle Nanoparticle Particle

Fig 5. Adaptacion de Mo R et al. 2014

5.1. Nanoparticulas

Las nanoparticulas son de 100 a 10000 veces mas pequefias que las células humanas y
pueden interactuar con moléculas intra y extracelulares. Pueden tener estructuras y
naturalezas variadas pero las mas abundantes son las de estructura proteica o lipidica.
Estas nanoparticulas pueden unirse a distintos farmacos o agentes citotoxicos,
confiriéndoles nuevas propiedades como puede ser el aumento de la permeabilidad, la

solubilidad y el direccionamiento hacia células diana (figura 6). Ademas, permite el
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aumento de la concentracion del farmaco, disminuyendo la toxicidad sistémica, y por
tanto incrementando la eficiencia terapéutica.'®

100 nm 1nm
PEGylation or other coatings

X surface functional group
/\/ (e.g.,—SH, -NH,, -COOH)
-/+ surface charge
-/*

/\_/’ targeting ligand

(e.g., antibody, peptide, aptamer)

A

dendrimer  protein-drug
conjugate

carbon nanotube

material
aoelns

polymer particle liposome

metal particle .

hydrogel particle  solid-lipid
hybrid particle

Fig 6. Heinz H. et al. 2017.

Las nanoparticulas pueden dirigirse a las células de manera activa o pasiva:

-Direccionamiento pasivo: el menor tamafio de éstas permite que se extravasen mas

facilmente a los vasos sanguineos de los tejidos tumorales, que presentan una alta
permeabilidad en comparacién con aquellos tejidos sanos, por lo que las nanoparticulas
se acumulan en los capilares de los tejidos tumorales. Este efecto es conocido como
EPR. Su tamafio nanométrico permite evitar la filtracién renal y evadir la fagocitosis de las
células de Kupffer. Sin embargo, la mayor parte se acumula en el higado o sistema
reticulo-endotelial y sélo el 2-10% de la dosis administrada llega al tumor, por lo que su
toxicidad sistémica continta limitando su dosificacion.
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La mayoria de nanoparticulas en el mercado oncoldgico usan el direccionamiento pasivo
(por ejemplo conjugados polimero-farmaco, Doxorubicina liposomal o Paclitaxel unido a

alblimina).!1®

-Direccionamiento activo: se consigue mediante la combinaciébn de marcadores de

reconocimiento especificos ligando-receptor (anticuerpos, receptores de superficie
celular, moléculas de glucidos, etc.). La evidencia sugiere que esta direccionalidad activa
de las nanoparticulas es eficiente en tumores pobremente vascularizados, mientras el

direccionamiento pasivo produce mejores resultados en tumores muy vascularizados. 1°

Principalmente, su toxicidad se debe a la composicion, el tamafio o la carga. Su
superficie quimica no fisiolégica puede causar un direccionamiento celular no especifico
y precipitacion, originando dafio celular. Debido a la larga diversidad de los materiales
utiizados en la generacion de las nanoparticulas, hay un ndamero infinito de
combinaciones, de las cuales algunas pueden ser negativas y se deben tener en cuenta a

la hora de formular estos nanomateriales.'’

De entre todas las nanoparticulas, las de naturaleza proteica presentan una alta
biocompatibilidad, biodegradabilidad y plasticidad y a diferencia de los vectores de origen
viral inicialmente utilizados como vectores terapéuticos, no inducen mutagénesis
insercional. Estas nanoparticulas tienen una ventaja y es que disminuyen la disponibilidad
de farmaco en células normales reduciendo los efectos adversos, lo que las hace muy

seguras y eficaces.!®

5.1.1. Nanoparticulas utilizadas para el tratamiento de ACDP

En la ultima década el interés por la nanomedicina ha permitido el estudio de la accién de
diferentes nanomateriales en modelos de ACDP. El direccionamiento pasivo producido
por el EPR no es relevante en el ACDP debido al colapso de la vascularizacion tumoral
producido por el denso estroma desmoplasico, pero se ha propuesto el direccionamiento
activo hacia las células madre cancerosas, las células tumorales circulantes, a exosomas

tumorales y sobre la remodelacion de la transicion epitelio- mesenquimal.*1°

Existen un numero importante de estudios que recogen diferentes nanomateriales
combinados con el tratamiento quimioterapico estandar en ACDP, cuya descripcion

excede el objetivo de esta tesis, por lo que se mencionaran los mas significativos.
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5.1.1.1. Nanoparticulas con Gemcitabina
La primera linea de tratamiento quimioterapico para el ACDP es la Gemcitabina (2,
2'difluoro-2’deoxicitidina; dFdC), un antimetabolito que presenta una vida media corta en
plasma debido a la accion de la enzima citidina deaminasa. Para ser méas efectiva
requiere dosis altas por lo que presenta toxicidad que es dependiente de dosis. Ademas,
su naturaleza hidrofilica le confiere resistencia a tratamiento ya que no puede atravesar
las membranas de manera pasiva, sino a través de transportadores de nucleésidos. Para
lograr la proteccion y liberacion controlada de Gemcitabina se han desarrollado
macromoléculas y nanovehiculos que han mejorado su biodisponibilidad, aumentando la
eficacia terapéutica y reduciendo los efectos adversos. Se han probado en
experimentacion micelas, cargadas de Gemcitabina, Gemcitabina conjugada con
metales, nanogeles, liposomas, nanoparticulas de albumina, y particulas con

direccionamiento activo ligando-receptor.1?°

5.1.1.2.  Nanoparticulas liposomales con Cisplatino (lipoplatino)
La eficacia de la nanoparticula de Cisplatino liposomal (lipoplatino) fue investigada por
Stathopoulos et al. evidenciando una estabilidad de la enfermedad (<50% de reduccion y
<25% de incremento de tamaifio de las lesiones por lo menos durante 8 semanas) en 14

de 24 pacientes con una supervivencia media de 4 meses.'?!

5.1.1.3. Nanoparticulas de oro
Libutti et al. llevd a cabo un ensayo clinico en 30 pacientes con adenocarcinoma de
pancreas localmente avanzado utilizando CYT-6091, una nanodroga construida mediante
la union simultanea del rhTNF-a y polietilenglicol tiolado a la superficie de una
nanoparticula de oro coloidal, evidenciandose una reducciéon tumoral y un perfil de

seguridad adecuado con reduccion de la toxicidad sistémica.'??

5.1.1.4. Nanoparticulas con Paclitaxel
La nanoconjugacion de albumina y Paclitaxel (comercialmente conocida como Abraxane)
es la Unica nanoparticula aprobada de momento para el tratamiento del ACDP

metastasico.”’

En un ensayo clinico aleatorizado en fase Il llevado a cabo por Von Hoff et al. fueron
comparados pacientes que habian recibido tratamiento con Nab-Paclitaxel mas
Gemcitabina (Nab-P+Gem) o Gemcitabina sola, evidenciando un aumento significativo en

la supervivencia media global, y concluyendo que la combinacién de Gemcitabina con
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Nab-Paclitaxel aumenta el efecto del Paclitaxel, actuando de manera sinérgica con la

Gemcitabina y reduciendo significativamente su toxicidad.'?3-125

A pesar de este buen resultado, no existen parametros clinicos claros que puedan
identificar los pacientes adecuados para el tratamiento. La Agencia Europea del
Medicamento recomienda precaucion cuando se considere utilizar la combinacion Nab-
P+Gem para tratar pacientes con 75 afios 0 mas debido a la falta de evidencia de eficacia

clinica a largo plazo y a los posibles efectos adversos. 12312

Por otra parte, una revision sistematica publicada por Pusceddu et al. concluye que la
eleccién entre FOLFIRINOX y Nab-P+Gem como tratamiento de primera linea en el
ACDP se basa en diferentes factores como la edad, el estatus funcional, la administracion
previa de terapias adyuvantes, la toxicidad y el coste del tratamiento, ya que no se
mostraron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la supervivencia global,

indice de mortalidad y la progresién de la enfermedad.?

En este contexto, el Dr. Mangues y la Dra. Céspedes, en colaboracién con el Dr.
Villaverde, publicaron recientemente en EMBO Molecular Medicine la generacion de un
nanoconjugado con efecto antitumoral dirigido a la eliminacién de células tumorales
metastasicas colorrectales CXCR4+. Este nanoconjugado (T22-GFP-H6-FdU) formado
por la conjugacion de 5-FU a la nanoparticula T22-GFP-H6 es capaz de entregar
selectivamente la Floxuridina (FdU) a células CXCR4+, sobreexpresado en la poblacion
de células madre tumorales responsables de la migracién celular y la iniciacion de
metastasis. A diferencia de la FdU libre, la nanoparticula T22-GFP-H6-FdU es capaz de
internalizarse de manera selectiva liberar 5-FU y provocar dafio en el ADN y apoptosis en
la célula tumoral CXCR4+. Comparativamente a la FdU libre, esta nanoparticula también
induce una regresion metastasica dependiente de la expresién de CXCR4 en nimero y

tamafio en los focos metastasicos, y sin toxicidad en tejidos normales.?’

Se incluye una tabla resumen de las nanoparticulas investigadas en el tratamiento del

ACDP maés representativas (tabla 1). 11
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Tabla 1. Ejemplos de nanoparticulas investigadas en el tratamiento del ACDP.

Sistema de liberacion Estrategia dirigida Droga
de drogas
Nanovehiculos
lipidicos
Liposoma B- Péptido RGD, Pirfenidona
ciclodextrina adaptado | Liposoma de respuesta y Gemcitabina
a MMP2
Liposomas Acido hialurénico Prodroga lipofilica de
Gemcitabina
[4-(N)-lauroil-Gemcitabina,
C12GEM]
Liposomas Acido hialurénico Gemcitabina

NLC (vehiculos lipidicos

Acido hialurénico

Prodroga acido estearica de

direccionamiento
tumoral

nanoestructurados) Gemcitabina 'y
Conjugado baicalina-acido
hialurénico
Nanovesiculas lipidicas Apolipoproteina A-1I
Nanoconjugado lipido- Lipido sensible a
péptido hipoxia
Nanovehiculos
poliméricos
Nanoparticulas de Herceptina Gemcitabina
chitosan
Nanoparticulas de Direccionamiento al Gemcitabina
chitosan de nucleo sélido receptor de folato
utilizando acido folico

Micelas Acido polilactico- Folato Curcumina
PEG
Nanoparticulas de TRAIL Paclitaxel
albumina
Nanopaticulas Acido folico y el Doxorubicina
poliméricas aptamero
(poli(poli(etilen AS1411
glicol) metacrilato)-
poli(caprolactona)-
poli(poli(etilen glicol)
metacrilato)
Nanoparticulas de Folato Gemcitabina
albumina
Dendrimero Péptido de Paclitaxel y TR3

si ARN




Dendrigraft poli-L-Lisina
de tercera generacion

Péptido infiltrante de
células

Entrega de terapia génica

Dendrimeros PAMAM Anticuerpo Flt-1 Gemcitabina

PEG-cored (receptor VEGF)

Dendrimero PAMAM Acido hialurénico 3, 4-Difluorobenzilideno
Curcumina

Nanovehiculos

inorganicos

Nanoparticulas Anticuerpo anti-CD47 Gemcitabina

magnéticas de 6xido de
hierro

Nanoparticulas de

Direccionamiento del

Carbachol (activador de la

ferritina receptor 1 de acitividad neural) y atropina
tranferrina con efecto | (depresor de la actividad neural)
EPR
Nanocompuestos Acido hialurénico 5-Flurouracilo

guantum grafeno-plata
con carboximetil inulina

Nanocluster de oro

Péptido U11

Catepsina E

Nanoparticulas de oro

Direccionamiento de
Plectina-1y
péptido KTLLPTP

Gemcitabina

Conjugados de drogas

Nanoparticulas

Péptido CKAAKN

Prodroga Gemcitabina

conjugadas de -escualenoil
escualeno

Nanovehiculos

hibridos

Dendrimero PAMAM Acido retinoico, Gemcitabina
dirigido frente acido nanoparticulas

retinoico recubierto con magnéticas

nanoparticulas

magnéticas

Nanoparticulas de silice Irinotecéan
mesoporosas dirigidas Péptido iIRGD

recubiertas de doble penetrante en el ciclo

capa lipidica tumoral

(silicasomas)
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Nanovehiculo hibrido Acido félico Gemcitabina
dendritico PEGilado
sensible a pH que
incluye silice
mesoporoso, 6xido de
grafeno y magnetita

Nanoparticulas hibridas Ruptura del trazador Gemcitabina
inducida por radiacién
laser
Nanoparticulas de silice Nanorevestimiento de Gemcitabina
mesoporosas rod-like oro que permite el
nanorevestidas de oro efecto fototérmico

sobre irradiacién
infraroja cercana

5.2. Nanofibras

Las nanofibras son materiales de dos dimensiones de nanoescala entre 0-100nm y una

tercera dimensién significativamente mayor. Pueden ser producidas a partir de polimeros
naturales y sintéticos. Los polimetros naturales biodegradables como colageno, gelatina,
alginato y chitosan, y los polimeros sintéticos biodegradables como policaprolactona,
acido poliéster poliglicélico, acido polilactico y acido polilactico-poliglicolico han sido
utilizados como fibras electrohilantes para liberacion de sustancias. Se caracterizan por
presentar una larga superficie altamente especifica, una gran cantidad de poros por

unidad de masa y un gran rendimiento mecanico.

Las nanofibras permiten inmovilizar enzimas, péptidos antimicrobianos, antibioticos vy
hormonas de crecimiento. La matriz de las nanofibras proporciona una estructura similar
a la matriz extracelular nativa con gran porosidad interconectada (60-90%), gran
absorbancia, humedad equilibrada y permeabilidad. Esta  habilidad de cargar
componentes bioactivos es la que permite, a su vez, la liberacién controlada de drogas,
previniendo la liberacion repentina de éstas y disminuyendo la solubilizacién de las
mismas. De manera experimental se han desarrollado formulaciones implantables que

permiten aumentar la liberacién de drogas durante periodos incluso de meses. 128

En el caso concreto del ACDP se ha publicado, a nivel experimental, algin estudio en el

que determinadas composiciones de nanofibras permiten la reorganizacion del
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citoesqueleto de lineas celulares de ACPD.'?* En comparacién con otros nanovehiculos,
las nanofibras tienen mayor coste-efectividad, facilidad de produccion, una gran eficiencia
en la encapsulacion, de naturaleza biodegradable, biocompatibilidad para regeneracion
tisular, una alta capacidad de carga de drogas, alto indice de alcance terapéutico, entrega
localizada y control de la cinética de liberacién de drogas.?®

Las propiedades de las nanofibras han permitido su aplicacion en biomedicina, como
sistemas de liberacion de drogas, permitiendo aumentar la dosis de tratamiento en un
lugar especifico o también disminuir su dosificacion, reduciendo los efectos adversos
descritos en las terapias convencionales basadas en moléculas de bajo peso molecular,

como los agentes citotoxicos libres.*?8

Para concluir, remarcar por tanto la importancia de la actualizacién y desarrollo de
modelos de experimentacién animal de ACDP para el estudio de nuevos tratamientos
como nanoparticulas y nanofibras como vehiculos de farmacos frente al ACDP. Su
mejora podria permitir la aplicacion en la asistencia clinica de nuevas terapias dirigidas
que aumenten la supervivencia de los pacientes con un ACDP y mejoren su calidad de

vida.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La evaluacion preclinica de la actividad antitumoral y antimetastasica de cualquier
compuesto antineoplasico en ACDP, requiere la generacién de un modelo en ratén de
ACDP que desarrolle fielmente la progresiéon tumoral y la diseminacién metastasica. Para
ello es fundamental que presente un patron de diseminacion similar al observado en
clinica y alcanzar una tasa de metéstasis mayor a la conseguida con los modelos
animales de ACPD transgénicos, o los utilizados en la actualidad por la industria
farmacéutica, los cuales se generan a partir de implantacién subcutanea, que no son, o

son escasamente metastasicos.

Nuestra primera hipotesis de trabajo se basa en que el uso de la cepa mas
inmunodepremida NOD-SCID, el precondicionamiento subcutaneo, y la implantacion de
células tumorales con niveles de expresion altos del receptor de quimioquinas CXCR4,
aumenta significativamente la diseminacion tumoral y es una herramienta util para la
evaluacién preclinica de compuestos antitumorales y antimetastasicos. Ademas, el
receptor de quimiocinas CXCR4 se expresa diferencialmente en las células madre
tumorales metastasicas de ACDP, por lo que CXCR4 es una excelente diana para el

posible direccionamiento en una terapia antimetastasica.

Entre los distintos tipos de modelos xendégrafos ortotdpicos, los llamados PDXs derivados
de biopsias de ACDP procedentes de pacientes, mantienen el microentorno tumoral
original, conservan la variabilidad genética observada en los pacientes y, ademas,
presentan mejor prediccion de la respuesta a terapia. Esto permite una mayor traslacion
de los resultados a la clinica, a diferencia de los modelos xendgrafos generados a partir

de la implantacién con lineas tumorales pancreaticas comerciales.

Nuestra segunda hip6tesis de trabajo se basa en que el uso de la cepa NOD-SCID, y la
implantacion ortotopica quirargica de biopsias humanas con elevada expresion de
CXCR4, es un modelo mas predictivo para la evaluacion preclinica de compuestos

antitumorales, permitiendo una mejor translacion clinica de los resultados obtenidos.

En el contexto del desarrollo de compuestos antitumorales, durante los Ultimos veinte
aflos se han producido importantes avances de la mano de la nanobiotecnologia, y

credndose la nueva area de nanomedicina, que ha llevado al estudio experimental de
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compuestos en nanoescala utilizados como sistemas de liberacion de agentes
terapedticos en distintos tumores. Nanoestructuras como las nanofibras y las
nanoparticulas han sido empleadas como terapia de entrega de compuestos y se han
evaluado en numerosas publicaciones. Las nanofibras son un tipo de nanomaterial
dispuesto en forma de reticulo, que combinan una gran area superficial, flexibilidad, y
porosidad, y permiten la incorporacién a su matriz de distintos compuestos para su

liberacion local y controlada en una gran variedad de tejidos.

Las nanoparticulas pueden ser de multiples tipos, aunque las mas prometedoras son las
de autoensamblaje proteico. Presentan una alta estabilidad y biocompatibilidad, una
eficiente penetrabilidad celular para ser utilizadas como vehiculos de drogas. Ademas
pueden ser direccionadas hacia células especificas a través de la expresion, por parte de
las células diana, de receptores especificos. Esta ventaja frente a los tratamientos
convencionales permite disminuir la toxicidad sistémica. Ambas estrategias son de gran

interés en su aplicacién en el ambito oncoldgico.

Nuestra tercera hipétesis de trabajo es que el uso de las nanofibras CEB-01 cargadas
con el farmaco SN-38, metabolito activo del Irinotecan, van a permitir una liberacion
lenta y sostenida de SN-38, controlando el crecimiento del tumor a nivel local. Ademas,
su aplicacibn en combinacion con la terapia clasica de 5-FU y leucovorina puede
aumentar significativamente el efecto antitumoral. Por otra parte, el compuesto T22-O-
GEM es un nanoconjugado de naturaleza proteica que ha sido generado a partir de la
conjugacion de Gemcitabina a la nanoparticula T22-GFP-H6, producida en bacterias
mediante ingenieria de proteinas. T22-O-GEM se ha disefiado, producido y caracterizado
en el proyecto CP15/00167 (IP. Dra. Céspedes). Este nanovehiculo contiene el ligando
T22, que direcciona hacia CXCR4, sobreexpresado en las células madre tumorales, y al
tener naturaleza peptidica, puede ser biodegradable y es menos téxico para las células
normales, pudiéndose alcanzar concentraciones terapéuticas mayores a las utilizadas

con Gemcitabina libre.

Nuestra cuarta hipétesis de trabajo es que T22-O-GEM sera un vehiculo util para el
transporte, internalizacion a través de CXCR4 y entrega de Gemcitabina a células
tumorales metastasicas CXCR4+, y que puede tener un efecto antitumoral mayor que el
tratamiento estdndar basado en Gemcitabina, al presentar direccionamiento hacia las

células madre tumorales metastasicas, que mantienen la diseminacion tumoral.
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OBJETIVO PRINCIPAL

Desarrollo de modelos de ACDP con una alta eficiencia metastéasica a partir de
lineas tumorales establecidas y biopsias tumorales de ACDP con expresion elevada de
CXCR4, utlizando la implantacion ortotépica quirargica y la cepa de ratones
inmunodeprimida NOD-SCID. Estos modelos se utilizardan posteriormente para la
evaluacién de la eficacia terapéutica de dos nanocompuestos: una membrana de
nanofibras cargada con el citotéxico SN-38 y una nanopatrticula dirigida y conjugada con
Gemcitabina, ambas generadas mediante nanobiotecnologia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Obtencién vy criopreservacion de muestras quirargicas de ACDP, y analisis
inmunohistoquimico de la expresiéon de CXCR4 en una cohorte de 34 tumores de
ACDP humano.

2. Andlisis de la expresion de CXCR4 en una cohorte de 176 pacientes obtenidos en el

proyecto TCGA y en los 34 tumores obtenidos en el Hospital de Sant Pau.

3. Desarrollo y estudio comparativo, utilizando diferentes estrategias experimentales, de
modelos de ACDP de alta eficiencia metastasica. Estas estrategias consisten en la
implantacién ortotdpica en la cepa de ratdn NOD-SCID de tejido tumoral derivado de
las lineas tumorales de adenocarcinoma de pancreas PANC-1 y MIA PaCa-2,
ademas de muestras de piezas quirdrgicas tumorales de pacientes afectados por

ACDP. Ambos tipos de matriz con alta expresiéon de CXCRA4.

4. Evaluaciéon de la eficacia terapéutica seguridad y toxicidad local y sistémica de la
membrana CEB-01 (membrana de polimero de nanofibra de PLGA biocompatible)
cargada con SN-38, metabolito activo del Irinotecan (CEB-01-SN-38) en combinacion
con el régimen 5-FU y leucovorina en un modelo xenégrafo subcutaneo de cancer de
pancreas. Evaluacion de la eficacia terapéutica, seguridad y toxicidad local y

sistémica de CEB-01-SN-38 en un modelo xendgrafo ortotépico de ACDP.

5. Caracterizacion funcional de la nanoparticula T22-O-GEM que incluye la evaluacion

de su capacidad de internalizacién y de induccion de muerte celular in vitro.

71



6. Estudio de la biodistribucion en tejidos tumorales y no tumorales de T22-O-GEM y
capacidad antitumoral en un modelo un modelo xenégrafo subcutaneo de cancer de

pancreas.
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MATERIAL Y METODOS

1. EXPERIMENTOS IN VITRO

1.1. Cultivo celular

1.1.1. Lineas celulares

Para generar los modelos animales de metastasis utilizamos las lineas celulares de
cancer pancreéatico humano PANC-1 y MIA PaCa-2. Las células se cultivaron en medio
DMEM (Gibco) suplementado con 10% Suero bovino fetal (SBF, Sigma-Aldrich), 1%
glutamina, 0.25% fungizona y 1% penicilina/estreptomicina (Life Technologies), hasta
obtener el nUmero de células necesario. La linea celular PANC-1 es una linea establecida
de un carcinoma pancreatico primario ductal de un varén caucasiano de 56 afios (J. Nat.
Cancer Inst. 1975). La linea celular MIA PaCa-2 se estableci6 de un carcinoma
pancreatico primario ductal de un varén de 65 afios (Wu M, et al. Biochemistry 16: 1908-
1913, 1977).

1.1.2. Subcultivo, congelaciéon y descongelacion de las lineas celulares

Para la ampliacion y mantenimiento de las células, éstas se sembraron en flacones de
75cm? de superficie, en un volumen de 10 mL de medio de cultivo. Cuando las células
alcanzaron el 75% de confluencia, se pasaron a un nuevo flacon. Al tratarse de células en
adhesion, se realizo retirando el medio por decantacion, se lavaron con buffer fosfato
salino (PBS) atemperado y después se afadieron 3mL de tripsina (0.05% trypin-EDTA,
Life Technologies). Tras una incubacion de 2-6 minutos a 37°C en tripsina, las células se
desprendieron y se resuspendieron en su medio general para bloquear la accién de la
tripsina. A continuacion se centrifugaron durante 5 minutos a 300g y el pellet obtenido se

repartié en tantos flascones como se quisieron obtener.

Para su conservacion, las células obtenidas en el pellet, se congelaron en una solucion
de 10% dimetilsulféxido (DMSO, Sigma-Aldrich) en SBF y se almacenaron a -80°C en un
frosty (Nalgene, Waltham, USA) durante 24h. Esto permite una congelacion progresiva de
las células evitando la formacion de cristales. Pasadas las 24h, se conservaron en

nitrégeno liquido.
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Para la obtencibn de las células congeladas, se sacaron los criotubos y se
descongelaron, rapidamente, en un bafio 37°C durante 2-3 minutos. Una vez
descongelados, se diluydé la suspension celular en su medio general, se homogenizé
evitando la formacion de acumulos celulares, y se centrifug6 durante 5 minutos a 300g. El
pellet obtenido se resuspendié en el medio general en un flascén de 75cm?.

1.1.3. Contaje y determinacion de la viabilidad celular

Para el contaje de las células se empleé el contador automéatico countess (Life
Technologies). El contaje se realizdé diluyendo una pequefia parte de la suspension
celular en PBS en un rango de 1x10%-1x10’ cel/mL. Esta suspension diluida se mezclé en
una proporcién (1:1) con trypan blue al 0.4% (Life Technologies) y 10 uL de esta mezcla
se introdujo en cada uno de los reservorios de una lamina de contaje. Mediante el
countess determinamos la concentracion celular total de la suspension, que se calculd

multiplicando la concentracién celular por la inversa de la dilucion aplicada.

1.2. Obtencion de las lineas tumorales PANC-1 y MIA PaCa-2 con
expresion de CXCR4

Las dos lineas tumorales, PANC-1 y MIA PaCa-2, se transfectaron con un pladsmido dual
gue contenia el gen de luciferasa y el gen de CXCR4 (pCMV-CXCR4-IRES-Luc, Bio-
techne). EI método y protocolo utilizado fue el de lipofectamina (Invitrogen; ref.
15338100). Esta técnica permite la formacion de complejos entre los lipidos catidnicos del
reactivo y el ADN, lo que permite su paso a través de la membrana hasta el citosol. Para
ello, las células se sembraron en placa de 6 pocillos a una densidad de 2,5x10°
células/pocillo. A las 24h, se cambié el medio a Opti-MEM (Gibco) y se afiadi6 el
plasmido (4ug) siguiendo las instrucciones del kit. Testamos dos diferentes ratios de
ADN: lipofectamina (1:2 y 1:3) para encontrar la condicién mas eficiente. El grupo control
se tratd igual, pero sin afiadir ADN. Veinticuatro horas después de la transfeccién se
seleccionaron las células transfectadas utlizando 2ug/ml de puromicina (Life
Technologies) durante 10 dias. Se eligi6 esta concentracion al ser la concentracion
minima que producia una muerte del 100% en las células transfectadas. Posteriormente
se crecieron en el medio de cultivo, reduciendo a la mitad la concentracion de antibiético
utilizada para la seleccion. Adicionalmente, confirmamos la expresion de luciferasa
utilizando el sistema IVIS Spectrum (Perkin Elmer) y la expresion de CXCR4 mediante

citometria de flujo. Cuando obtuvimos un namero suficiente de células, se congel6 una
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alicuota en SBF con 10% DMSO a -80°C para mantener el clon como se describe en la
seccion 1.1.2.

1.2.1. Determinacién de los niveles de CXCR4 en las lineas tumorales
PANC-1y MIA PaCa-2

Para confirmar la expresion de CXCR4 en las lineas celulares, se determin6 su expresion
mediante citometria de flujo. Para ello, marcamos 1x10° de células en 100ul de PBS con
5 ul de anticuerpo monoclonal PE-Cy5 anti-CD184 (BD Bioscience 555974) y 1x10° con
100ul de PBS con 5 ul del anticuerpo isotipo PE-Cy5 idG2a (BD Bioscience, 555574)
como control negativo. Las células se incubaron durante 20 minutos a 4°C en agitacion, y
tras dos lavados con PBS, fueron pasadas por el equipo de citometria FACSCalibur (BD
Bioscience). Se midi6 tanto el porcentaje de células que expresaban el receptor CXCR4
como la intensidad de la expresion que se expresé como intensidad de fluorescencia
media (IFM).

1.3. Obtencidén de la linea tumoral “M2” a partir de un tumor de

ACDP derivado de un paciente

Realizamos el proceso de obtencion de las tumor line a partir de las muestras de ACDP
recogidas de los pacientes intervenidos en nuestro hospital durante la duracién del
trabajo de tesis. Una vez obtenido el tumor del paciente y con la ayuda de unas tijeras, un
bisturi y pinzas quirurgicas, se limpié de zonas necréticas y se desechd el material no
viable. ElI material viable, se disgregd para obtener una suspensién celular. Para ello, se
sumergieron aproximadamente 300 mg del tejido tumoral “limpio” en una solucion de 3 ml
de tripsina 0.05% y 30 ul de ADNsa (concentracion final 100 microg/ml). A continuacion,
se realizaron pipeteos sucesivos utilizando pipetas de distinto calibre, y el producto se
incubd durante 20 minutos a 37°C en agitacion. A continuacion, se filtré utilizando una
malla estéril de 40 um de tamafio de poro, para excluir los fragmentos tumorales no
digeridos y el producto filtrado, se centrifugd a 2400 rpm durante 10 min. El pellet se
reconstituyé con 10 ml de medio de cultivo, transfiriéndose a un flascon de baja
adherencia (Sarstedt), para cultivarse, posteriormente, en condiciones de suspension,
suplementando el medio con FGF (1 ug/ul, Sigma-Aldrich) y B27 (50:1, Sigma-Aldrich).
Tras un mes de cultivo, las células se transfirieron a condiciones de adhesién. El origen
epitelial se determind mediante citometria de flujo utilizando el anticuerpo EPCAM

(BVv421 mouse anti-human CD326, BD Bioscience, 563180) y su correspondiente isotipo
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(BVv421 mouse 1gG1, K isotype control, BD Bioscience, 562438) utilizando los protocolos
convencionales (apartado 1.2.1).

2. EXPERIMENTOS IN VIVO

2.1. Animales

Se utilizaron ratones inmunodeprimidos de las cepas Swiss nude (Crl: UN (Ico)-Foxn1l™y
NOD-SCID (NOD.CB17-Prkdcst  /NcrCrl) hembras, de 5-6 semanas de edad y pesos

comprendidos entre 18-20g obtenidos de Charles River.

Los ratones Swiss nude carecen de timo y sus linfocitos T no son funcionales. Los
ratones NOD-SCID tienen una mutacion en el gen SCID que altera la funcién de los
linfocitos T y B. El background NOD, ademas, es responsable de la falta de funcién de los

linfocitos NK, aunque conservan parte de su funcion.

Los animales se estabularon a una temperatura de 22-24°C y un fotoperiodo de 12:12h,
en un ambiente libre de patégenos (SPF), en racks ventilados y jaulas protegidas con

tapa y filtro, con viruta esterilizada, comida irradiada y agua estéril ad libitum.

Los procedimientos a los que fueron sometidos los ratones fueron aceptados por el
Comité ético del Institut de recerca de I'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau y aprobados
por la Generalitat de Catalunya (Ref. P1115_9721).

Previamente a cualquier intervencién quirdrgica, los ratones se anestesiaron con una
solucién de ketamina (Ketolar, Parke Davis SL, Pfizer, 100 mg/Kg) y xilacina (Rompun,
Bayer, 10 mg/kg) por via intraperitoneal (ip). Cada ratén se marc6 con un nimero para su
identificacion y posterior seguimiento en cuanto a la evolucién del peso corporal y

crecimiento tumoral.
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2.2. Inoculacién subcutanea en raton inmunodeprimido para

generar los ratones nodriza

Cada raton, previamente anestesiado fue inyectado con 20 millones de células en 200 ul
de medio de cultivo, utilizando una jeringa de tuberculina (23G). En todas las condiciones
las células provenian de células en cultivo in vitro, las cuales se tripsinizaron. El pellet
obtenido de la centrifugacion, se resuspendid en 400 ul de medio de cultivo. Las
inoculaciones se distribuyeron en dos flancos (anterior derecho y posterior izquierdo),

implantando 10 millones de células en cada inoculacion de 200 ul.

2.3. Generacion del modelo subcutaneo de ACDP

Este procedimiento consistié primero en la obtencién de tumores de los ratones nodriza,
tras la inyeccién subcutanea de células PANC-1 o MIA PaCa-2 como se detalla en el
apartado 2.2. Cuando el tumor alcanzé un volumen aproximado de 1000 mm?3, se
extrajeron, se limpiaron de necrosis macroscoépica, y se cortaron fragmentos de 10mg.
Estos fragmentos se implantaron subcutaneamente en nuevos animales mediante el

sistema trocher.

2.4. Generacion del modelo ortotopico de ACDP metastasico

después de condicionamiento subcutaneo

Una vez obtenidos tumores de aproximadamente 1000 mm3tras la inyeccién subcutanea
de células PANC-1 o MIA PaCa-2 como se detalla en el apartado 2.2, se extrajeron, se
limpiaron de necrosis macroscopica, y se cortaron fragmentos de 10mg de tumor. Estos
fragmentos se implantaron ortotopicamente en el pancreas. Para ello se realiz6 una
incision lateral ventral, se expuso el pancreas y se implanté cada fragmento en un animal

con un punto de sutura no absorbible.

2.5. Reseccién del tumor y colocacién de la membrana CEB-01

Las membranas de nanofibras (CEB-01) se transportaron y se conservaron a -20°C hasta
el momento de su implantacién. Cada muestra consistia en un disco de membrana de
0.8cm de diametro (0.5cm?) individualmente empaquetado con un numero de

identificacion.
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Las muestras fueron obtenidas de los siguientes lotes (tabla 2):

Tabla 2. Lotes y muestras empleadas de membrana CEB-01.

Tipo Lote n° Carga de las muestras

Vehiculo CEB-01-230717A-000 Sin carga

Con carga de SN-38 a la dosis
25 mcg/cm? CEB-01-250717A-025 o
indicada.

Con carga de SN-38 a la dosis
50 mcg/cm? CEB-01-310717A-050 o
indicada

Cuando el tumor situado en el pancreas alcanz6 un tamafio de 150 mm3 (& = 6.8 mm, A
= 36.2 mm2), los ratones fueron anestesiados y se realizé una incision lateral para
exponer el pancreas con el tumor. Se resecaron 2/3 del volumen del tumor mediante un
cauterizador (Quirumed) y se coloco la membrana CEB-01 directamente en la superficie
tumoral. Para mantener la membrana en proximidad con el tumor se dio un punto de
sutura no absorbible entre la membrana y el tumor. Un dia antes de la reseccion se
administré en el agua del biberén de los ratones buprenorfina a una concentracion de
0.0015 mg/ml.

2.6. Administracion del réegimen de quimioterapia

Se administré6 quimioterapia en el estudio combinado con las membranas CEB-01.
Cuando el volumen tumoral de los ratones en el grupo control alcanz6 250 mm3, se
randomizaron en dos grupos y se empez0 el régimen de quimioterapia. El tratamiento
consistid en la administracion de 30 mg/kg de 5-FU y 90 mg/kg de leucovorina ip dos

veces a la semana, en un total de 4 dosis durante dos semanas.

En este ensayo, el disefio de los grupos de tratamiento fue el siguiente (tabla 3):
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Tabla 3. Disefio de los grupos de tratamiento en el experimento con las membranas

CEB-01.
Grupo| Nombre N Tratamiento [Tratamiento CEB-01 |Quimioterapia
YIS (o membrana vacia)
1. Control 6 Vehiculo de |Reseccion quirargica |Cuando el volumen
quimioterapia del tumor de 12
ratones no
implantados
2. Control + 6 Quimioterapia Reseccion quirurgica alcanzé la media
quimioterapia de 250 mm?,
randomizacion en 2
grupos de 6
ratones (grupos 1y
2)
3. Vehiculo 6 Membrana |Membrana implantada -
vacia (sin en el momento de la
SN-38) reseccion quirdrgica
4. | Vehiculo+ 6 Membrana |Membrana implantada] Empezando al
quimioterapia vacia (sin en el momento de la | mismo tiempo y
SN-38) + reseccion quirdrgica | con un régimen
quimioterapia similar que el grupo
1y2
5.| 50 mcg/cm2 6 CEB-01 50 |[Membrana implantada -
mcg/cm2 en el momento de la
reseccion quirurgica
6. | 50 mcg/cm2 + 6 CEB-01 50 |Membrana implantada] Empezando al
quimioterapia mcg/cm2 + | en el momento de la | mismo tiempo con

quimioterapia

reseccion quirurgica

un régimen similar

que elgrupo1y?2
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2.7. Seguimiento de los animales

En implantacion subcutanea, se registré el crecimiento tumoral dos o tres veces por
semana, dependiendo del experimento, y el volumen se estimé tras medir el eje mayor y
menor del tumor con el pie de rey, aplicando la férmula de un elipsoide (V= eje
menor?xeje mayor x 0,5). El efecto terapéutico se evalué mediante la disminucién del
volumen tumoral. Ademas, se registré el peso corporal del animal y se observd su
aspecto y comportamiento, considerando los pardmetros establecidos en el protocolo de

supervision que se adjunta en el anexo |II.

Se registro el dia de inyeccién de las células o la implantacién del tumor, y el dia de

sacrificio de los ratones.

En el experimento ortotopico se considero el tiempo de supervivencia como la diferencia
entre ambos tiempos. El sacrificio de los animales se realizé cuando el raton disminuyé

su peso en un 20%, o bien mostro signos de estrés o de dolor.

2.8. Seguimiento in vivo del crecimiento tumoral por

bioluminiscencia

La transfeccién de las lineas tumorales con un plasmido que expresaba luciferasa
permitié el seguimiento de las células tumorales in vivo. El registro de los ratones se
realizé utilizando el sistema de imagen Xenogen VIS Spectrum (Perkin Elmer) acoplado
al sistema de anestesia por isofluorano XGI-8 (Xenogen). Cinco minutos antes del
registro, a los ratones se les inyect6 2.25 mg de D-luciferina por via intraperitoneal (150
uL de luciferina 15 mg/ml diluida en suero fisiol6gico estéril). La imagen se realizdé en
posicion ventral o en posicion dorsal dependiendo del experimento, el tiempo de
exposicion se ajusté automaticamente en funcion de la intensidad de bioluminiscencia de
cada raton y las lineas celulares utilizadas. La frecuencia con la que se realiz6 cada

registro fue como maximo dos veces por semana.

2.9. Necropsiay procesado de muestras

En todos los experimentos los ratones se sacrificaron mediante dislocacion cervical. El
criterio de sacrificio o punto final dependié en cada caso del objetivo del experimento.
Tras la necropsia, se extrajeron los 6rganos en bloque y se fotografiaron utilizando una

camara Kodak Z740. Se registro la presencia de tumor, se midieron sus ejes mayor y
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menor y se estimd el volumen tumoral utilizando la férmula del elipsoide y el peso
tumoral. Se recogieron muestras de pancreas, de tumor local y de aquellos 6érganos en
los que tedricamente pudieran haberse desarrollado metastasis (ganglios mesentéricos,
higado, pulmén y peritoneo). En el experimento de tratamiento también se recogieron
bazo, higado, rifién, pulmén y cerebro para evaluar la posible toxicidad de los
compuestos ensayados. Cada muestra obtenida se dividi6 en dos alicuotas: una se
introdujo en cassette y se fij6 en paraformaldehido al 3,7% a pH 7,4, para su posterior
inclusibn en parafina, mientras que la otra se congeldé inmediatamente en nitrégeno
liguido, y se guardd, a -80°C, para su analisis molecular. A partir de los bloques de
parafina obtenidos, se realizaron cortes de 4 um, que se tifieron con Hematoxilina-Eosina

(HE) para su analisis histopatoldgico.

2.10. Determinacidon de las metastasis a distancia mediante

bioluminiscencia

En los experimentos in vivo de implantacién ortotépica se analizé la presencia y
distribucion de células tumorales en otras localizaciones alejadas del sitio de implantacion
del tumor primario (metastasis). Los 6rganos diana son metastasis linfaticas, higado,

pulmén y peritoneo.

En el momento del sacrificio los érganos se registraron ex vivo en el IVIS Spectrum para
la determinaciéon de emision de luminiscencia o crecimiento tumoral y se procesaron

mediante técnicas histoldgicas para su conservacion y analisis.

2.11. Andlisis histopatolégico e inmunohistoquimico

Dos observadores independientes realizaron el analisis histopatoldgico de las muestras
de tumor primario y de los 6érganos diana de metastasis a doble ciego. Las preparaciones
de HE se observaron al microscopio utilizando una magnificacion 4-20 aumentos. Se

evalué el grado de diferenciacion y area de necrosis tumoral.
Se registré el ndmero de focos micro y macroscopicos observados en los 6rganos

afectados y el tamafio de los mismos, que se expres6 como &rea (um2) y que se midid

utilizando el software CellD de Olympus (v 3.3).
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El recuento de células muertas, en cada tumor primario, se realiz6 cuantificando 10
campos diferentes por tumor a un aumento de 400x, para obtener el nimero de células

muertas sumando las observadas en todos los campos.

Analizamos diferentes secciones o niveles histolégicos de un mismo érgano y asi poder
estudiar la dispersion de las células tumorales dentro del érgano. En cada nivel se
realizaron 2 cortes de tejido secuencial. Uno de ellos se tifi6 con HE y el otro con el
anticuerpo de estudio, en este caso el CXCR4. En cada nivel de 6rgano se contabilizo el

nimero de focos y el tamario de dichos focos (expresado como area en um?).

En las muestras de tumor se realizé un analisis molecular por inmunohistoquimica. Esta
técnica se empled para detectar proteinas especificas en muestras tisulares.
Concretamente, evaluamos la expresion de CXCR4 (Epitomics, clone UMB2; Cat#
33108-1). Las muestras incluidas en parafina se cortaron y se colocaron sobre portas
cargados eléctricamente para evitar la pérdida del tejido (FLEX IHC Microscope Slides,
Dako), se incubaron durante 30 minutos a 60°C y se desparafinaron y rehidrataron segun
los protocolos clasicos. La recuperacion antigénica se realizd en el sistema PTlink (Dako),
a 95°C durante 10 minutos y 45 minutos a 65°C en tampon citrato de pH 9.0 (Dako). La
inmunotincion se realiz6 mediante el sistema automatizado Autostainer Link 48 (Dako),
utilizando el kit EnVision Flex, high pH (Dako) y las especificaciones de la casa comercial.
La incubacion con el anticuerpo anti-CXCR4 fue de 20 min a una dilucién de 1:200, que

se realizd con rinse buffer.

Se cuantificé el porcentaje de células tefiidas respecto al nimero de células tumorales y
la intensidad de la tincién, que se estimd entre 1y 3, asignandose a la intensidad maxima
el valor 3. Finalmente, el parametro resultante de multiplicar ambos valores represento6 la

expresion de la proteina en cada muestra.

2.12. Variables evaluadas y analisis estadistico

Las variables clinico-histopatolégicas analizadas en cada grupo fueron: tiempo de
supervivencia, tasa de injerto, tamafio tumoral, afectacion metastasica linfatica, hepatica,
pulmonar y peritoneal, nimero y tamafio de los focos metastasicos en las localizaciones

afectadas. Los datos se han expresado como media +* error estandar (media + e.e).
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El andlisis comparativo de las diferencias entre las variables categoéricas, expresadas
como porcentaje o numero de casos (por ejemplo, animales afectados, tasa de injerto...)
se llevé a cabo utilizando las tablas de contingencia y seguidamente el test Chi cuadrado
o el test de Fisher, éste ultimo utilizado cuando el nimero de observaciones es muy bajo.
Cuando la distribucion de las variables continuas (volumen tumoral, 4reas de micro o
macro-metastasis y numero de focos tumorales) cumplian los criterios de
homocedasticidad y normalidad (Shapiro-Wilk test) para cada uno de los grupos
comparados, la existencia de diferencias entre grupos se determind utilizando el test
paramétrico de Student. De no cumplirse estos criterios, se utilizé su equivalente no

paramétrico de U Mann Whitney.

La supervivencia para cada grupo se calculé usando el método de Kaplan-Meier y las
distribuciones de supervivencia se compararon utilizando el test de Log-Rank. Las
diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando alcanzaron una
probabilidad de p<0.05. Para la realizacién de todos estos test estadisticos se ultilizo el
programa IBM SPSS Statistics v22.

3. EVALUACION DE LA CITOTOXICIDAD Y LA BIODISTRIBUCION
IN VIVO DE T22-GFP-Gemcitabina

3.1. Ensayo de citotoxicidad de T22-GFP-Gemcitabina

La citoxicidad de T22-GFP-Gemcitabina se evalu6 utilizando el test de viabilidad celular o
XTT (cell proliferation kit Il XTT, Roche Applied Science ref: 1465015). Este ensayo se
basa en la determinacion de la capacidad metabdlica celular, ya que Unicamente las
células viables son metabdlicamente activas, y capaces de transformar la sal de
tetrazolium (XTT) en formazan, un colorante naranja que se cuantifica por
espectrofotometria a una longitud de onda de 450-500nm. Las células se sembraron en
placas de 96 pocillos y se incubaron durante 24h. La nanoparticula se afadi6 a 1uM
durante 72h. Transcurrido ese tiempo, el reactivo XTT se afiadié durante 4h y el producto
formado se leyé en un lector de microplacas a 490 nm (FLUOstar OPTIMA, BMG
LABTECH). Una disminucién del numero de células viables se correlaciona directamente

con una disminucion de la cantidad de formazan formado respecto a las células control
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viables, por lo tanto, con una menor absorbancia. Los datos se expresaron como el
porcentaje de viabilidad celular de las células tratadas respecto a la viabilidad celular de
las células tratadas con el tampon (sin nanoparticula).

3.2. Ensayos de biodistribucion de T22-GFP-Gemcitabina

Se evalud la biodistribucion de la nanoparticula en ratones portadores de tumores
subcutaneos PANC-1 CXCR4*. Para ello, se administré un bolus intravenoso de 100ug
(n=5) de nanoconjugados (T22-O-GEM) o sus controles sin Gemcitabina (T22-GFP) y los
ratones se sacrificaron a las 5h y 24h post-administracion. Se realizé un analisis ex vivo
de todos los érganos y se evalud su biodistribucion utilizando la sefial fluorescente GFP
que contienen los nanoconjugados mediante el IVIS spectrum. Posteriormente, los
organos se fijaron e incluyeron en parafina, y se determind la expresién en membrana del
receptor CXCR4 y la capacidad de inducir muerte en las células tumorales CXCR4*
mediante inmunohistoquimica. Se evalud el dafio inducido al ADN por la Gemcitabina
liberada utilizando el anticuerpo anti-y H2AX (Novus biologicals). Todos los 6rganos

extraidos se evaluaron histolégicamente mediante tincién con HE.

3.3. Analisis estadistico

Los ensayos in vitro de citotoxicidad se han realizado por duplicado. La distribucién
normal de los datos te test6 utilizando el test Shapiro-Wilk test. Los resultados con una
distribucion normal se analizaron utilizando la t de Student mientras que el test de Mann-
Whitney se utiliz en el caso de no normalidad. Se consideraron diferencias significativas
entre grupos a una p< 0.05. Los datos se han expresado como media + error estandar

(media + e.e.).

4. ANALISIS DE LA EXPRESION DE CXCR4 EN MUESTRAS DE
PACIENTES CON ACDP

En esta tesis se ha trabajado con dos tipos de muestras de pacientes con ACDP,
biopsias tumorales parafinadas y biopsias tumorales de tejido fresco, cada una de las
cuales se obtuvo de cohortes independientes de pacientes. Adicionalmente, se trabajé
con un tercer grupo de pacientes afectados por ACDP, incluidos en las plataformas web

disponibles: GEPIA2 (http://gepia.cancer-pku.cn/detail.php), GTEx  portal
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(https://www.gtexportal.org/home/) y Expression Atlas (https://www.ebi.ac.uk/gxa/home)
que utilizan datos obtenidos en el proyecto The Cancer Genome Atlas (TCGA)
(http://tcga-data.nci.nih.gov/tcga/), donde incluye informacion sobre el nivel de expresion
de ARNm de CXCR4 en 179 muestras de tumor primario y en 171 mucosas normales, y
como dato de seguimiento clinico, el tiempo de supervivencia de los pacientes afectados
por ACDP.

4.1. Caracteristicas de los pacientes y seguimiento clinico

4.1.1. Disefio y poblacion de estudio

Para el estudio de la expresion de CXCR4 y la generacion de los modelos PDXs se han
recogido muestras de ACDP de 19 pacientes intervenidos en la Unidad de Cirugia
Hepatobiliopancreética del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau de 2016 a 2018, que han
aceptado participar en el proyecto dando su consentimiento verbal y escrito a través de

una hoja de consentimiento informado (anexo 1).

Ademas se han estudiado las parafinas de 15 pacientes adicionales, intervenidos por la
Unidad de Cirugia Hepatobiliopancreatica del Hospital de la Santa Creu i San Pau de
2009 a 2013. Se han seleccionado en colaboracion con el Servicio de Anatomia
Patoldgica.

Esta disponibilidad de muestras ha permitido recopilar datos de un total de 34 pacientes
con diagnostico de ACDP intervenidos de 2009 a 2018.

4.1.2. Criterios de inclusion

e Pacientes que han dado su consentimiento para la participacion en el proyecto.
e Posibilidad de realizar una cirugia curativa radical.

e Ausencia de enfermedad extrapancreatica.

e Criterios de operabilidad del paciente.

4.1.3. Criterios de exclusién

Pacientes que no han dado su consentimiento para la participaciéon en el proyecto.

Pacientes no operables por comorbilidad.

Presencia de enfermedad extrapancreatica diseminada.

Enfermedad localmente avanzada con imposibilidad de realizar una cirugia curativa.
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4.1.4. Protocolo de actuacion

41.4.1. Pacientes

Todos los pacientes diagnosticados de ACDP incluidos en el estudio fueron
sometidos a diferentes pruebas complementarias practicadas de manera
sistematica para conocer la extension de la enfermedad y poder realizar el manejo

terapéutico mas adecuado:

e Analitica completa con hemograma, bioquimica con perfil hepatico,
coagulacion y Ca.19.9.

e Pruebas de imagen diagnésticas como la TC. En algunos casos, para
completar el estudio se realiz6 RMN y/o ecoendoscopia.

e Para la colocacion de protesis en la via biliar principal se realizé
colangiopancreatografia retrograda endoscépica.

e Previamente a la intervencién quirargica se han realizado las pruebas
preoperatorias de analitica, electrocardiograma, radiografia de torax y la

valoracion anestésica correspondiente.

4.1.4.2. Recogida de datos clinico-patoldgicos

Se ha confeccionado una base de datos recogiendo de manera retrospectiva las

siguientes variables:

e Datos demogréficos: edad, sexo. Medidas de rango y media.
e Antecedentes patologicos: ninguno, uno, mas de uno, algin antecedente
oncoldgico o Unicamente antecedentes familiares oncoldgicos.
e Caracteristicas clinicas previas a la intervencion quirargica:
o Bilirrubina elevada al diagndstico (Bilirrubina total >20.5micromol/L;
Bilirrubina conjugada >5.1micromol/L)
o Colocacioén de prétesis en la via biliar principal.
o Ca 19.9 elevado al diagnéstico (>25U/ml)
o Intervenciébn quirdrgica realizada: DPC o esplenopancreatectomia
corporocaudal (EPCC).
o Caracteristicas del tumor: localizaciéon (cabeza, cuerpo, cola), necesidad
de reseccion venosa (vena porta/ vena mesentérica superior), T (tamafio

tumoral - T1, T2, T3-), N (afectaciébn ganglionar — NO, N1-), grado de
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diferenciaciéon tumoral (G1, G2, G3), invasion perineural, invasion vascular,
afectacion de méargenes (negativo RO, afectacion microscépica R1).

e Variables postoperatorias: necesidad de transfusion durante el ingreso,
complicaciones postquirurgicas (segun Clasificacion de Clavien- Dindo -
ninguna, I, I, lll, IV, V-)

e Estancia hospitalaria: 1-15 dias, 15-30 dias, >3 dias. Medidas de rango y
media

¢ Administracién de neoadyuvancia.

¢ Administracién de adyuvancia.

e Presentacion de recidiva: ninguna, local, metastasica, ambas.

e Supervivencia: <22 meses, >22 meses. Medidas de rango y media.

4.2. Recogida y procesamiento de biopsias de tejido fresco para

generar los modelos PDXs

Las biopsias tumorales y no tumorales de tejido fresco se obtuvieron por especialistas del
Servicio de Anatomia Patologica, en el momento en que la pieza llega al Servicio
después de la intervencion. La pieza de tejido tumoral (200 mm?) se introdujo en medio
de cultivo en ausencia de SBF hasta el momento de su criopreservacion. Para su
conservacion, se cortd en fragmentos de aproximadamente 20 mm3 y se introdujeron en
una solucién de SBF +10% DMSO, siguiendo el protocolo que se explica en el apartado
1.1.2.

4.3. Inmunohistoquimica y determinaciéon de los niveles de

expresion de CXCR4 en las biopsias parafinadas

Las biopsias parafinadas obtenidas de pacientes con ACDP, se cortaron en secciones de
5um de grosor y se procesaron para inmunohistoquimica tal como se explica en el
apartado 2.11. Las muestras se incubaron con el anticuerpo CXCR4 (1:300) durante 20
minutos. El revelado se realiz6 con el reactivo Envision TM FLEX y FLKEX+ (Dako)
utilizando los procedimientos estandar. Como controles negativos se emplearon las
mismas muestras, pero sustituyendo la incubacién con el anticuerpo primario por suero
de ratén no inmunizado. Se determinaron los niveles de expresion proteica de CXCR4 a
través de dos parametros, el porcentaje de células positivas (0-100%) y la intensidad de

tinciéon global (1: sin tincion o débil; 2: moderada; 3: fuerte). Se analizaron eligiendo
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aleatoriamente 5 campos a un aumento de 100x por cada muestra. Dos observadores
independientes analizaron las inmunohistoquimicas de CXCR4. El analisis y las
imagenes se tomaron usando una camara digital Olympus DP73 y se procesaron a través
del programa CellD imaging 3.3 (Olympus).

4.4. Estudio de la asociacion de la expresion de CXCR4 con los

parametros clinico-patoldgicos y la supervivencia en pacientes

Inicialmente, se ha realizado el estudio descriptivo de los 34 pacientes incluidos teniendo
en cuenta las variables clinico-patolégicas previamente descritas y niveles de CXCR4.

Por otra parte, utilizando los datos obtenidos en TCGA, y mediante el analisis basado en
arboles de clasificacion y regresién (ACR), se establecié el valor umbral correspondiente
al nivel de expresion de CXCR4 mas adecuado, con mayor sensibilidad y especificidad,
para establecer dos grupos de pacientes con diferente riesgo de recaida asociada al
ACDP. En base a este andlisis se definieron dos grupos de pacientes, un grupo de
pacientes con niveles elevados de expresion de CXCR4 y un grupo de pacientes con
niveles bajos de expresion de CXCR4 y que se asociaron con el riesgo de recaida. Este
andlisis también se utilizo en el estudio con los datos extraidos de la base de datos del
TCGA.

Las curvas de Kaplan-Meier y el test Log-Rank se utilizaron para representar y comparatr,
respectivamente, la supervivencia entre grupos de pacientes con diferente nivel de
expresion de CXCRA4.
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RESULTADOS

1. EXPRESION DE CXCR4 EN TUMORES DE ACDP

Con el objetivo de analizar la expresion de CXCR4, y confirmar el valor prondstico
asociado a supervivencia, identificado en trabajos previos %45, hemos evaluado la
expresion de la proteina mediante técnicas inmunohistoquimicas en biopsias pre-
tratamiento obtenidas de pacientes pertenecientes a dos cohortes independientes. Una
primera cohorte seleccionada de modo prospectivo y otra cohorte de pacientes
seleccionada de modo retrospectivo, y obtenidas del archivo de Anatomia Patolégica de
nuestro hospital. Adicionalmente, se afiadié una tercera cohorte de pacientes incluidos en
el proyecto The Cancer Genome Atlas (TCGA, http://gdc-

portal.nci.nih.gov/projects/ TCGA-PDAC), donde se obtuvieron los niveles de expresion de

CXCR4 mediante técnicas de secuenciacion masiva de ARN.

La expresion de la proteina CXCR4 se evalud en las 34 biopsias tumorales parafinadas
pertenecientes a pacientes con ACDP antes de que iniciasen el tratamiento. Las
caracteristicas clinico-patolégicas de estos pacientes se detallan en la Tabla 4. Los
resultados de la inmunohistoquimica se observaron en el microscopio por dos
investigadores diferentes para determinar el porcentaje de células positivas y la
intensidad de la tincién para CXCR4. El porcentaje de células positivas para la expresion
de CXCR4 fue similar entre muestras, alrededor del 20% de células tefiidas, mientras que
la intensidad varidé entre las distintas muestras. Se utilizé6 el parametro H-score para
determinar el valor de CXCR4, que se calcul6 multiplicando el area de marcaje por la

intensidad del mismo.

1.1. Descripcién de las caracteristicas clinico-patolégicas de los

pacientes incluidos en el estudio

De los 34 pacientes incluidos en el estudio, 17 (50%) fueron hombres y 17 (50%)
mujeres. La media de edad fue de 72,8 afios, con un rango de 47 a 91 afios; la mayoria,
de edad mayor de 65 afios (73.5%). Veintiséis pacientes presentaron antecedentes

patolégicos (76.4%), 15 (44%) un antecedente (cardiovascular en su mayoria), 6 (17.6%)
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méas de uno, 3 (8.8%) algun antecedente oncoldgico y solo 2 (5.8%) no presentaban

ningun antecedente, pero si familiares con patologia oncolégica previa.

Al diagndstico, 26 (76,4%) pacientes presentaron bilirrubina total y conjugada elevada,
pero solo 15 (44%) necesitaron colocacion de prétesis biliar por cursar con colangitis, o
bien por la necesidad de realizar mas pruebas complementarias y no ser intervenidos de
inmediato, para mejorar la colestasis, las pruebas de funcién hepética y prevenir la
colangitis.

Al diagnostico, 17 (50%) pacientes presentaron elevacién de Ca 19.9 y 17 (50%) valores

normales.

La localizacién del tumor fue en 27 (79.4%) casos la cabeza pancreatica, en los cuales la
intervencion quirdrgica realizada fue una DPC, en 6 (17,6%) casos el cuerpo y en 1
(2,9%) la cola pancreética. En estos 7 casos (20.5%) la intervencién quirargica realizada
fue una EPCC. La mayoria de ellos, 29 (85,2%), fueron intervenidos sin necesidad de

reseccion de la vena porta o vena mesentérica superior.

En cuanto a las complicaciones postoperatorias (mencionadas segun la clasificacion de
Clavien- Dindo) se incluyen fistula pancredtica, fistula biliar, retraso del vaciamiento
gastrico, ileo paralitico, hemorragia, coleccién intraabdominal, fallo de sutura e infeccion
de herida. La mayoria de los pacientes presentaron alguna complicacidon postoperatoria,
en concreto 19 (55,8%), aunque casi todas fueron complicaciones menores tratadas de
manera médica sin requerimiento de cirugia ni abordaje endoscdépico (complicaciones
grado |, 4 [11,7%] pacientes), y complicaciones grado Il, 12 [35.2%)] pacientes). Dos
(5,8%) pacientes presentaron complicaciones mayores grado Il y IV, y un (2,9%)
paciente fue exitus por shock hemorragico con fallo multiorganico en el postoperatorio

inmediato.

En el postoperatorio 21 (61.7%) pacientes no requirieron transfusion de concentrados de
hematies y 13 (38,2%) si.

La estancia media hospitalaria fue de 27,5 dias, con un rango de 6 a 91 dias. La mitad de
los pacientes, 17 (50%) permanecieron ingresados de 15 a 30 dias, 8 (23,5%) pacientes
menos de 15 dias y 9 (26,4%) més de 30 dias.

En cuanto a las caracteristicas patologicas del tumor, la mayoria de los casos, 29
(85,2%) pacientes, se englobaron dentro de un tamafio tumoral T3. Un (2,9%) paciente

presentd un Tl y 4 (11,7%) un T2. La afectaciébn ganglionar fue mayoritaria, con 29
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(85,2%) casos, siendo NO Unicamente 5 (14,7%) pacientes. Segun el grado de
diferenciacion tumoral, 12 (35,2%) pacientes presentaron un G1 (bien diferenciado), 16
(47%) un G2 (moderadamente diferenciado) y 6 (17,6%) un G3 (pobremente
diferenciado).

En cuanto a otros factores prondsticos relacionados con el tumor, la mayoria de los
pacientes presentaron invasion perineural o vascular, siendo mayoritaria la primera con
25 (73,5%) pacientes frente la segunda con 18 casos (52,9%). Nueve (11,7%) pacientes
no presentaron ninguna de los dos y 16 (47%) ambas.

En el andlisis anatomopatolégico, hasta en 16 (47%) pacientes se encontraron margenes
afectos, sobre todo el margen posterior y a nivel de la impronta vascular, siendo la cirugia

definida como R1. En 18 (52.9%) pacientes la cirugia fue RO con méargenes libres.

Sdlo un (2.9%) paciente recibié neoadyuvancia con QT-RT por tratarse de una neoplasia

resecable borderline.

Salvo 13 (38,2%) pacientes que no presentaron las condiciones clinicas adecuadas, el
resto recibieron tratamiento adyuvante con Gemcitabina sola o en combinacién con otros

agentes quimioterapicos., 7 (20,5%) quimioterapia sola y 14 (41,1%) QT-RT.

Doce (35,2%) pacientes no presentaron recidiva de la enfermedad, un (2,9%) paciente
solo recidiva local, 14 (41,1%) recidiva metastasica (pulmonar, hepética y/o peritoneal) y
7 (20,5%) ambas.

La supervivencia global media de los pacientes fue de 24 meses, con un rango de 4 a
120 meses. La supervivencia fue menor a 22 meses en 20 (58,8%) casos y mayor a 22
meses en 14 (41,1%).

Tabla 4. Caracteristicas clinico-patolégicas de los pacientes incluidos en el estudio

(cohorte retrospectivay prospectiva).

Variable | Pacientes totales (n=34)
Sexo

Hombre 17
Mujer 17
Edad (afios)

<65

>65 25
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Antecedentes

NO 8
1 15
>1 6
Algun AP oncoldégico 3
AF (familiares) oncolégicos 2
Intervencién quirdrgica

DPC 27
EPCC 7
Bilirrubina elevada al diagnostico (Bil total >20.5micromol/L; conjugada
>5.1micromol/L)

Sl 26
NO 8
Protesis pre-1Q

Sl 15
NO 19
Ca 19.9 elevado al diagndéstico (>25 U/ml)

Sl 17
NO 17
Localizacion

Cabeza 27
Cuerpo 6
Cola 1
Transfusion

Sl 13
NO 21
Reseccién de vena

Sl 5
NO 29
Estancia hospitalaria

1 a 15 dias 8
15 a 30 dias 17
>30 dias 9
Complicaciones postquirurgicas

(Clavien- Dindo)

NO 15
| 4
Il 12
1 1
v 1
\% 1
T (tamafio tumoral)

Tl 1
T2 4
T3 29
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N (afectacién ganglionar)

NO 5
N1 29
Grado de diferenciacion tumoral

Gl 12
G2 16
G3 6
Invasion perineural

Sl 25
NO 11
Invasién vascular

Sl 18
NO 16
Margen (libre: RO; afecto: R1)

RO 18
R1 16
Neoadyuvancia

Sl 1 (QT-RT)
NO 33
Adyuvancia

SI(QT) 7
SI (QT-RT) 14
NO 13
Recidiva

Sl local 1
S| metastasica 14
Sl ambas 7
NO 12
Supervivencia

<22 meses 20
> 22 meses 14

1.2. Asociacion entre las caracteristicas clinico-patolégicas de

los pacientes del estudio y la expresion de CXCR4

En las biopsias tumorales de ACDP obtenidas en nuestro hospital, evaluamos los niveles
de expresion de CXCR4 mediante inmunohistoquimica (figura 7). Un total de 85% de los
tumores presentaron expresion de CXCRA4. Los resultados se relacionaron con el grado y
diferenciacion tumoral, y con el grado de invasion y diseminacion, que incluian los datos

de invasion ganglionar, vascular y perineural y de recidiva y supervivencia. No
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encontramos diferencias entre los niveles de expresion de CXCR4 y el tamafio tumoral o

grado de diferenciacion (figura 8).

De forma similar, relacionamos los niveles de expresion de CXCR4 y el grado de invasion
vascular, afectacion ganglionar, invasién perineural, recidiva y supervivencia, no
encontrando diferencias significativas ni en afectacion ganglionar, ni en invasion
perineural o supervivencia. En cuanto a la invasion vascular, observamos que el valor de
H-score de CXCR4 fue significativamente més alto (p<0.05) en aquellos pacientes que la
mostraban respecto a los que no presentaban invasion vascular (media 24,9+3,0 versus
35,2+3,0; mediana 23 [14,54] versus 30 [13,72]). Por otra parte, analizamos los
pacientes con recidiva y no recidiva, y observamos que aquellos pacientes que habian
recaido (41,1%) presentaban niveles de H-score para CXCR4 significativamente mas
elevados (p<0,01) que los que no la presentaban (media 21,1+1,5 versus 36,9+3,2;
mediana 22 [13,30] versus 32 [24,54]) (figura 9).
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Figura 7. Expresion de CXCR4 en dos tumores representativos de pacientes afectados por ACDP e
intervenidos en el nuestro hospital. (400x magnificacion)
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Figura 8. Expresion de CXCR4 en tumores y relacion con el tamafio (A) y grado de diferenciacion
tumoral (B). Datos expresados como H-score de CXCR4 (mediate.e).

Para confirmar los resultados con una técnica diferente, se analizé el nivel de expresion
de ARN mensajero de CXCR4 mediante PCR cuantitativa en 350 biopsias,
pertenecientes a una serie independiente de pacientes obtenida del proyecto The Cancer
Genome Atlas: 171 muestras fueron de tejido pancreatico normal y 179 fueron biopsias
de tejido tumoral de ACDP. La expresién de CXCR4 fue significativamente mas elevada
en las muestras obtenidas de tejido tumoral que en tejido pancreatico normal (p<0.01)
(figura 10 A).

Por otra parte, mediante el uso de arboles de ACR, se establecié un valor umbral (nivel
de expresion de CXCR4 < 0 >19) para separar dos grupos de pacientes en base al nivel
de expresién del ARNm de CXCR4 en el tumor respecto a la supervivencia global (SG),
gue fue el Unico dato clinico del que pudimos disponer en esta cohorte de pacientes.
Treinta y seis pacientes de 179 (20,1%) presentaron tumores con una expresion baja o

nula de CXCR4 mientras que 140 (79,9%) presentaron tumores con expresion elevada.

El andlisis de la curva de supervivencia mostré que los pacientes con niveles elevados de
CXCRA4 presentaron significativamente una menor SG que los pacientes cuyos niveles de

expresion fueron bajos o nulos (p= 0,018) (figura 10 B).
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Figura 9. Expresion de CXCR4 en tumores y relacion con la afectacion ganglionar (A), invasién
vascular (B) perineural (C) y recidiva tumoral (D) y supervivencia (E). Datos expresados como H-score

de CXCR4 (mediate.e). Diferencia estadisticamente significativa a * p<=0,05 y **p<0,01.
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Figura 10. Comparativa de los niveles de expresion de ARNm de CXCR4 en péancreas normal y tejido
tumoral y su asociacidon con supervivencia. A. Pancreas sano versus muestras tumorales ACDP. Los
datos se expresan en transcritos por millén (TPM) y fueron obtenidos en TCGA (ACDP: N= 179; Pancreas
sano: N=171). B. Curva de supervivencia generada a partir de 179 pacientes afectados por ACDP

clasificados en baja o alta expresion de CXCR4 evaluada en muestras tumorales.
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2. NUEVAS ESTRATEGIAS PARA MEJORAR LA EFICIENCIA
METASTASICA EN EL MODELO IN VIVO DE ACDP

Las primeras estrategias que utilizamos para generar los modelos altamente
metastasicos en cancer de pancreas, fue la sobreexpresion de CXCR4 en células
tumorales pancreédticas derivadas de las lineas PANC-1 y MIA PaCa-2, y el
condicionamiento subcutaneo, tal como habiamos descrito previamente para la

generacion de los modelos metastasicos de cancer colorrectal.**°

2.1. Lineas celulares de cancer de pancreas PANC-1 y MIA PaCa-

2 con expresion dual de luciferasa y CXCR4

Como modelo de cancer de pancreas utilizamos las lineas tumorales pancreaticas PANC-
1 y MIA PaCa-2. Estas lineas celulares fueron transfectadas con un plasmido que
contenia nuestra diana, el gen de CXCR4, y el gen de luciferasa, que nos permitia,
mediante imagen por bioluminiscencia, realizar el seguimiento de la progresién tumoral in

Vivo.

La expresion de luciferasa en las células fue confirmada por bioluminiscencia, siendo la
eficiencia de transfeccion variable entre ambas lineas tumorales. La sefial en la linea
celular PANC-1 fue de 1300 fotones/sg/célula versus 850 fotones/sg/célula en la linea
celular MIA PaCa-2. Seguidamente, evaluamos en estas mismas lineas la expresion en
membrana de CXCR4 mediante citometria de flujo. Observamos que el porcentaje de
poblacion celular con expresion de CXCR4 fue mayor (39,7%) en células PANC-1 que en
células MIA PaCa-2 (25,3%), consistente con el plasmido utilizado (figura 11 B). Con
estos resultados seleccionamos la linea tumoral PANC-1 para llevar a cabo los
experimentos in vivo de nuestro siguiente objetivo por presentar una mayor expresion de
CXCR4 y de luciferasa.
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Figura 11. Expresion de luciferasa y CXCR4 en células pancreéaticas MIA PaCa-2 y PANC-1. Andlisis de
la expresion del gen de luciferasa y CXCR4, mediante bioluminiscencia y citometria de flujo, respectivamente.

2.2. Modelos xendégrafos ortotopicos de ratdon Swiss nude y NOD-
SCID con tumores CXCR4+

Una vez seleccionada la linea tumoral de cancer de pancreas, las células PANC-1 se
inocularon subcutaneamente en los ratones para generar los ratones nodriza. Se registro
el crecimiento tumoral y cuando alcanzé el tamafio establecido se extrajo, se fragmentd
en alicuotas (10 mg) y se implant6 ortotopicamente mediante punto de sutura (SOI,
Surgical Orthotopic Implantation) en el pancreas de dos cohortes diferentes de ratones
inmunodeprimidos (N=8). Una cohorte de la cepa de ratones Swiss nude (deficiente en
linfocitos T) y otra cohorte de la cepa NOD-SCID (deficiente en linfocitos T y B). Para
confirmar la expresion de CXCR4, se realiz6 una inmunohistoquimica del tumor
subcutaneo mostrando que la expresion de CXCR4 se mantenia in vivo. Se realizé el
seguimiento del crecimiento tumoral mediante bioluminiscencia en ambas cepas,
observandose que la progresion tumoral fue mas rapida y con valores de intensidad de

bioluminiscencia significativamente mas altos en la cepa NOD-SCID que en Swiss nude
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(9,3 108 fotones/sg versus 7,6 10° fotones/sg a las 3 semanas post-implantacién) (figura
12 Ay B).

Tras la necropsia de los animales, se realiz6 un analisis molecular de los tumores para
evaluar la expresion de CXCR4 mediante inmunohistoquimica. En ambos tumores se
detectd expresion del receptor, con valores de H-score de 109+5 y 11447,

respectivamente. (Figura 12 C)
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Figura 12. Progresion tumoral de tumor PANC-1 implantado ortotopicamente mediante SOI en ratones
Swiss nude (A) y NOD-SCID (B) y expresién de CXCR4 (C).
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2.3. Generacion de los modelos ortotépicos altamente

metastasicos

En la tabla 5 se muestra en detalle, la comparativa de las técnicas quirurgicas utilizadas,
la tasa de injerto y la diseminacion metastasica con células PANC-1 CXCR4+ y células
M2P derivadas de paciente con alta expresion de CXCR4 (H-score 105+10).

La implantacién de células Panc-1 CXCR4" generd6 tumor primario y metastasis en ambas
cepas de ratones, Swiss nude y NOD-SCID, sin embargo el patron de diseminacion y la
agresividad increment6 significativamente con la utilizacion del modelo NOD-SCID, y la

estrategia del condicionamiento subcutaneo.

Por otra parte, la utilizacion de la muestra derivada de paciente M2P con altos niveles de
expresion de CXCR4, gener6 un patron mas agresivo, con un ndmero mayor de
metastasis linfaticas y hematdgenas (higado y pulmén) comparado con el modelo PANC-
1 CXCR4* (tabla 5). En ambos modelos, PANC-1 CXCR4* y M2P CXCR4*, la falta de
linfocitos T y B (NOD-SCID) mostré un aumento en la colonizacion del érgano diana de
metastasis y permitié obtener foci tumorales linfaticos y peritoneales de mayor tamafio
(tabla 5y figura 13B).

El tiempo de supervivencia varié entre 5 a 8 semanas entre los grupos experimentales. El
tiempo de supervivencia mas corto se observo utilizando el pase previo subcutaneo y la
cepa NOD-SCID (45,6x1,2 dias), el intermedio usando la cepa Swiss nude (54,2+0,5
dias) y el tiempo mas largo (63,2+2,6 dias) utilizando la inyeccion directa de células
Panc-1 CXCR4". Los animales con tumores M2P tuvieron una supervivencia de 39,2+1,3
dias) (figura 13 A).

Tras la necropsia de los animales, se realizd6 un analisis histopatologico, e
inmunohistoquimico. La expresion de CXCR4 se evalué en las muestras de tumor
primario y los focos metastasicos presentando un patrén de tincion de membrana similar
en ambos tipos de muestras PANC-1 CXCR4* y M2P CXCR4"y confirmando la presencia

de la expresion de CXCR4 en los focos tumorales (figura 13 B).
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Figura 13. A) Comparacion de la supervivencia de ratones Swiss nude y NOD-SCID y el patron de
metastasis. B) Analisis histopatoldgico e inmunohistoquimico de tumor primario y focos
metastasicos. La supervivencia acumulada se estimé con el método de Kaplan-Meier y se aplico el test de
Log-Rank.
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Tabla 5. Andlisis histopatolégico de los ratones Swiss nude y NOD-SCID.

Evaluacion de la tasa y porcentaje de la tasa de injerto y patron de metastasis generado por las lineas
celulares PANC-1 CXCR4+ y en “M2". Datos expresados como [na/nt (%)]: [nimero de ratones afectados en

el grupo/nimero de ratones positivos totales en el grupo (porcentaje de ratones afectados)]. Metastasis

cuantificadas en numero de foci y tamafio expresado como media * e.e.
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3. ESTUDIO PRECLINICO DE LA EFECTIVIDAD TERAPEUTICA
DE LA MEMBRANA CEB-01 CARGADA CON SN-38 EN ACDP

Para llevar a cabo la evaluacién de la eficacia terapéutica en cancer de pancreas de
CEB-01 portador de SN-38, un metabolito activo del Irinotecan (CEBO01-SN38),
realizamos dos experimentos: en el primero utilizamos el modelo xenodgrafo subcutaneo
derivado de la linea tumoral humana MIA PaCa-2 y estudiamos la actividad antitumoral
en monoterapia y en combinacién con la quimioterapia clasica. En un segundo
experimento evaluamos el efecto antitumoral y antimetéstasico en el modelo xendgrafo
ortotopico derivado de la linea tumoral humana PANC-1, puesto a punto en el objetivo

anterior.

3.1. Evaluacion de la actividad antitumoral de CEB-01-SN38 en
monoterapia y en combinacion con quimioterapia en el modelo
subcutaneo MIA PaCa-2

En este experimento, determinamos por un lado la actividad antitumoral de CEB-01-SN38
en tratamiento Unico, y por otro su combinacién con guimioterapia. Seleccionamos como
tratamiento quimioterapico el régimen 5- FU y leucovorina, utilizada cominmente como
standard of care en el tratamiento de los canceres gastrointestinales. Las dosis
ensayadas de citotoxico SN-38 fueron de 50 mcg/cm?, y de 30mg/kg para 5-FU y 90
mg/kg para leucovorina, lo que permitia mantener niveles no tdéxicos en el animal, seguin

los estudios previos (apartado 4.3.1.1.).

La progresién tumoral se monitorizé tres veces por semana mediante la medida del
volumen del tumor, y la respuesta a la terapia se estimé como la reduccién del volumen

tumoral durante el tiempo de tratamiento, que en este experimento fue de dos semanas.

El tratamiento Unico con membranas CEB-01 a dosis de SN-38 de 50 mcg/cm? indujo una
reduccion del crecimiento tumoral del 45%, alcanzando significacion estadistica los dias 9

y 10 post-tratamiento, y manteniéndose hasta el final del experimento.

Ademas, la combinacién de las membranas CEB-01-SN38 a dosis de 50 mcg/cm? con el
régimen quimioterapico 5-FU y leucovorina redujo significativamente (p< 0.05) el
crecimiento tumoral manteniéndose a partir del dia 10 de administracién y hasta el final

del tratamiento, comparado con los grupos control (sham), control y quimioterapia,
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vehiculo (membrana sin carga, CEB-01 a 0 mcg/cm2) o vehiculo y quimioterapia (figura
14).

A& Sham
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Figura 14. Efectividad terapéutica de CEB-SN-38 en combinacion con quimioterapia. Estudio del efecto
antitumoral de CEB-01 cargada con SN-38 a dosis de 50 mcg/cm2 en tratamiento Unico o en combinacion
con 5-FU (30mg/kg) y leucovorina (90 mg/kg) en xendgrafos subcutaneos de MIA PaCa-2. Datos expresados
como la media + e.e. Diferencias estadisticas a p < 0.05 para CEB-01 50 mcg/cm2+ quimioterapia [CT]
(simbolo verde) o CEB-01 50 mcg/ cm2 (simbolo rojo) versus grupo tratado con vehiculo + CT (simbolo
negro) versus grupo sham (simbolo azul).

Después de dos semanas de tratamiento, sacrificamos a los animales y extrajimos los
tumores, que se midieron y pesaron. Los resultados confirmaron una reduccion
significativa (p<0.01) del volumen y peso tumoral comparado con el grupo control y el
grupo vehiculo (figura 15) utlizando el tratamiento combinado CEB-01-SN38 vy
quimioterapia (30 mg/kg 5-FU y 90 mg/kg leucovorina). Por otra parte, el grupo tratado
con CEB-01-SN38 en monoterapia también mostré una reduccién del volumen y peso
tumoral comparado con los grupos control y vehiculo, pero no alcanzé la significacion
estadistica. En la figura 16 se muestran las imagenes de tres tumores representativos de

cada grupo.
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Figura 15. Anédlisis del volumen y peso tumoral final tras el tratamiento con CEB-01-SN38 en
combinaciéon con quimioterapia. Reduccion del volumen (A) y peso (B) tumoral a las dos semanas de
tratamiento con CEB-01-SN38 a la dosis de 50 mcg/cm? en tumores subcutaneos MIA PaCa-2. Diferencias
estadisticamente significativas a p< 0.01 para 50 mcg/cm? + CT versus el resto de grupos. Datos expresados

como la media + e.e.

CEB-1 CEB-1
Sham CEB-1 0 mcgicm? CEB-1 50 mcgicm?
Sham +CT 0mcgicm?  +CT 50 mcgicm? +CT

Figura 16. Macrofotografias representativas del tratamiento con CEB-SN38 en combinacion con
guimioterapia. Imagenes macroscopicas representativas de los tumores subcutdneos derivados de la linea
pancreatica humana MIA PaCa-2, tomadas durante la necropsia, al final de los tratamientos con CEB-01 en

monoterapia o su combinacion con 5-FU (30mg/kg) y leucovorina (90 mg/kg).
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3.1.1. Estudio de la seguridad y tolerabilidad de CEB-01 cargada con SN-38

La toxicidad de los tratamientos se evalu6 mediante el seguimiento del peso corporal de
los animales tres veces por semana a lo largo del experimento. El peso corporal en los
ratones tratados con CEB-01 a una dosis de 50 mcg/cm2, o los tratados en combinacién
con quimioterapia no mostr6 diferencias estadisticamente significativas en comparacion a
los grupos control o vehiculo (figura 17). Por otra parte, ambos tratamientos no indujeron
ningan sintoma patoldgico observable, ni de aspecto, estado de salud o comportamiento,

en ningun animal del estudio.

En la necropsia, se extrajeron en bloque los principales érganos (cerebro, rifidn, higado,
pulmén, pancreas, bazo y corazén) para su posterior evaluacion histopatolégica. Los
Organos se pesaron y los datos se muestran en la Tabla 6.

En ningln grupo y en ninguno de los érganos se observaron diferencias significativas en
peso entre el grupo control y vehiculo, y los grupos tratados con CEB-01-SN38 y/o
quimioterapia (tabla 6). El andlisis histopatolégico de las muestras obtenidas para cada
organo se realizé en preparaciones tefiidas con HE, no encontrandose alteraciones
patolégicas en ningun grupo, y con ningun tratamiento, confirmando la tolerabilidad y
seguridad de CEB-01-SN38, tanto en monoterapia como su uso en combinacion con el

régimen 5-FU y leucovorina.

Sham

Sham + CT

CEB-010 mcg/cm2
CEB-01 0 mcg/cm? + CT
CEB-01 50 mcg/cm?
CEB-01 50 mcg/cm? + CT

themorn
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Figura 17. Evaluacion del peso corporal tras tratamiento con CEB-SN-38 en combinacién con
guimioterapia. Efecto sobre el peso corporal de los animales portadores de tumores subcutaneos MIA PaCa-
2 tras el tratamiento Unico con CEB-01 y la liberacion de SN-38 a dosis de 50 mcg/cm? como en combinacion

con quimioterapia (5-FU, 30mg/kg y leucovorina, 90 mg/kg). Datos expresados como la media + e.e.
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Tabla 6. Peso de los 6rganos (g; media £ e.e) de los diferentes grupos de estudio.

Organo Sham Vehiculo CEB-01 50mcg/cm?2
Corazén 0,12 +0,00 0,13 +0,01 0,11 +0,01
Bazo 0,25 +0,06 0,25 +0,04 0,23 +0,03
Péncreas 0,16 +0,01 0,14 +0,01 0,16 +0,01
Pulmones 0,23 0,06 0,22 +0,04 0,17 +0,01
Higado 1,42 +0,11 1,47 +0,07 1,38 +0,04
Rifiones 0,34 +0,02 0,34 +0,02 0,31 +0,01
Cerebro 0,42 +0,02 0,45 +0,01 0,44 +0,01
Organo Sham + CT Vehiculo + CT CEB-01 50mcg/cm2+ CT
Corazén 0,13 +0,02 0,13 +0,01 0,12 +0,01
Bazo 0,19 +0,07 0,24 +0,03 0,21 +0,03
Pancreas 0,15 +0,01 0,14 +0,01 0,16 +0,01
Pulmones 0,17 £0,01 0,18 +0,01 0,17 £0,01
Higado 1,24 +0,12 1,33 +0,10 1,31 +0,06
Rifiones 0,25 +0,04 0,32 +0,02 0,32 +0,01
Cerebro 0,41 +0,02 0,40 0,02 0,42 +0,01
Cerebro Kidney Liver
S8
m 3
g E
B

CEB-01
50 megiecm?
+CT

Figura 18. Analisis histopatolégico de los 6rganos mas relevantes tras el tratamiento con CEB-01-

SN38 y en combinacion con quimioterapia.
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3.2. Evaluacion de la actividad antitumoral y antimetastasica de
CEB-01-SN38 en el modelo ortotopico de cancer de pancreas
PANC-1

En el siguiente experimento utilizamos el modelo de céancer de pancreas ortotdpico
PANC-1. Para poder monitorizar la progresion tumoral en este modelo, las células PANC-
1 fueron transfectadas con el gen de la luciferasa, lo que nos permitié la deteccién del
tumor mediante bioluminiscencia a lo largo de todo el experimento y monitorizar a los

animales de forma no invasiva.

Utilizando este modelo ortotépico de cancer de pancreas metastasico quisimos evaluar la
capacidad de la membrana CEB-01 portadora de SN-38 de inhibir la carga tumoral total,
reduciendo no solo el crecimiento tumoral local, sino evaluar también la presencia de
carga tumoral metastasica. Ademas, nos planteamos evaluar dos dosis de tratamiento,
implantando membranas que contenian diferente carga de SN-38. Se utilizaron dos dosis
distintas, 25 mcg/cm? y 50 mcg/cm? y se monitoriz6 mediante bioluminiscencia el
crecimiento tumoral durante 3 semanas de exposicion. La actividad antitumoral se estimé

como la reduccioén de la sefial bioluminiscente a lo largo del tratamiento.

Como se observa en figura 19, la implantacion de las membranas CEB-01 cargadas con
SN-38 a las dosis de 25 mcg/cm? o 50 mcg/cm? frenaron el crecimiento tumoral a nivel
local, reduciendo en un 40% significativamente (p<0.05) la sefial bioluminiscente con

respecto a los grupos control (operado) y vehiculo (membrana CEB-01 sin carga).

Las imagenes de los registros de bioluminiscencia de los distintos ratones, tomadas
antes de la necropsia se muestran en la figura 20. Se observa una clara disminucion de
la sefial bioluminiscente correspondiente a la disminucién del crecimiento local del tumor
en los animales tratados (25 mcg/cm? y 50 mcg/cm?) respecto a los ratones de los
grupos control y vehiculo. Sorprendentemente, no hubo diferencias en la actividad

antitumoral entre las dos dosis ensayadas, como se muestra en la figura 19.

113



2x10%+

© = - Sham

G & :

@ T o~ 25 ugfem?

S

o |

m 5x1074 I .---~‘V|" *
0 1Y x5 i

5 10 K 20

Dias de tratamiento

Figura 19. Actividad antitumoral de CEB-01-SN38 en cancer de pancreas. Respuesta antitumoral del
tratamiento con CEB-01 a dosis de 25mcg/cm2 o 50 mcg/cm2, en xendgrafos portadores de tumores PANC-
1, mediante monitorizacién de la bioluminiscencia a lo largo del experimento (media + e.e). Diferencias
estadisticamente significativa a p < 0.05 para 25 mcg/cm2 (verde) o 50 mcg/cm2 (rojo) versus los grupos

control y vehiculo.

Por otra parte, en el momento de la necropsia se cuantificé el volumen final y peso de los
tumores extraidos en los distintos grupos, de tratamiento y en los controles. El andlisis de
los tumores al final del tratamiento, confirmé que la implantacion de CEB-01 a dosis de 25
mcg/cm? y 50 mcg/cm? indujo una reduccién estadisticamente significativa (p<0.01) del
volumen y peso del tumor con respecto al grupo control (figura 21). Al igual que no
observamos diferencias significativas en sefial bioluminiscente entre los grupos tratados,
pudimos confirmar que tampoco habia diferencias en volumen y peso tumoral entre

CEB-1 a dosis de 25mcg/cm2 o 50mcg/cm?2.
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Sham Vehiculo

25 mcgicm? 50 mcgicm?

Figura 20. Registro de bioluminiscencia tras tratamiento con CEB-01-SN38. Iméagenes de
bioluminiscencia correspondientes a los registros realizados a cinco ratones de cada grupo al final del
tratamiento con CEB-01 (dia 20), a las dosis de 25 mcg/cm? o 50 mcg/cm?, y sus respectivos grupos

controles (grupo operado, Sham y grupo vehiculo, implantado con la membrana CEB-01 sin carga).
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Figura 21. Andlisis del volumen y peso tumoral final tras el tratamiento con CEB-01-SN38. Reduccion
del volumen (A) y peso (B) en los tumores PANC-1 al final del tratamiento con CEB-01 a las dosis de 25
mcg/cm? y 50 mcg/cm? de SN-38. Los datos se expresan como media + e.e. Diferencias estadisticamente
significaticas a p< 0.05

3.2.1. Estudio de seguridad y tolerabilidad de CEB-01 cargada con SN-38

La toxicidad del tratamiento con CEB-01-SN38 se evalu6 mediante el seguimiento del
peso corporal de los animales tres veces por semana a lo largo del experimento. La
implantacion de CEB-01 no provoco ningun sintoma observable de toxicidad sistémica o
intolerabilidad en el ratéon, ni cambios en su estado de salud o apariencia,
independientemente de la dosis administrada. La evolucion del peso corporal durante el
experimento no mostro diferencias significativas entre los ratones tratados con CEB-01 a
ninguna dosis, 25 mcg/cm? o 50 mcg/cm? comparado con los grupos control o vehiculo
durante el experimento (figura 22).

Sin embargo, dos de los ratones murieron al dia 11 y 26 una vez iniciado el tratamiento.
Pertenecian al grupo ensayado con la dosis de 25 mcg/cm? y al grupo vehiculo,
respectivamente. Estas muertes se relacionaron con consecuencias postquirdrgicas y
con el contenido de SN-38 en la membrana implantada, ya que los animales no
perdieron peso y el andlisis histopatologico confirmé la hemorragia como causa de

muerte.
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Figura 22. Evaluacion del peso corporal tras tratamiento con CEB-01-SN-38. Efecto de CEB-01-SN38 a
25 mcg/cm? y 50 mcg/cm? sobre el peso de los animales versus los grupos control. Los datos se expresan

como la media + e.e.

En la necropsia, se extrajeron en bloque los principales érganos (cerebro, rifién, higado,
pulmén, pancreas, bazo y corazén) para su posterior evaluacion histopatologica. En este
experimento se evalué también el intestino, para valorar posibles adherencias de la
membrana con los érganos adyacentes y evaluar su tolerabilidad dentro de la cavidad
peritoneal. Todos los 6rganos extraidos se visualizaron macroscOpicamente y se
pesaron. Los datos se muestran en la tabla 7. En ningin grupo y en ninguno de los
6rganos se observaron diferencias significativas en cuanto al peso entre los grupos
control y los grupos tratados con CEB-01-SN38. El andlisis histopatolégico de las
muestras obtenidas para cada érgano se realiz6 en preparaciones tefiidas con HE, sin
encontrarse alteraciones patolégicas macroscdpicas ni microscopicas en ningln grupo, y

con ningun tratamiento, confirmando la tolerabilidad y seguridad de CEB-01-SN38.

Tabla 7. Peso de los 6rganos (g; media £ e.e) de los diferentes grupos de estudio:

control (sham), vehiculo y tratamiento con CEB-01-SN38 a dosis de 25 mcg/cm? y

50 mcg/cm?.
Organo Sham Vehiculo CEB-01 25mcg/cm2 CEB-01 50mcg/cm2
Intestino | 3,36 +0,12 | 3,65 +0,19 3,63 +0,16 2,79 £0,10
Bazo 0,22 +0,02 | 0,22 +0,02 0,22 +0,02 0,18 +0,01
Pulmones | 0,32 +0,02 | 0,36 +0,01 0,40 +0,02 0,34 +0,02
Higado | 1,44 +0,08 | 1,38 £+0,04 1,46 0,11 1,36 £0,10
Riflones | 0,34 +0,02 | 0,33 +0,02 0,35 +0,02 0,32 +0,01
Cerebro | 0,45+0,01 | 0,44 +0,01 0,44 £0,01 0,45 +£0,02
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3.2.2. Estudio de la capacidad de control de la carga tumoral metastasica

En este segundo experimento utilizamos el modelo xendgrafo ortotépico derivado de la
linea tumoral humana PANC-1. Este modelo nos ha permitido evaluar, ademas, el efecto
de la implantacién de la membrana CEB-01-SN38 sobre la diseminacion tumoral. El
analisis de los distintos 6rganos implicados en las localizaciones metastasicas
observadas en clinica en cancer de pancreas en cada uno de los ratones permitié
evaluar el nUmero de ratones afectados y tipo de metastasis. Los resultados se detallan

en la tabla 8.

Tabla 8. Tasa de injerto y nimero de ratones afectados por metastasis linfaticas,

hematdgenas y peritoneales en los distintos grupos de estudio.

Grupos N Tasa de Metastasis Metastasis Metastasis
injerto _ _ )
linfaticas hematdgenas peritoneales
Sham 8 | 8/8(100) 7/8 (87,5)2 5/8 (62,5)¢ 8/8 (100)ef
Vehiculo 7 | 7/7(100) 717 (100)P¢ 4/7 (57,1) 6/7 (85,7)
25 mcg/cm? | 7 | 7/7 (100) 3/7(42,8)° 1/7 (14,2) 3/7 (42,8)°
50 mcg/cm? | 8 | 7/7 (100) 2/8 (25)2¢ 1/8 (12,5)¢ 3/8 (37,5)

Datos expresados como [na/nt (%)]: [nimero de ratones afectados en el grupo/nimero de ratones positivos
totales en el grupo (porcentaje de ratones afectados)]. Diferencias estadisticamente significativas (2 p=0,020;
bp=0,034; °p=0.005; 9p=0,05; ¢p=0,025; 'p=0,012).

En los grupos en los que se implantd la membrana CEB-01 cargada con SN-38, se
produjo un efecto estadisticamente significativo sobre la diseminacién tumoral,
disminuyendo el numero de ratones afectados por las met4stasis. En concreto, en el
caso de la administracion de CEB-01-SN38 a 25 mcg/cm2 se evidenciaron diferencias
estadisticamente significativas en el namero de ratones afectados por metastasis

linfaticas y peritoneales, siendo estas diferencias significativas para metastasis linfaticas,
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hematdgenas y peritoneales cuando al administrar la CEB-01-SN38 a una dosis de
50mcg/cm2.

En los grupos control y en los que se administr6 el vehiculo sin carga el nimero de
ratones afectados por la diseminacién tumoral fue mayor. En concreto se evidenciaron
diferencias estadisticamente significativas en el grupo control en los tres tipos de
metastasis y en el grupo vehiculo sélo en la afectacién por metastasis linfaticas.

Por tanto, la administracion de membranas CEB-01-SN38 a distintas dosis parece tener
un efecto significativo en la diseminacién tumoral, mostrando un menor nimero de

ratones afectados en relacién también con la carga de la membrana administrada.

4. CARACTERIZACION FUNCIONAL Y BIODISTRIBUCION IN
VIVO DE LA NANOPARTICULA T22-GFP-H6 CONJUGADA CON
GEMCITABINA

4.1. Citotoxicidad e induccion de muerte in vitro

T22-O-GEM es un nanoconjugado generado por la unién covalente de la nanoparticula
T22-GFP-H6, 5 acidos nucleicos y Gemcitabina (figura 23 A). Es detectable por
fluorescencia gracias a la proteina GFP que porta la nanoparticula, permitiéndonos

estudiar su biodistribucion in vivo.

Antes de abordar el estudio in vivo, estudiamos la capacidad de internalizacion y la
induccién de muerte celular de T22-O-GEM en la linea PANC-1 CXCR4"*. La citoxicidad
del nanoconjugado se evalué utilizando el test de viabilidad celular o XTT, que determina
la capacidad metabdlica celular midiendo el porcentaje de viabilidad celular de células

tratadas con la nanoparticula respecto a la viabilidad celular de las células no tratadas.

Las células en cultivo se expusieron a una concentracion de T22-O-GEM de 1 uM, a una
concentracion equimolar de  Gemcitabina conjugada con el oligonucleétido (O-GEM) y a
lug/ul de Gemcitabina libre. T22-O-GEM redujo significativamente (p<0,05) la viabilidad
de las células PANC-1 CXCR4* en aproximadamente un 50% (52,3+11,5) respecto al
control sin tratamiento y la nanoparticula T22-GFP-H6 control (sin carga de citotdxico). El

tratamiento con Gemcitabina libre y O-GEM también redujo significativamente (p<0,01) la
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viabilidad de las células PANC-1 CXCR4" a las 72h de tratamiento llegando a
25,5+10,2% y un 36,1+13,1%, respectivamente (figura 23 B)
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Fig 23. Actividad antitumoral de T22-O-GEM in vitro A) Esquema del nanoconjugado T22-O-GEM
generado a partir de la unién covalente de T22-GFP-H6 y O-gemcitabina. B) Reduccion de la viabilidad en
células PANC-1 CXCR4+ tras exposicion a 1uM de T22-O-GEM durante 72h. C) Microfotografia de células
PANC-1 CXCR4+ en cultivo expuestas a 1uM de T22-O-GEM durante 72h (400x magnificacion).
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4.2. Biodistribucion in vivo de T22-O-Gemcitabina

Una vez estudiada la capacidad de internalizacion e induccion de muerte in vitro, nos
planteamos estudiar la biodistribucién de T22-O-GEM in vivo. Para ello utilizamos el
modelo xendgrafo PANC-1 CXCR4* en ratones Swiss nude portadores de tumores

subcutaneos.

Se administré una Unica dosis de 100 ug intravenosa de T22-O-GEM vy los ratones se
sacrificaron a las 5 y 24h post-administracion.

Los registros ex-vivo de fluorescencia mostraron acumulacion de sefial fluorescente en el
tumor tratado con T22-O-GEM respecto a los tumores tratados con tampon o los tratados
con Gemcitabina libre (O-GEM). Excepto en rifién, que se detectd sefal fluorescente a
las 24h de la administracién, no se detect6 sefial en los demas érganos evaluados, que
fueron el higado, pulmén, medula osea, bazo, pancreas y cerebro. Los niveles de
fluorescencia obtenidos en rifion comprendieron un 10% de la sefal fluorescente

cuantificada en tumor (8,2 x 108 radiance efficiency) (figura 24 A).

El analisis histopatolégico en los ratones consisti6 en la observacion de cortes
histolégicos tefiidos con HE. No se observé ninguna alteracion patolégica en ninguno de
los tejidos evaluados.

En los tumores se cuantificaron el numero de células CXCR4" mediante
inmunohistoquimica con el anticuerpo anti-CXCR4. También se evalué el efecto de
Gemcitabina sobre el ADN utilizando el anticuerpo anti-y-H2AX, que es un marcador de
dafo al ADN (figura 24 C).

La cuantificacion del numero medio de células CXCR4* por 10 campos mostré una
reduccioén significativa (p<0,01) en los tumores tratados con T22-O-GEM pero también en

los tumores tratados con Gempcitabina libre (figura 24 B)

El tratamiento con Gemcitabina libre y T22-O-GEM indujo un mayor nimero de celulas y-
H2AX positivas comparado con el tratamiento control, confirmando el dafio de
Gemcitabina sobre el ADN (figura 24 D).
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Fig 24. Biodistribucion de T22-O-GEM in vivo en el modelo PANC-1 CXCR4* de cancer de pancreas A)
Registro ex-vivo de la captacion de T22-O-GEM a 5 y 24h después de la administracion de una dosis de 100
ug de nanoparticula B) Reduccién del nimero de células CXCR4+ en tumor primario a las 24h de
administracion de 100 ug de T22-O-GEM C) Inmunotincion con el anticuerpo anti-y-H2AX en tumores PANC-
1 CXCR4+ a las 24h de la administracion de 100ug de T22-O-GEM (100x magnificacion). D) Cuantificacion
del niumero de células positivas y-H2AX a las 24h de la administracion de 100ug de T22-O-GEM en los
tumores PANC-1 CXCR4+ (100x magnificacién). C: control; T: T22-O-GEM; O: O-GEM
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DISCUSION

El ACDP presenta una biologia tumoral compleja como consecuencia de las diferentes
alteraciones genéticas y moleculares y su microambiente tumoral. La dificultad en el
diagndstico temprano y la resistencia a tratamientos quimioterapicos han impedido una
mejoria en la supervivencia, por lo que es mandatorio focalizar los esfuerzos en la mejora

tanto del diagnostico como el tratamiento.

En este contexto resulta fundamental la evaluacion multidisciplinar de pacientes
diagnosticados de ACDP y la cooperacién entre grupos de investigacion bésica y la
actividad asistencial clinica. Esta asociacion puede permitir unificar esfuerzos a la hora de
identificar marcadores pronésticos y posibles dianas terapéuticas individualizadas para
llevar a cabo ensayos clinicos, con el objetivo de mejorar los tratamientos e incluso de
rescatar un porcentaje significativo de pacientes a los que ofrecer un tratamiento

quirdrgico curativo.

El valor de este proyecto radica en la generacion de modelos murinos de ACDP con alta
eficiencia metastasica para evaluar nuevas e innovadoras formas de tratamiento
centradas en la nanobiotecnologia y la nanomedicina, una prometedora herramienta que
ofrece posibilidades diagnésticas y terapéuticas contra el cancer y que ha cobrado
importancia en la ultima década. Su desarrollo, futuros experimentos y colaboraciones
entre areas, podrian dar lugar a un conocimiento mas exhaustivo sobre la carcinogénesis
y biologia molecular del ACDP y el desarrollo de nanovehiculos cargados con agentes
terapéuticos para uso en el tratamiento del ACDP.

1. GENERACION DE MODELOS MURINOS DE ALTA EFICIENCIA
METASTASICA PARA EVALUAR NUEVAS TERAPIAS EN ACDP

En este proyecto de tesis se han desarrollado modelos murinos de céncer de pancreas
utilizando distintas estrategias para identificar el que presentaba mayor eficiencia
metastésica. Fueron desarrollados a partir de ratones inmunodeprimidos de la cepa
Swiss nude (Crl:UN(Ico)-Foxn1™ y NOD-SCID (NOD.CB17-Prkdcs ®/NcrCrl).

Los ratones de la cepa NOD-SCID son extremadamente inmunodeprimidos ya que
presentan SCID, que origina una deficiencia de linfocitos T y B. También presentan una

mutacion en el receptor de IL2 que evita la sefializacion de citoquinas dando lugar a una
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deficiencia en las células NK funcionales. Los ratones de la cepa Swiss nude no
presentan timo y su sistema inmune es deficiente debido al nimero reducido de células
T. Son ideales para estudio de tejidos y tumores humanos porque no presentan
respuesta de rechazo de tejidos. De las dos cepas, la de NOD-SCID constituye mejores
modelos de diseminacién de ACDP debido a su inmunodeficiencia, pero impide el estudio
del ACDP en términos de respuesta del sistema inmune frente al tumor y por tanto la
extrapolacion exacta de resultados al ACDP humano.53 5961, 73

El receptor de quimioquinas CXCR4 se ha estudiado ampliamente en distintos tumores y
su sobreexpresion se ha relacionado en el ACDP con invasion, migracion y diseminacion
de células tumorales mediante interaccibn con otras quimioquinas/receptores de
quimioquinas. Distintos estudios como los de Ding et al., Zhao et al. y Maréchal et al.
describen que el CXCR4 puede tener un papel importante en la afectacion ganglionar, el
desarrollo de ACDP de alto grado y la formacion de las metéastasis, teniendo

implicaciones en el prondstico y supervivencia en esta neoplasia.

Teniendo en cuenta estas caracteristicas, se han utilizado lineas celulares tumorales y
muestras tumorales de pacientes con sobreexpresion de CXCR4 con la intencién de

generar modelos murinos de mayor eficiencia metastésica.

También se ha estudiado la expresion de CXCR4 en muestras tumorales de tejido fresco
obtenido de pacientes intervenidos de ACDP, biopsias tumorales parafinadas y en una
cohorte de pacientes incluida en el proyecto TGCA, con el objetivo de poder relacionar la
sobreexpresion de CXCR4 con la recaida y la supervivencia de los pacientes afectos de

ACDP y poder generar los modelos PDX.

Los modelos se desarrollaron a partir de ratones nodriza, tras la inoculacion subcutanea
de las lineas celulares PANC-1 o MIA PaCa-2 transfectadas con el gen de luciferasa y

CXCR4, y posterior implantacién subcutdnea en nuevos animales.

Los modelos xenografos subcutaneos forman tumores a nivel subcutaneo y son Utiles
para el crecimiento de tejido tumoral y generar los modelos de implantacion ortotopica,
pero éstos no metastatizan y su microentorno no es el fisioldgico, ya que no se puede
estudiar su crecimiento intrapancreatico ni el patron metastasico, de acuerdo con

publicaciones como la de Schutte et al. 53

Los modelos xendgrafos ortotopicos se han desarrollado a partir de la inyeccion e
implantacion ortotépica de fragmentos de tumores de los modelos subcutdneos creados a
partir de lineas celulares PANC-1 o MIA PaCa-2 CXCR4+. Bos et al., ha descrito que los
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modelos ortotépicos de implantacion intrapancreatica pueden permitir el estudio de la
diseminacion tumoral metastasica utilizando técnicas de imagen. En nuestro proyecto se
ha realizado la transfeccion de las lineas tumorales con un plasmido que expresaba
luciferasa, permitiendo el seguimiento de las células tumorales in vivo y la evaluacion no
invasiva del crecimiento tumoral, midiendo la intensidad de bioluminiscencia a lo largo del
tiempo y en los distintos ratones. De acuerdo a publicaciones como las de Aparicio et al.,
Cho et al.,, Jung et al. y Walters et al, los modelos xendgrafos ortotdpicos derivados de
muestras obtenidas en pacienteso PDXs (patient-derived xenografts) tienen la capacidad
de mantener la variabilidad genética observada en los pacientes, las caracteristicas
histopatologicas y el potencial metastasico, por tanto, pueden conservar la misma
respuesta a intervenciones terapéuticas evidenciada en el ACDP humano, permitiendo
que los resultados obtenidos en estos modelos animales sean mas trasladables a la
clinica, a diferencia de lo que ocurre con los modelos obtenidos a partir de lineas
celulares comerciales. Los modelos generados a partir de lineas celulares cultivadas in
vitro sélo representan el contenido celular neoplasico tumoral, que en el ACDP supone un
10%, debido a la influencia del componente estromal y las células inmunitarias
infiltrantes. La ventaja de los modelos PDXs es que conservan el microambiente
estromal, que entre otros componentes contiene parte del componente celular del

sistema inmunitario.8"1

En nuestro estudio recogimos 19 muestras de pacientes afectos de ACDP y utilizamos la
muestra “M2” para el desarrollo de una linea celular tumoral y la creacién del modelo

xendégrafo subcutaneo y ortotopico.

Con el objetivo de hacer un breve estudio descriptivo de la asociacion entre la expresiéon
de CXCR4 y las caracteristicas clinico-patolégicas de pacientes con ACDP, recogimos
datos de 3 cohortes de pacientes (una prospectiva, una retrospectiva y otra de pacientes
incluidos en el proyecto TCGA). Observamos que el valor de CXCR4 fue
significativamente mas alto en pacientes con invasion vascular y recidiva tumoral, sin

evidenciar diferencias estadisticamente significativas en el resto de variables analizadas.

Aunque estos datos confirman en parte lo descrito en la literatura por otros autores con
un nimero de pacientes mayor, nos han servido para seleccionar aquellas muestras con
alta expresion de CXCR4 para generar los modelos xendgrafos. Serian necesarias mas

muestras tumorales y datos clinicos para establecer conclusiones definitivas.

Algunas publicaciones como la de Ding et al. y Sleightholm et al. postulan que la

interaccion entre CXCR4 y CXCL12 puede jugar un papel importante en la reaccion
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desmoplasica del estroma tumoral del ACDP, induciendo migracion de células
neoplasicas via CXCR4,contribuyendo, por tanto, al desarrollo de metastasis. 43 13!

En nuestro estudio, los modelos xendgrafos subcutaneos y ortotopicos de las lineas
celulares PANC-1 transfectadas con el gen CXCR4 y los modelos xenodgrafos derivados
de la muestra de paciente “M2”, implantados en las cepas NOD-SCID, presentaron un
mayor numero de ratones afectados por la diseminacion tumoral y un nimero mayor de
focos metastésicos. Por tanto, podemos concluir que la implantacion de células
tumorales con niveles altos de CXCR4 aumenta la diseminacién tumoral, y que la
implantacion ortotopica quirdrgica de biopsias humanas con sobreexpresion de CXCR4
presenta también un nivel de diseminacion metastasica elevado, siendo un modelo mas

predictivo de ACDP humano para la evaluacion preclinica de compuestos antitumorales.

2. EVALUACION DE AGENTES ANTITUMORALES EN LOS
MODELOS MURINOS DE ACDP

La administracién de quimioterapia sistémica en la mayoria de los tumores implica una
alta dosificacion para alcanzar las células tumorales. En el caso concreto del ACDP,
estudios como el de Zhou et al, Delitto et al y Zhang et al. describen que caracteristicas
como el elevado componente estromal, la reaccién fibroblastica, la disminucién de la
microvascularizacion, la generacion de hipoxia en el microambiente tumoral y el papel del
sistema inmunoldgico han contribuido a la resistencia frente a los tratamientos
quimioterapicos, siendo el caso mas estudiado el de la Gemcitabina.®® ¢ 113 | a alta
dosificaciéon utilizada tiene consecuencias adversas frente a los tejidos normales, y
sumada a la quimiorresistencia, ha limitado la utilizacion de ciertos quimioterapicos frente
al ACDP y consecuentemente, la supervivencia de esta patologia tras el tratamiento
adyuvante o en casos irresecables. Actualmente existen numerosas publicaciones
experimentales sobre terapias en el ACDP dirigidas al bloqueo o activacion de vias de
sefializacibn molecular, la reparacion del ADN, el sistema inmunoldgico, frente al
microambiente tumoral, las células cancerigenas o vias de sefalizacion metabdlicas,
algunas de ellas nombradas en la revision de Zhang et al.!** Pero ademas del desarrollo
de estas terapias, en los ultimos 10 afios ha cobrado importancia la nanobiotecnologia
dando lugar a la nanomedicina, como nueva herramienta cuya finalidad es la entrega
dirigida de quimioterapicos a células diana. En este contexto, se han publicado distintas

terapias en fase experimental para el tratamiento del ACDP en combinacién con
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tratamientos convencionales e inmunoterapia. Articulos como los de Desai et al, El-
Zahaby et al, Su et al., Li et al, y Samanta et al. describen nanoterapias emergentes en el
tratamiento del ACDP. 114115, 118-120

A partir de los nanomateriales se han creado vehiculos transportadores de farmacos que
constituyen sistemas de entrega dirigida de tratamientos. Muchos de ellos tienen
importantes efectos secundarios y no son degradables, por lo que se han disefiado
nanoparticulas de recombinacién proteica sintéticas y nanofibras que consiguen la
liberacion inteligente y dirigida de tratamientos, evitando efectos adversos en células no

tumorales. 115 119,120

2.1. Eficacia terapéutica de la membrana CEB-01 en modelos
murinos de ACDP

Uno de los nanomateriales estudiado en este proyecto de tesis son las membranas CEB-
01, con capacidad de liberacion local del agente terapéutico y situadas directamente en la
superficie tumoral. Estan constituidas por la polimerizacién acido polilactico co-glicélico
(PLGA), formando nanofibras. Las nanoparticulas poliméricas son los nanomateriales
mas utilizados en oncologia, y presentan ventajas importantes respecto a otros
materiales también muy utilizados, como son los liposomas. Estos polimeros permiten la
conjugacion quimica de la droga en su superficie aumentando su disponibilidad, pero la
desventaja es que pueden presentar toxicidad y efectos no deseados. EL PLGA es el
copolimero biodegradable mas comdn y esta aprobado como material biocompatible,
aunque existe cierta limitacion clinica para su uso debido a que se acumula en un 40% en

el higado.

En este proyecto de tesis se han utilizado las membranas CEB-01 cargadas con SN-38
como tratamiento Gnico o en combinacién con el quimiotergpico 5-FU y leucovorina en
modelos murinos subcutdneos MIA PaCa-2 y en modelos murinos ortotopicos PANC-1.
Estas membranas permiten la liberacion lenta y local de los metabolitos activos. La carga
de las membranas CEB-01, el SN-38 consiste en una formulacién del metabolito activo
del Irinotecan (CPT11), que es un inhibidor de la topoisomerasa I, la cual se une
reversiblemente al ADN de la topoisomerasa | e induce lesién en una sola cadena del
ADN blogueando la horquilla de replicacion. En esta formulacion, el metabolito activo del
Irinotecan esta contenido en una vesicula esférica lipidica (liposoma) pegilada, con una

actividad mil veces mayor que el Irinotecdn y menos efectos adversos, utilizado en el
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ACDP metastasico. El Irinotecan liposomal (nombre comercial Onyvide®) es el primer
agente especificamente aprobado para el tratamiento de ACDP metastasico que ha
progresado tras un terapia basada en la combinacion de Gemcitabina con 5-

FU/leucovorina. 132

El primer experimento estudié la eficacia de las membranas CEB-01 cargadas con SN-38
en tratamiento Unico o en combinacién con el quimioterapico 5-FU y leucovorina, en el
modelo subcutaneo MIA PaCa-2 de ACDP. Tanto en monoterapia como combinado

mostré una reduccién significativa del crecimiento tumoral.

El segundo experimento evalué la respuesta antitumoral, por reduccion de Ila
bioluminiscencia, de la nanofibra CEB-01 cargada con SN-38 en modelos murinos
ortotépicos en células PANC-1 de cancer de pancreas. Se observé una disminucion
estadisticamente significativa en la sefial bioluminiscente, que se correlaciona con la
reduccion del crecimiento local tumoral. Esta reduccién se confirmé mediante la

cuantificacion del peso y volumen tumoral final tras la necropsia.

También se observaron diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje de
ratones con metastasis linfaticas, hematdgenas y peritoneales en los grupos en los que

no se administré la membrana CEB-01-SN38.

En base a estos dos experimentos utilizando la nanofibra CEB-01 cargada con SN-38 en
tratamiento Unico o en combinaciébn con quimioterapia podemos concluir que su
utilizacion tiene un afecto local y que al controlar el crecimiento del tumor contribuye a un

efecto antitumoral y antimetastasico, al controlar también la diseminacion metastasica.

En relacién a la utilizacibn de nanomateriales para la entrega local de tratamientos,
algunos estudios como Céspedes et al. han publicado resultados sobre los cuerpos de
inclusiobn bacteriana (Bacterial Inclusion Bodies [IBS]), que son nanoestructuras
amiloideas no téxicas que permiten la entrega de agentes terapelticos. Han descrito que
la inyeccion intratumoral y subcutanea de IBS formadas por elementos liberables que
contienen un ligando potente de CXCR4 (T22) produce durabilidad del material, accion

local y apoptosis en células tumorales CXCR4+, sin toxicidad aparente. 133

En ACDP, algunos procedimientos mediados por nanoparticulas de accién local, han
mostrado una localizacién tumoral selectiva y un aumento de efectividad, como las
nanoparticulas utilizadas para un diagndstico y tratamiento simultaneo (por ejemplo
nanoembolizacion transarterial, ablacion por radiofrecuencia o la electroporacion

irreversible y nanoelectroablaciéon) como se muestra en el articulo de Li et al. 34
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Actualmente estan en investigacion nanoparticulas poliméricas que permiten la entrega
de tratamiento quimioterapico a altas dosis de manera local y por un tiempo determinado,
permitiendo superar la quimiorresistencia y actuar sobre un tumor localmente avanzado,
como describe Ji et al.®*® En el caso del ACDP, el tratamiento local todavia esta en
desarrollo, pero estudios como el de Brachi et al. lo describen como una herramienta
prometedora ya que podria evitar la proteccion del estroma y superar la hipoperfusion,
reduciendo efectos adversos al actuar de manera local.’*® Adiseshaiah et al. refieren
resultados prometedores respecto al tratamiento local del ACDP con un implante
polimérico denominado siG12D-LODER para la entrega de liposomas terapéuticos con

siRNA encapsulado dirigido frente a KRAS, todavia en fase experimental. 137141

En este sentido, parece que el tratamiento local podria mejorar la efectividad antitumoral
al aumentar la dosificacion de manera dirigida a las células tumorales, en nanomateriales

duraderos y con una liberacion controlada, sin aumentar la toxicidad de tejidos sanos.

2.2. Efecto de la terapia dirigida con T22-O-GEM in vitro y su

biodistribuciéon en animales

La Gemcitabina es un antimetabolito que presenta una vida media corta en plasma
debido a la accién de la enzima citidina deaminasa, por lo que para que su tratamiento
sea efectivo debe administrase a dosis altas, produciendo toxicidad. Ademas, debido a su
naturaleza hidrofilica atraviesa las membranas a través de transportadores de
nucledsidos, lo que confiere resistencia a tratamiento. Por ello, se han desarrollado
macromoléculas y nanovehiculos para su proteccion y liberacion controlada. Esto ha
mejorado la biodisponibilidad de Gemcitabina, aumentando la eficacia terapéutica y

reduciendo los efectos adversos.

Actualmente, se estan evaluando diferentes tipos de nanovehiculos de entrega de
Gemcitabina, pero muchas carecen de direccionamiento, o las que lo presentan no han

generado los resultados esperables.

Nanoparticulas como la descrita en esta tesis, T22-O-GEM, presentan dominios que
permiten el direccionamiento hacia receptores diana o cualquier otro dominio funcional

encargado de la penetracion o localizacidn celular (en este caso, el receptor CXCR4).

Como fue comentado previamente, CXCR4 estd ampliamente detectado en multiples

tumores y entre ellos en ACDP. Aunque la correlacion entre la expresion de CXCR4 en
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ACDP y sus caracteristicas clinico-patolégicas no son concluyentes, metaanalisis como el
publicado por Ding et al. en 2019 afirman que la sobreexpresion de CXCR4 fue mayor en
muestras de ACDP que en tejido normal y que es un factor de riesgo valorable para este
tumor, asi como un marcador prondstico fuerte correlacionado con el riesgo de afectacion

ganglionar y metastasis. 43

En el ACDP la sefializacion por quimioquinas es vital en el desarrollo del microambiente
tumoral y la sefalizacion entre células tumorales y el componente celular del estroma, y
el CXCR4 juega un papel importante en el desarrollo y progresion del ACDP. La
interaccion de CXCR4 y CXCL12 promueve el desarrollo del cancer de péancreas,
invasion y metastasis a través de cambios en el microambiente tumoral mediante un
complejo sistema de comunicacion con otras vias de sefalizacion. Segun estudios como
el de Sleightholm et al. el CXCR4 parece contribuir al prondstico pobre observado en
pacientes con ACDP. 3!

Teniendo en cuenta la influencia de la sefializacion de CXCR4 en el ACDP, el estudio
reciente de combinacion de distintas terapias con antagonistas CXCR4 parece ser
efectivo en el tratamiento del tumor primario y metastasis en ACDP. 3!

Xie et al. describe una nanoparticula polimérica de colesterol modificada, antagonista de
CXCR4, que bloguea interacciones entre tumor y estroma, y que permite la entrega
dirigida de anti-miR-210 (para inactivar PSCs producidas por el estroma) y siKkRAS®!2P
(para eliminar células tumorales pancreaticas). Esta nanoparticula fue testada en
modelos murinos ortotopicos de ACDP. Segun este estudio, la accion combinada de esta
nanoparticula produce una disminucién del crecimiento tumoral, deplecién del estroma,
reduccion de la inmunosupresion, inhibicibn de metastasis y prolongacion de la

supervivencia. 142

En otro estudio, Biasci et al. describen que la inhibicion de CXCR4 en combinacion con el
bloqueo de PD-1/PD-L1 en células T induce infiltracion de linfocitos T y respuesta
anticancerigena en modelos murinos y en ACDP humano. La inhibicion de CXCR4 via el
AMD 3100 (Plerixafor o Mozobil), probado en ensayos clinicos para tumores sélidos
gastrointestinales en la actualidad, produce un bloqueo del eje CXCL12-CXCR4/CXCR7
e influye en la supresién de la respuesta inmune tumoral. Se cree, por tanto, que una
mayor comprension del efecto de esta sefializacion en el microambiente tumoral del

ACDP permitird un tratamiento efectivo en combinaciéon con inmunoterapia. 14
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Otro ejemplo es el COMBAT trial, un ensayo clinico en fase lla en pacientes con ACDP
metastéasico refractario, en el que se administré un tratamiento combinado con BL-8040,
un antagonista de CXCR4, inmunoterapia con pembrolizumab (anti-PD-1) y quimioterapia
con Onivyde® (Irinotecan liposomal pegilado). El bloqueo de CXCR4 promueve
infiltracién de linfocitos T en el tumor, y su efecto es sinérgico con la terapia anti-PD-1 en
modelos murinos de ACDP. En este estudio, los resultados obtenidos en pacientes
sugieren que la combinacién de antagonistas de CXCR4 y PD-1 puede aumentar el

beneficio de la quimioterapia gracias a su efecto sobre el microambiente tumoral. 144

Actualmente existen distintos ensayos clinicos de tratamientos combinados de
antagonistas CXCR4 con inmunoterapia y quimioterapia, pero todavia son necesarios
datos més consistentes para su aplicacion en ACDP humano.

En nuestro estudio evaluamos la nanoparticula T22-O-GEM, dirigida especificamente
hacia células tumorales con expresion de CXCR4 con el objetivo de eliminar las células
madre tumorales metastasicas, y aumentar la respuesta al quimioterapico Gemcitabina al
aumentar la vida media. Comprobamos su capacidad de internalizacion en células Panc-
1 CXCR4+ in vitro su biodistribucion hacia el tumor in vivo y confirmamos el dafio sobre
el ADN inducido por la liberaciébn de Gemcitabina de la nanoparticula. Teniendo en
cuenta estos resultados, podemos afirmar que la nanoparticula T22-O-GEM podria ser
una excelente candidata como potencial agente antitumoral y antimetastasico al

presentar direccionamiento hacia células madre metastasicas CXCR4+.

En este aspecto, son necesarios continuar los estudios in vivo que permitan finalmente el

desarrollo preclinico de la nanoparticula y su aplicacion clinica.
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CONCLUSIONES

1. La expresion del receptor de quimiocinas CXCR4 se ha asociado con una mayor
agresividad y fenotipo metastésico en cancer de pancreas. La evaluacion de la expresion
de CXCR4 en una cohorte de 34 pacientes ha mostrado niveles de expresion de CXCR4
altos en aquellos pacientes afectados por invasién vascular o recidiva, confirmando lo
descrito en la literatura, aunque no en reduccién de la supervivencia. No obstante, seria
preciso analizar un mayor nimero de muestras para obtener conclusiones definitivas en

nuestro estudio.

2. CXCR4 esté sobreexpresado en células madre metastasicas y es una diana excelente
para el direccionamiento de nuevas terapias o incrementar significativamente el beneficio
de las terapias actuales en ACDP. La evaluacion preclinica de estas nuevas terapias
requiere del uso de modelos de enfermedad diseminada mas adecuados. El
condicionamiento subcutdneo previo a la implantacion ortotopica, en raton
inmunodeprimido, de células humanas PANC-1 CXCR4+ y M2P CXCR4+, aumenta el

namero y tamafo de los focos tumorales, presentando una alta eficiencia metastasica.

3. La implantacion de las células tumorales de ACDP en cepas de raton mas
inmunodeprimidas, como la cepa NOD-SCID, potencia el desarrollo de las metastasis
reduciendo significativamente la supervivencia en los ratones. Los modelos preclinicos
con expresion de CXCR4 desarrollados en este trabajo de tesis facilitan la evaluacion de

nuevas estrategias terapéuticas en ACDP.

4. La implantacion, en tumor, de la membrana CEB-01 cargada con el citotoxico SN-38
en tratamiento Unico o combinada con quimioterapia, reduce y controla el crecimiento del

tumor a nivel local disminuyendo, a la vez, la carga tumoral metastasica.

5. El nanoconjugado T22-O-GEM es un vehiculo util para el transporte, internalizacion a
través del receptor CXCR4 vy liberacion de Gemcitabina en células tumorales PANC-1

CXCR4+ reduciendo significativamente la viabilidad celular en las células CXCR4+.

6. El nanoconjugado T22-O-GEM muestra direccionamiento activo en modelos in vivo de
ACDP CXCR4+. Es un vehiculo altamente selectivo y efectivo contra células tumorales
CXCR4+ tras administracion intravenosa y no presenta efectos adversos observables en

tejidos no tumorales.
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7. Los resultados obtenidos en este proyecto de tesis, consecuencia de la interaccion
entre investigacion basica y clinica, pueden permitir el desarrollo de nuevas y méas

eficientes terapias dirigidas al tratamiento del cancer de pancreas.
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ANEXOS

Hoja de informacion y consentimiento para la recogida de
muestras de ACDP

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

TITULO DEL ESTUDIO: “Modelos de cancer de pancreas metastasico para el
estudio de la efectividad de agentes antitumorales”

CODIGO DEL ESTUDIO: P112/01861
PROMOTOR: Institut de Recerca de |I"'Hospital de la Santa Creu i Sant Pau
INVESTIGADOR PRINCIPAL Y COLABORADORES:

Dr. Ramoén Mangues Bafalluy IP, Grupo de Oncogénesis y antitumorales (GOA), 1IB, Sant
Pau. Tel. 935537918

Dra. Maria Virtudes Céspedes (GOA), Dr. Manel Trias, Dr. Viceng Artigas, Dra. Noa de la
Fuente. Departamento de Cirugia Digestiva. Tel.93553662

CENTRO: Hospital de la Santa Creu i Sant Pau

INTRODUCCION

Nos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio de investigacion en el que se le
invita a participar. El estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacion
Clinica correspondiente. Nuestra intencion es tan solo que usted reciba la informacién
correcta y suficiente para que pueda evaluar y juzgar si quiere o no participar en este
estudio. Para ello lea esta hoja con atencion y nosotros le aclararemos las dudas. Puede
consultar con las personas que considere oportuno.

PARTICIPACION VOLUNTARIA

Su participacién en este estudio es voluntaria y puede decidir no participar o cambiar su
decision y retirar el consentimiento en cualquier momento, sin que por ello se altere la
relacién con su médico ni se produzca perjuicio alguno en su tratamiento.

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

El tipo de cancer de pancreas mas frecuente es el adenocarcinoma ductal, representa la
cuarta causa de muerte por cancer en Europa y su manejo quirtrgico es complejo. Los
tratamientos quimioterapicos utilizados actualmente para el tratamiento del
adenocarcinoma de pancreas metastasico aumentan poco la supervivencia y no estan
exentos de efectos adversos.

Actualmente se ha descubierto que parte de la poblacién de las células tumorales
expresan receptores especificos contra los cuales se pueden dirigir moléculas
terapéuticas vehiculizadas a través de nanoparticulas de proteinas. Estas nanoparticulas
presentan una biocompatibilidad alta y son mas seguras y eficaces porque actian sobre
las células tumorales de forma dirigida y reducen su disponibilidad en células normales, y
por tanto sus efectos adversos.
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Pero el desarrollo preclinico de agentes antitumorales se lleva a cabo en modelos
animales con eficacia clinica escasa.

El presente estudio servira para crear un modelo que permita considerar la respuesta del
tumor primario y la respuesta a las metastasis y posteriormente evaluar la eficacia de los
agentes antitumorales dirigidos mediante nanoparticulas en estos modelos.

Su muestra biolégica serd analizada para la creacion de estos modelos animales de
cancer de pancreas metastasico. Se analizara la expresion de un tipo especifico de
receptores contra los cudles se dirigiran las moléculas terapéuticas.

Las muestras tumorales se extraeran durante el procedimiento quirdrgico rutinario
siempre y cuando no suponga un peligro para usted.

BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION EN EL ESTUDIO
Como en la mayoria de los casos, pueden no existir beneficios potenciales para usted en
la participacion de este estudio. Sin embargo, el mayor conocimiento acerca de los
factores implicados en el desarrollo del cancer de pancreas metastasico y su tratamiento
con agentes antitumorales podra facilitar que se administre en el futuro un tratamiento
individual para cada paciente.

TRATAMIENTOS ALTERNATIVOS
La participacion en este estudio no modificara el protocolo terapéutico propuesto para el
tratamiento de su enfermedad que sera el mismo que si no participase en el estudio.

CONFIDENCIALIDAD

El tratamiento, la comunicacién y la cesion de los datos de caracter personal de todos los
sujetos participantes se ajustara a lo dispuesto en la Ley Organica 15/1999, de 13 de
diciembre de proteccién de datos de caracter personal. De acuerdo a lo que establece la
legislaciobn mencionada, usted puede ejercer los derechos de acceso, modificacion,
oposicion y cancelacion de datos, para lo cual deberéa dirigirse a su médico del estudio.
La informacion del paciente se adeclUa a los requerimentos establecidos en la Ley
14/2007, de 3 de julio, de Investigacion biomédica y el Real Decreto 1616/2011 de
biobancos para este tipo de estudios y para el almacenamiento y conservacion de
muestras.

Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un cédigo y solo el
personal clinico autorizado del hospital tendra acceso a los datos de la HC para recoger
los datos necesarios para llevar a cabo el estudio y el resto de investigadores soélo
accederan a datos codificados.

OTRA INFORMACION RELEVANTE

Si usted decide retirar el consentimiento para participar en este estudio, ningun dato
nuevo sera afiadido a la base de datos y puede exigir la destruccion de todas las
muestras identificables previamente retenidas para evitar la realizacion de nuevos
andlisis.

También debe saber que puede ser excluido del estudio si el promotor o los
investigadores del estudio lo consideran oportuno, ya sea por motivos de seguridad, por
cualquier acontecimiento adverso que se produzca por la medicacion en estudio o porque
consideren que no estd cumpliendo con los procedimientos establecidos. En cualquiera
de los casos, usted recibir4 una explicacion adecuada del motivo que ha ocasionado su
retirada del estudio.

Al firmar la hoja de consentimiento adjunta, se compromete a cumplir con los
procedimientos del estudio que se le han expuesto.
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DESTINO DE LA MUESTRA TRAS SU UTILIZACION EN ESTE PROYECTO DE
INVESTIGACION

Una vez finalizada la investigacion, es posible que existan muestras sobrantes, que seran
destruidas.

MODELO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Cddigo del estudio: P112/01861

Proyecto: “Modelos de cancer de pancreas metastasico para el estudio de la efectividad
de agentes antitumorales”. Investigador principal: Ramén Mangues, Grupo de
Oncogénesis y Antitumorales, 11B Sant Pau y colaboradores Dra. Céspedes, Dr. Artigas,
Dra. de la Fuente.

YO (Nombre y apellidOs).......ccoiiiiiiiiiiieii e

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado CON:.........oooiiiii e (nombre del investigador)
Comprendo que mi participacion es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1° Cuando quiera

2° Sin tener que dar explicaciones

3° Sin que esto repercuta en mus cuidados médicos.

- Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio y doy mi
consentimiento para el acceso y utilizacién de mis datos y mis muestras biol6gicas
en las condiciones detalladas en la hoja de informacion.

si[] [] NO
Firma del paciente: Firma del investigador:
Nombre: Nombre:
Fecha: Fecha:
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Il. Protocolo de supervision aplicado en animales a partir de

las 24 horas del postoperatorio

PARAMETROS DE SUPERVISION EN ONCOLOGIA EXPERIMENTAL (Puntuacion)
1. Pérdida de peso*

0) Peso normal

1) Menor de un 10%

2) Entre un 10y un 15% en 5 dias

3) Consistente o rapida, superior a un 20% mantenida durante 72 horas.

*este parametro no sera valido en tumores agresivos en los que el peso del animal queda
enmascarado por el tamafio del tumor.

Se aplicara, ademés, como medida indirecta de la toxicidad del tratamiento aplicado.
2. Aspecto fisico

0) Normal

1) Deshidratacion, delgadez.

2) Pelo “no brillante”, “despeinado”. Palidez. Cianosis

3) Encorvamiento. Pérdida de masa muscular (emaciacion)

3. Signos clinicos

0) Ninguno

1) Hipotermia

2) Secreciones mucosas y/o sanguinolentas por cualquier orificio. Diarrea. Organos
hipertrofiados detectables (ganglios, bazo, higado)

3) Distensién abdominal. Volumen de liquido ascitico superior al 10% de peso corporal
inicial. Respiracion dificultosa (particularmente si va acompafiada de descarga nasal y/o
cianosis). Caquexia.

4. Alteraciones en la conducta
0) Ninguna
1) Incapacidad de moverse con normalidad

2) Imposibilidad de llegar a la comida/bebida. Aislamiento del resto de los animales de la
jaula

3) Inconsciente o comatoso. Intencién de "esconderse” en la viruta, no responde a
estimulos (Moribundo)
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5. Tamafio del tumor (inoculacion ortotépica)

0) No hay sefial

1) Tamafio del tumor de 1-10% del volumen abdominal
2) Tamarfio del tumor de 11-19% del volumen abdominal
3) Tamanio del tumor de 20% del volumen abdominal

Cuando el tamafio de la imagen bioluminiscente del tumor corresponda con el 20% del
volumen abdominal se procedera a sacrificar al animal (en estudios anteriores se ha
comprobado que estos valores no afectan al estado del animal)

6. Heridas

0) Ninguna

1) Arafiazos

2) Heridas que no cicatrizan

3) Heridas ulceradas que pueden incluso supurar. Tumores ulcerados o necroticos
Nombre del supervisor:

Fecha de supervision:

TOTAL

Cuando se dé la circunstancia de que haya mas de un parametro con un valor de 3
automaticamente todos los 3 pasaran a 4.

El criterio de supervisidn que se seguira tendra en cuenta:

1. De 0 a 6 puntos: Valoracion individual del animal. Posible existencia de dolor o
angustia. Hay que plantearse el uso de analgésicos

2. De 6 a 12 puntos: Existencia de dolor o angustia. Administracion de analgésicos
paliativos.

3. De 12 a 18 puntos: utilizacion obligada de analgésicos. Hay que plantearse el sacrificio
del animal.

4. De 18 a 24 puntos: sacrificio obligado del animal. Hay que plantearse el final del
procedimiento.
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Igualmente se sacrificara inmediatamente el animal en cualquier momento del estudio si:

e el tamafio de la masa tumoral, aun no llegando a un tamafio considerado critico (3 en
la tabla de valoracion o inferior a los porcentajes indicados para bioluminiscencia),
influya en las demas funciones corporales o que cause dolor y/o sufrimiento
prolongado.

e pérdida de peso corporal mayor al 20% con respecto al peso basal o de un control.

¢ signos de emaciacién aun sin pérdida de peso global

e ulceracion o infeccion en el lugar de implantacion

e trauma autoinflingido persistente y con afectacion a la calidad de vida del animal.
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