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RESUMEN

Introduccion

La fotoinmunoterapia activada por luz infrarroja cercana (NIR-PIT) es una estrategia terapéutica
emergente que combina la especificidad de los anticuerpos monoclonales con la acciéon citotéxica
y fluorescente de fotosensibilizadores. En el cancer de mama HER2+, la resistencia al trastuzumab
plantea una necesidad clinica no cubierta. Esta tesis evalla la eficacia de la NIR-PIT en un modelo
preclinico de cdncer de mama HER2+ resistente al trastuzumab, asi como su aplicabilidad en cirugia

oncoldgica.

Métodos

Se empleé un modelo murino implantado con la linea celular HCC1954. Todos los animales recibieron
dos dosis sistémicas de un fotoinmunoconjugado (PIC) trastuzumab—IR700; solo el grupo tratamiento
fue irradiado con luz NIR. Se valoraron el didmetro tumoral maximo (MTD), la tolerancia clinica y la
captacion fluorescente in vivo (IVIS). En paralelo, se realizd una revisién sistematica sobre NIR-PIT en
neoplasias de interés quirdrgico, conforme alas guias PRISMA (registro PROSPERO: CRD42024523715).

Resultados

La NIR-PIT redujo significativamente el crecimiento tumoral respecto al grupo control, con diferencias
significativas en la progresion del MTD tras cada sesién (p < 0,05). No se observaron signos de toxi-
cidad ni se alcanzaron criterios de eutanasia. El PIC mostré una acumulacién preferente en el tumor,
con fluorescencia superior a la de los tejidos adyacentes. La revision identificd 24 estudios preclinicos
que confirmaron la eficacia de la NIR-PIT sobre modelos murinos en neoplasias en cinco localizaciones
anatdmicas (mama, eséfago, estomago, pancreas y colon) e identificé limitaciones comunes como el
uso de modelos inmunodeficientes, la falta de estandarizacién terapéutica y barreras técnicas para su
aplicacién intraoperatoria. Se destacaron posibles aplicaciones futuras como el tratamiento de car-
cinomatosis peritoneal, el tratamiento de margenes en resecciones complejas y el direccionamiento

dual tumoral-estromal.

Conclusiones

La NIR-PIT demostrd eficacia y seguridad en un modelo de cancer de mama HER2+ resistente al
trastuzumab. La evidencia apoya su uso como herramienta adyuvante de precision en cirugia oncolé-
gica. Su implementacidn clinica requerira superar barreras técnicas y metodoldgicas, y avanzar hacia
modelos inmunocompetentes y estudios traslacionales.
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ABSTRACT

Introduction

Near-infrared photoimmunotherapy (NIR-PIT) is an emerging therapeutic strategy that combines the
specificity of monoclonal antibodies with the cytotoxic and fluorescent effects of photosensitizers
(PS). In HER2-positive breast cancer, resistance to trastuzumab remains a clinically significant challen-
ge. This thesis evaluates the efficacy of NIR-PIT in a preclinical model of trastuzumab-resistant HER2+
breast cancer, as well as its applicability in oncologic surgery.

Methods

A murine model implanted with the HCC1954 cell line was used. All animals received two systemic
doses of a photoimmunoconjugate (PIC) consisting of trastuzumab—IR700; only the treatment group
was exposed to NIR light. Tumor progression was assessed through maximum tumor diameter (MTD),
clinical tolerance, and in vivo fluorescence imaging (IVIS). In parallel, a systematic review of NIR-PIT
in surgically relevant neoplasms was conducted according to PRISMA guidelines (PROSPERO registra-
tion: CRD42024523715).

Results

NIR-PIT significantly reduced tumour growth compared to controls, with statistically significant diffe-
rences in MTD progression after each session (p < 0.05). No signs of toxicity were observed and no
euthanasia criteria were met. The PIC preferentially accumulated in tumour tissue, showing higher
fluorescence than surrounding tissues. The systematic review identified 24 preclinical studies demons-
trating NIR-PIT efficacy in murine models across five anatomical sites (breast, oesophagus, stomach,
pancreas, colon), while also highlighting common limitations: use of immunodeficient models, lack
of treatment standardisation, and technical barriers to intraoperative application. Potential future
applications include treatment of peritoneal carcinomatosis, margin ablation in complex resections,

and dual targeting of tumour and stroma.

Conclusions

NIR-PIT demonstrated efficacy and safety in a clinically relevant model of trastuzumab-resistant
HER2+ breast cancer. The evidence supports its use as a precision adjuvant tool in oncologic surgery.
Clinical implementation will require overcoming technical and methodological barriers and advancing

toward immunocompetent models and translational studies.
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1.INTRODUCCION

1.1. TERAPIA FOTODINAMICA

1.1.1. INTRODUCCION A LA TERAPIA FOTODINAMICA

La terapia fotodinamica (PDT, Photodynamic Therapy), es un tipo de tratamiento local en el que una
molécula que actia como fotosensibilizador (PS, Photosensitizer), al ser expuesta a una luz con una
longitud de onda correspondiente a su banda de absorcion y en presencia de oxigeno, genera tanto
especies reactivas de oxigeno (ROS, Reactive Oxygen Species) citotdxicas, como fluorescencia. Dichas
ROS, producen la muerte por estrés oxidativo de las células en las que se encuentra el fotosensi-
bilizador a través de dafios celulares irreparables, mediante mecanismos apoptéticos, necréticos o

autofagicos, asi como dafios en la microvascularizacidn y una reaccion inflamatoria local.’?

1.1.2. ACTIVACION LUMINICA Y PROPIEDADES DEL FOTOSENSIBILIZADOR

Los PS mds usados son estructuras tetrapirrélicas similares a la protoporfirina contenida en la hemog-
lobina, capaces de absorber luz con diferentes longitudes de onda de manera eficiente y convertir la
energia luminica en reacciones quimicas. %* Suelen tener un pico de absorcidn alta, entre 600 y 800
nandémetros (nm) (rojo a infrarrojo cercano — NIR, Near Infrarred), ya que la absorcién de fotones
con longitudes de onda mayores a 800nm no proporciona suficiente energia para generar ROS, y
la penetracidn en el tejido humano es mayor en agentes con absorbancia fuerte en el espectro NIR
(como clorinas, bacterioclorinas y ftalocianinas).? La luz NIR es la que posee una mayor capacidad de
penetrar los tejidos celulares humanos, la cual ademas es no ionizante, no dafia el ADN celular y es

inocua para las células en las que el PS no se encuentre presente.*

Por lo tanto, ni el PS, ni el estimulo luminico, ni el oxigeno, son elementos citotoxicos per se; el efecto
de la terapia fotodindmica viene dado de la combinacion de todos ellos siguiendo una estrategia
secuencial: administracidn del PS en el locus tumoral — estimulacién luminica del PS en presencia de

oxigeno - citotoxicidad.
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1.1.3. EFECTOS CELULARES E INMUNOMODULACION

El efecto de la PDT va mas alla de la fototoxicidad directa. El dafio a la vascularizacién tumoral pro-
duce la liberacién de moléculas pro-inflamatorias y la consecuente activacién de la cascada inmune,
tanto innata como adaptativa.® Por una parte, la PDT ha demostrado activar células T citotdxicas con
especificidad tumoral capaces de eliminar células tumorales residuales distantes al tumor, fendmeno
conocido como efecto abscopal. Este efecto puede acompanarse del desarrollo de memoria inmuno-
l6gica antitumoral, capaz de prevenir las recurrencias.® Ademas, la generacién de fluorescencia hace
que la PDT pueda ser usada como elemento terandstico. 52 Se trata, por tanto, de una modalidad
terapéutica universal (la histologia tumoral no modifica su eficacia), de aplicacién local y con efecto
inmunolégico antitumoral sistémico, asi como con propiedades fluorescentes de uso diagnéstico.

1.1.4. APLICACIONES CLINICAS Y LIMITACIONES ESTRUCTURALES

La facilidad para aplicar el PS de manera tdpica en la piel, hace que la PDT sea ampliamente uti-
lizada en el tratamiento de enfermedades cutdaneas como la queratosis actinica o cancer cutdneo
no-melanoma de bajo riesgo, entre otras.® Los principales afectos adversos registrados de la PDT son

reacciones cutaneas leves e hipersensibilidad a la exposicion solar. 1!

Que la principal aplicacién de la PDT sea en el campo de la Dermatologia no se trata de un hecho
arbitrario, ya que la limitacion de la luz para penetrar los tejidos mas alla de unos milimetros hace que
el tratamiento de neoplasias en localizaciones distintas a la piel sea un reto clinico.' Esto se debe a
que aungue la luz con una longitud de onda entre los 600 y 800 nm ha demostrado ser la dptima para
la PDT, su penetracion en los tejidos viene modificada también por la difusion, reflexion, transmisién
0 absorcion de la luz por elementos como las diferentes estructuras celulares (nucleo, membrana), el
agua o la hemoglobina y la melanina, que son tintes enddgenos que absorben la luz en longitudes de
onda mas cortas. %1372 Factores como la densidad y la potencia de la luz a administrar son también
elementos a tener en cuenta, lo que hace que cada una de las aplicaciones de la PDT requiera una
fuente de luz con unas caracteristicas concretas.’

Otra de las limitaciones de la PDT es que es una terapia dependiente de la concentracion molecular
de oxigeno en los tejidos tumorales, frecuentemente carentes del mismo a causa del rapido creci-
miento tisular y del consecuente aumento de las distancias de difusién.'” Se trata, por tanto, de una
terapia autolimitante, ya que a medida que se va destruyendo la vascularizacidon tumoral, el efecto
de la PDT va disminuyendo, de la misma manera que ocurre con farmacos como el carboplatino o la

doxorrubicina, quimioterapicos de uso frecuente. 101819
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1.2. FOTOINMUNOTERAPIA

1.2.1. FUNDAMENTOS Y MECANISMO DE ACCION

La fotoinmunoterapia (PIT, Photoimmunotherapy), es un tipo avanzado de PDT en el que el PS es
transportado selectivamente hacia las células tumorales mediante su conjugacién con anticuerpos
monoclonales (mAb, monoclonal antibody), lo que da lugar a lo que se conoce como fotoinmunocon-

jugados (PIC, Photoimmunoconjugates).?®

Los PIC se uniran selectivamente a receptores celulares de membrana especificos, en funcion del mAb
que los conforme, y tras la exposicidn luminica correspondiente, se producird la muerte selectiva de
las células en las que el PIC se encuentre unido (Figura 1).%°

Dicha muerte celular se produce de manera precoz, aproximadamente 1 minuto tras la exposicién a
laluz, y aunque algunos estudios sugieren que los efectos fototodxicos se deben principalmente a cam-
bios fotoinducidos irreversibles en la morfologia de la membrana celular en relacién con el receptor
y el ligando, otros enfatizan el papel central del oxigeno singlete como mediador de fototoxicidad.**
Por el contrario, las células adyacentes que no expresen el receptor, permaneceran inalteradas pese

a la exposicién luminica.

il

(@ IR Light

PIC .
Antibody
PS [
Cancer cell Fluorescence Citotoxicity
=—=—— L, ’

Figura 1. Mecanismo de accién de la PIT. El PS se conjuga a un anticuerpo monoclonal formando un PIC, que
se une de forma especifica a receptores de membrana en células tumorales. Tras la exposicién a luz NIR, el
conjugado emite fluorescencia y desencadena un efecto citotdxico localizado.
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1.2.2. ESPECIFICIDAD MOLECULAR: LIMITACION TERAPEUTICA Y VENTAJA
INMUNOLOGICA

La eficacia de la PIT depende de la expresion homogénea y sostenida del receptor diana en la superfi-
cie de las células tumorales, dado que su mecanismo de accidn se basa en una alta especificidad mo-
lecular que limita el efecto citotdxico exclusivamente a aquellas células que expresan dicho receptor.
En muchos tumores, dicha expresion puede ser heterogénea, tanto entre diferentes zonas del tumor
como entre células de una misma poblacién, lo que puede dar lugar a regiones no tratadas, recidiva
precoz o seleccion clonal de células negativas para la diana terapéutica.?

Esta misma hiperespecificidad hace que la PIT presente un bajo perfil de toxicidad. De hecho, estudios
del microambiente tumoral revelan que la PIT produce una maduracién rapida de las células dendriti-
cas inmaduras adyacentes a las células neoplasicas tratadas, lo que genera una reaccion antitumoral
en el huésped que resulta en la sintesis de CD8'T policlonales contra varios de los antigenos tumorales
que se liberan, amplificando el efecto de la terapia.*

1.2.3. EVIDENCIA EXPERIMENTAL Y CLINICA

Uno de los PS mas frecuentemente utilizados, aunque no el Unico, es el IRDye700DX (IR700), un
derivado hidrosoluble de las ftalocianinas.* Su conjugacion con diferentes mAb ha dado lugar a varios
estudios preclinicos desde su descripcién en 2011 por el grupo de H. Kobayashi, obteniendo todos
ellos resultados favorables, principalmente respecto a la reduccién de la velocidad de crecimiento

tumoral, pero también en términos de supervivencia y recidiva.?>%

Pese a todo ello, las aplicaciones oncoldgicas no dermatoldgicas de la PIT, en la actualidad, son limita-
das. En 2019 se realizd un primer ensayo clinico en humanos, que ya en fase 1/2 fue acelerado por la
Food and Drug Administration (FDA), y que usa la combinacién de IR700 con cetuximab (anti-EGFR) en
el tratamiento del cancer de cabeza y cuello.?®2° Dicho tratamiento ha sido aprobado para uso clinico
en Japon,® y actualmente se estd llevando a cabo un ensayo clinico internacional donde participan 8
instituciones de los Estados Unidos de América (EUA), 6 instituciones de la India y 3 instituciones de

Taiwan.3233
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1.3. CANCER DE MAMA

1.3.1. INTRODUCCION Y EPIDEMIOLOGIA

Segun Globocan, el cdncer de mama fue la neoplasia mas diagnosticada a nivel mundial en 2022, con
una tasa de incidencia ajustada por edad (TIAE) en personas de ambos sexos, en el grupo etario de 0
a 74 afios, de 43,9 por cada 100 000 habitantes.®*

Se trata también de la neoplasia mas prevalente, con 1 871 979 casos diagnosticados a nivel mundial
en 2022. La prevalencia es significativamente mayor en mujeres que en hombres, con una proporcion
estimada de 100:1.3

Es la primera causa de muerte por cancer en mujeres y la segunda causa de muerte por cancer en
ambos sexos, precedida Unicamente por el cancer de pulmadn.?* Se trata de una neoplasia cuya super-
vivencia se relaciona directamente con el grado de desarrollo de cada pais, siendo significativamente
menor en regiones menos desarrolladas; esta disparidad se debe a multiples factores, como son los
retrasos en el diagndstico y la dificultad de acceso a tratamientos efectivos.® En Espafia, gracias a la
implementacién de programas de cribado y la mejora en los tratamientos oncoldgicos, la mortalidad
asociada al cdncer de mama ha disminuido desde los afios 90, en contraposicion al aumento objeti-

vado en su incidencia.?*%’

Por todo lo descrito anteriormente, el cancer de mama se considera actualmente un problema de
salud publica global, por lo que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) lanzé en 2021 la Global
Breast Cancer Initiative. Se trata de una campafia que pretende mejorar la supervivencia del cancer
de mama mediante tres pilares fundamentales: promocidn de la salud, diagndstico temprano y ma-
nejo integral de la enfermedad. El objetivo final de esta iniciativa es reducir la mortalidad por cancer

de mama en un 2,5% anual, lo que en 20 afios podria salvar 2,5 millones de vidas.=®

Todo ello resalta la trascendencia de toda mejora en la deteccién y manejo del cancer de mama, ya
que los beneficios obtenidos no solo afectan de manera directa a cada paciente tratada, sino que
presentan un alto impacto socioecondmico.

1.3.2. CLASIFICACION DEL CANCER DE MAMA

El cdncer de mama se clasifica siguiendo el sistema anatdomico TNM (“Tumor, Node, Metastasis”) del
American Joint Committee on Cancer (AJCC), que en su octava edicidon actualizada en 2021 contempla
tanto dichos factores anatémicos, como factores relacionados con la biologia tumoral, en concreto
los biomarcadores prondsticos del receptor de estrégenos (ER), el receptor de progesterona (PR), el
receptor Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (HER2) y el Ki67.3°
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Los tumores ER/PR positivos son aquellos que presentan positividad para el receptor en mas del 1%
de las células tumorales, y pueden ser tributarios de tratamiento con hormonoterapia.*’ Esta positivi-
dad se relaciona con mejores resultados oncoldgicos, especialmente si existe para ambos receptores

(tanto ER como PR).*

La sobreexpresion del receptor HER2, frecuentemente referida como positividad, se produce por la
amplificacion del gen HER2 y estd presente en un 15-30% de los tumores de mama.** Se relaciona
con un comportamiento tumoral agresivo y selecciona a las pacientes que podrian beneficiarse de
tratamiento dirigido con trastuzumab, un anticuerpo monoclonal anti HER2 (ver 1.3.5 Cancer de
mama HER2+).%

El Ki67 es un marcador de proliferacién celular que posee valor prondstico independiente y cuyo su
uso clinico se centra, segun equipos de trabajo internacionales, en estimar grupos de buen prondstico
en tumores anatémicamente favorables (ER positivos, HER2 negativos), que pueden beneficiarse de
no realizar quimioterapia adyuvante (ver 1.3.3. Tratamiento y Pronéstico).**¢

En funcién de la expresién de los receptores mencionados, los tumores de mama se clasifican fre-

cuentemente en subtipos luminales.

Los tumores Luminal A, aproximadamente el 40% de todos los tumores de mama, suelen presen-
tar positividad para receptores hormonales (ER/PR), un bajo grado de proliferacién y ausencia de
sobreexpresion del receptor HER2.47#% Son el tipo de tumor de mama mas comun y el de mejor
pronostico.* 3

Los tumores Luminal B son algo menos frecuentes, un 20% de todos los tumores de mama, y suelen
expresar, aunque en menor medida que los Luminal A, receptores hormonales. Tienen un mayor
grado de proliferacién y variabilidad en la sobreexpresidn del receptor HER2. Tienen peor prondstico
que los Luminal A3

Los tumores con sobreexpresion del receptor HER2, un 15-30% de los casos, suelen ser negativos para
receptores hormonales y asocian un prondstico peor al de los tumores Luminales.*>>3

Los tumores negativos para receptores hormonales y sin sobreexpresién del receptor HER2 se cono-
cen como triple negativos o de subtipo basal, corresponden a un 10-20% de todos los tumores de

mama y es el subtipo que conlleva un peor prondstico.>*

Esta clasificacion permite ajustar la estrategia terapéutica en los diferentes grupos prondsticos de pa-
cientes, aunque se trata de un sistema complejo que requiere de una toma de decisiones compartida
en Comité Multidisciplinar (Cirugia, Oncologia Radioterdpica, Oncologia Médica, Radiologia, Cirugia
Plastica, Enfermeria, Consejo Genético, Anatomia Patoldgica, Medicina Nuclear, Fisioterapia), cuya
existencia per se ha demostrado disminuir la mortalidad por cancer de mama.>>>®
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Pese a las multiples posibles combinaciones de factores anatémicos y bioldgicos, la presencia o
ausencia de metastasis divide al cdncer de mama en dos entidades con un manejo y prondstico radi-
calmente distinto: el cdncer de mama metastdsico y el no metastasico.

El cdncer de mama metastasico es una enfermedad incurable, aunque las mejoras en las terapias
existentes han conseguido un aumento en la supervivencia. Revisiones de cohortes grandes en cancer
de mama metastasico como la de Taskindoust et al objetivan supervivencias globales (SG) de hasta 25
meses, siendo el subtipo triple negativo el de peor prondstico.”” Por tanto, los objetivos principales
del tratamiento sistémico en estos casos son la prolongacion de la supervivencia, el control sintoma-
tico y la mejora de la calidad de vida. Gracias a la implementacién de los ya mencionados programas
de cribado, en la actualidad, unicamente un 5% de las pacientes con cancer de mama presentan
metastasis al diagndstico.>®>°

Por el contrario, aunque el cdncer de mama no metastdsico cuenta con prondsticos muy variables en
funcién de factores como estado hormonal del tumor, las caracteristicas de las pacientes e incluso
el acceso a un sistema sanitario estructurado, se estima que la supervivencia global a los 5 afios en
Europa oscila entre un 80 y un 86%.% Pese a que dichas cifras son esperanzadoras, factores depen-
dientes de cada paciente (como la edad o la raza) y del propio tumor (como el estadiaje tumoral,
el subtipo, o la positividad para los receptores previamente expuestos) se relacionan con un mayor
riesgo de recurrencia tumoral, incluso habiéndose sometido a tratamiento con intencidn curativa.t-%3
La gran parte de las recurrencias suceden en los primeros cinco afios desde el diagnéstico, particular-
mente en el subtipo triple negativo.®*%

1.3.3. TRATAMIENTO Y PRONOSTICO

El tratamiento del cdncer de mama se basa, por un lado, en el control locorregional de la enfermedad
(cirugia, radioterapia), y por otro, en la terapia sistémica (quimioterapia, hormonoterapia, inmuno-
terapia), realizandose combinaciones y secuencias variables en funciéon de cada tumor y de cada

paciente.

El tratamiento de eleccidn en pacientes con cadncer de mama no metastdsico consiste en el control
local primario de la enfermedad con cirugia, acompafiada de radioterapia en caso de realizarse una
cirugia conservadora de mama (tumorectomia), y en algunos casos tras mastectomia (ver 1.3.4.
Principios del Tratamiento Quirurgico).®®” Durante la evaluacion preoperatoria de las pacientes, tal
y como se ha expuesto en la clasificacion TNM, es necesario valorar si existe afectacidn ganglionar
locorregional. En caso de que exista sospecha clinica de afectacidn ganglionar, debera realizarse una
biopsia y, en caso de resultar positiva, estaria indicada la linfadenectomia axilar. En caso de que no
exista sospecha clinica o que la biopsia sea negativa, las pacientes deberan ser sometidas a Biopsia
Selectiva del Ganglio Centinela (BSGC) en el momento de la intervencidn, y en funcién de los resul-
tados obtenidos, se tomard una actitud terapéutica. Clasicamente, toda BSGC positiva ha implicado
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necesidad de linfadenectomia, aunque Giuliano et al probaron una supervivencia no inferior y una
menor morbilidad en la no realizacién de linfadenectomia en pacientes seleccionadas de bajo riesgo
con hallazgo de hasta dos ganglios patoldgicos.®®

Una vez realizada la cirugia, en funcidn de las caracteristicas de cada tumor, y teniendo en cuenta
tanto factores anatémicos (TNM) como bioquimicos (ER, PR, HER2, Ki67), puede estar indicada la
realizacidon de terapia sistémica adyuvante. Por otra parte, algunas pacientes con cancer de mama
HER2+ o triple negativo pueden ser tributarias a tratamiento sistémico neoadyuvante.

En el cdncer de mama metastatico, prima el control sistémico de la enfermedad.

Hablando en términos generales, las pacientes con tumores positivos para receptores hormonales
podran beneficiarse de tratamiento con hormonoterapia, de hecho se recomienda como primera
linea de tratamiento, dado que presenta resultados oncoldgicos comparables a los de la quimiote-
rapia y presenta un mejor perfil de tolerancia;**’° en pacientes con tumores que sobreexpresan el
receptor HER2, el tratamiento dirigido anti-HER2 con immunoterapia forma parte de la primera linea
de tratamiento;’* por Ultimo, en las pacientes con cancer de mama triple negativo, se recomienda la
guimioterapia como primera opcidn, pudiendo asociar pembrolizumab en aquellos casos con positi-
vidad para el Tumor Programmed Cell Death Ligand 1 (PD-L1), un checkpoint inmunoldgico, lo que se
relaciona con mejores resultados oncoldgicos.”

Estas mismas estrategias terapéuticas pueden aplicarse también en enfermedad no metastasica, aun-
gue con esquemas de administracién, combinaciones y objetivos clinicos distintos, ya sea en régimen
adyuvante, neoadyuvante o como parte de tratamientos de conservacion de érgano.

1.3.4. PRINCIPIOS DEL TRATAMIENTO QUIRURGICO

Como ya se ha mencionado, el objetivo del tratamiento quirdrgico en cdncer de mama es el control
local de la enfermedad. William Halsted propuso la mastectomia radical como técnica de eleccidn a
finales del siglo XIX, y lo fue durante aproximadamente 100 afios.”® Posteriormente, con la aparicion
de las teorias de Bernard Fisher, que sugerian que el cancer de mama es una enfermedad sistémica,
se realizaron ensayos clinicos comparando el tratamiento conservador de la mama (TCM) con la

mastectomia, donde se objetivaron supervivencias globales similares.”

Sin embargo, tras 20 afios de seguimiento, se realizd un reanalisis de los resultados obtenidos en
uno de los ensayos (estudio EORTC), objetivando diferencias significativas en la recurrencia tumoral
ipsilateral en el grupo de pacientes a las que se les realizd una cirugia conservadora de la mama.”

Fue la aparicion de estudios como el de Fisher et al, comparando la mastectomia, tumorectomia
y tumorectomia asociada a radioterapia, lo que verdaderamente supuso un cambio de mentalidad
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hacia la cirugia conservadora de mama, ya que en dichos estudios se demostrd que la tumorectomia
asociada a radioterapia se relacionaba con una disminucidn significativa de la recurrencia ipsilateral,
sin diferencias estadisticamente significativas en la supervivencia global, la supervivencia libre de
enfermedad o la supervivencia libre de metdstasis, en comparacién con la mastectomia total, siempre
gue los margenes de reseccidn se encuentren libres de tumor.”

Actualmente, la cirugia conservadora de mama es un estandar de tratamiento, y se considera de
eleccion siempre que (1) puedan obtenerse margenes de reseccion negativos y (ll) no exista contra-
indicacion para la radioterapia. Aunque no es una contraindicacién absoluta, se tiene en cuenta, y
siempre en consenso con la paciente, el componente estético.

Un meta-anadlisis incluyendo 78 ensayos clinicos con informacidon de mas de 42 000 pacientes,
concluyd que los grupos de pacientes en los que se realizaron resecciones oncoldgicas completas
(respecto a aquellas donde se objetivaron margenes positivos) mostraron una mejora significativa
en la supervivencia libre de enfermedad y la supervivencia global, con un seguimiento de 15 afios.””
La presencia de enfermedad neopldsica residual se ha asociado, ademds, con un mayor riesgo para
recurrencia distal.”®

Sin embargo, Zavagno et al llevaron a cabo un ensayo donde 431 pacientes fueron sometidas a
reintervencion por la existencia de margenes quirdrgicos positivos, de un total de 1 520 pacientes
sometidas a tratamiento conservador de la mama. No objetivaron correlacién entre la distancia del
tumor al margen vy la presencia de recurrencia local, lo que sugiere que la presencia de tumor residual
en pacientes con margenes positivos o tumores cercanos al margen, podria deberse principalmente a
la existencia de multiples focos cancerosos y no a los margenes tumorales en si. ”®

Esto pone de manifiesto la necesidad, no solo de optimizar la extension de las resecciones tumorales
quirurgicas, sino de avanzar en el desarrollo de técnicas terandsticas que permitan al cirujano obtener
un balance seguro entre margenes libres y la minima invasién, logrando con ello, ademas, mejores
resultados estéticos.®

1.3.5. CANCER DE MAMA HER2+

El cancer de mama con sobreexpresidn del receptor HER2 o HER2 positivo, como ya se ha men-
cionado, supone entre un 15 y un 30% de todos los tumores de mama.** El receptor HER2 es una
proteina transmembrana con actividad tirosin-quinasa que promueve la proliferacién y supervivencia
celular. Se expresa de forma fisiolégica, en baja proporcion, en la superficie de células epiteliales,
y es necesario para el desarrollo normal de diferentes tejidos, como la mama, ovarios, pulmones,
higado, rifiones y sistema nervioso central.®# Sin embargo, su sobreexpresion en tejidos tumorales
(con recuentos inmunohistoquimicos de hasta dos millones de receptores por célula) promueve la
proliferacidn celular anémala, lo que clasicamente se ha asociado a una menor supervivencia global
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y libre de enfermedad en cancer de mama.**8182

Fue la aparicién de terapias dirigidas anti-HER2, como el trastuzumab (aprobado en 1998), lo que
consiguid cambiar el curso natural de la enfermedad.® Su uso rutinario consiguié equiparar el pro-
nostico de las pacientes con neoplasias HER2 positivas no metastdsicas al de los tumores luminales
y, en pacientes con enfermedad metastatica, ha supuesto un elemento crucial en la prolongacion de

su supervivencia. 88

Sin embargo, menos de un 35% de las pacientes con cdncer de mama HER2+ responden inicialmente
al trastuzumab, lo que sugiere una resistencia primaria al mismo, y entre las pacientes que inicialmen-
te presentan respuesta al trastuzumab, aproximadamente un 70% presenta progresién metastatica
en el primer afio, lo que sugiere una resistencia secundaria o adquirida.?>®” Los mecanismos de
resistencia al trastuzumab son, por tanto, uno de los principales obstaculos en el manejo del cancer
de mama HER2+.82

Entre los potenciales mecanismos de resistencia al trastuzumab destacan las mutaciones estructu-
rales del receptor (como la pérdida del dominio de unién del trastuzumab), la elevacion alternativa
de otros receptores de tirosin quinasa, como el receptor HER3, el IGF-1R o el c-Met (lo que puede
perpetuar el comportamiento celular aberrante pese a la inhibicion HER2) o alteraciones en la casca-
da de sefializacion intracelular del receptor HER2 828892

Dada la heterogeneidad celular que presentan los tejidos tumorales, frecuentemente los diferentes
mecanismos de resistencia actlan de forma simultanea.?? Todo ello subraya la necesidad de enfoques
terapéuticos personalizados capaces de superar la plasticidad tumoral.
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2. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO

La presente tesis surge de la convergencia entre una necesidad clinica y una terapia emergente con
alto potencial traslacional, en el contexto de un trabajo colaborativo entre dos instituciones: el Servicio
de Cirugia General y del Aparato Digestivo del Hospital Germans Trias i Pujol, desde la vertiente clinica
y quirdrgica, y el Institut Quimic de Sarria, desde el dmbito de la fotoquimica.

La Cirugia General, desde el punto de vista oncoldgico, abarca el tratamiento de un amplio espec-
tro de patologias, incluyendo tumores de mama, glandulas endocrinas (principalmente tiroides,
suprarrenales y paratiroides), tracto gastrointestinal (eséfago, estomago, intestino delgado, colon
y recto), érganos solidos del aparato digestivo (higado, pancreas), peritoneo y retroperitoneo.*
Independientemente del tipo de neoplasia, el control locorregional de la enfermedad, las resecciones
tumorales completas y la obtencidn de mdargenes adecuados, son retos comunes presentes en nues-
tra practica diaria.

Desde esta experiencia clinica se identificd en la PIT una herramienta prometedora. Su propio meca-
nismo de accidn, en el que la especificidad de anticuerpos monoclonales se combina con la accién
citotdxica y fluorescente de un PS activado por luz NIR, plantea potenciales aplicaciones quirurgicas.

Por un lado, su alta especificidad e inocuidad plantean la posibilidad de hacer de la PIT un comple-
mento preciso minimamente invasivo capaz de eliminar toda carga tumoral residual con precisién
celular. Ademas, la activacién inmunolégica antitumoral que asocia la convierte en una candidata
ideal para incorporarse a los protocolos oncolégicos modernos.

Por otro lado, gracias a las propiedades fluorescentes del PS, se consideré que la NIR-PIT podria
constituir una herramienta diagndstica intraoperatoria que permitiera visualizar de manera selec-
tiva las células marcadas con el PIC y facilitara, ademads, la realizacidn de resecciones guiadas por
fluorescencia.

El cdncer de mama se planted como un modelo ideal para evaluar esta tecnologia, dado que posee
un subtipo cuya historia natural ya ha sido modificada por la aparicién de terapias dirigidas que,
sin embargo, todavia presentan ciertas limitaciones: el cdncer de mama HER2+. Por otra parte, se
consideré que el hecho de que una de las limitaciones en el manejo del cadncer de mama HER2+ sea
la resistencia primaria y secundaria al tratamiento con trastuzumab ofrecia la posibilidad de poder
evaluar la eficacia de la PIT en condiciones clinicas exigentes pero con potencial aplicabilidad clinica.

Por todo lo previamente descrito, esta tesis se planted con el objetivo de estudiar el papel de la
fotoinmunoterapia en el cancer de mama HER2+.
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2. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO

Se planted estructurar el proyecto en dos fases: (I) una fase experimental sobre modelo murino y (Il)
una fase de revisidn de la literatura.

Para la realizacion del estudio experimental se partié de un analisis bibliografico del estado de la
cuestion, lo que permitio identificar una laguna de evidencia preclinica concreta y relevante: la eva-
luacidn de la fotoinmunoterapia en un contexto de resistencia farmacoldgica al tratamiento estandar,
el cdncer de mama HER2+ resistente al trastuzumab.

Sobre esa base, se planted el desarrollo de un modelo murino experimental. Una vez obtenidos
resultados positivos, se consideré oportuno ampliar la perspectiva mediante una revisidn siste-
matica mas extensa. Aunque el cancer de mama HER2+ continuaba siendo parte del enfoque, se
optd deliberadamente por expandir el andlisis a toda nuestra disciplina quirirgica, es decir, a las
neoplasias abordadas desde la cirugia general. Esta decisién respondia, por un lado, a nuestro interés
por conocer el potencial real de la PIT mas alld del cdncer de mama, y por otro, a la previsién de
que la literatura disponible seria todavia limitada. Asi, se planted la revisién sistematica como una
herramienta para contextualizar los hallazgos experimentales dentro de un marco mas amplio, con el
objetivo de explorar aplicaciones potenciales y orientar futuras lineas de investigacion en el ambito

de la cirugia oncoldgica.

Desde una perspectiva socioecondmica, se consideré ademas que el proyecto podia alinearse con
los objetivos de la “EU Mission: Cancer”, una iniciativa de la Comisién Europea enmarcada en el pro-
grama Horizon Europe.® Esta misidn tiene como objetivo mejorar la vida de mas de tres millones de
personas para el afio 2030, a través de acciones integradas que aborden la prevencion, la deteccidn
temprana, el tratamiento y la calidad de vida de pacientes oncoldgicos y sus familias.%

En definitiva, la presente tesis se planted en base a su potencial cientifico y traslacional y en con-
sonancia con los objetivos emergentes de salud publica europeos a corto-medio plazo, a los que
consideramos que podia contribuir.
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3. HIPOTESIS

3.1. HIPOTESIS PRINCIPAL

La NIR-PIT, mediante el uso de un PIC compuesto por trastuzumab y un PS, podria ser un tratamiento
eficaz en el cdncer de mama HER2+ resistente al trastuzumab.

3.2. HIPOTESIS SECUNDARIAS

1. La NIR-PIT permite un control locorregional del crecimiento tumoral en modelos murinos de
cancer de mama HER2+ resistente al trastuzumab.

2. La NIR-PIT ofrece ventajas como herramienta terandstica mediante fluorescencia, lo que podria

ser aplicable en cirugia.

3. La NIR-PIT presenta un perfil de toxicidad aceptable en modelos murinos de cdncer de mama

HER2+ resistente al trastuzumab.

4. La revision sistematica de la literatura permitira identificar las limitaciones existentes para la
aplicacién de la NIR-PIT en Cirugia General, asi como posibles aplicaciones futuras.
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4.0BJETIVOS

4.1. OBJETIVO PRINCIPAL

Evaluar la eficacia terapéutica de la NIR-PIT mediante el uso de un PIC compuesto por trastuzumab y
un PS en el tratamiento del cdncer de mama HER2+ resistente al trastuzumab, evaluando su capacidad
para inducir respuesta antitumoral especifica en un modelo murino clinicamente relevante

4.2. 0BJETIVOS SECUNDARIOS

1. Caracterizar el patrén de respuesta locorregional al tratamiento con NIR-PIT en términos de
evolucion del tamafio tumoral y dindmica de crecimiento, en un modelo murino de cancer de
mama HER2+ resistente al trastuzumab.

2. Explorar las propiedades fluorescentes de la NIR-PIT in vivo y su aplicabilidad como herramienta
terandstica en cirugia oncoldgica.

3. Evaluar el perfil de toxicidad de la NIR-PIT en un modelo murino de cancer de mama HER2+
resistente al trastuzumab.

4. Identificar, mediante una revisidn sistematica de la literatura, las principales barreras para la
implementacion clinica de la NIR-PIT en el ambito de la Cirugia General, asi como sus posibles
aplicaciones futuras
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5. MATERIAL Y METODOS

En base a la justificacion y planteamiento descritos, este trabajo cuenta con dos lineas metodoldgicas:
por una parte, se ha realizado un estudio experimental in vivo (apartado 5.1. Estudio Experimental),
y por otra parte, para contextualizar los resultados obtenidos, una revision sistematica (apartado 5.2.
Revision Sistematica).

9.1. ESTUDIO EXPERIMENTAL

5.1.1. CONTEXTUALIZACION

Partiendo de la hipdtesis y objetivo principal de este proyecto, “La NIR-PIT, mediante el uso de un
PIC compuesto por trastuzumab y un PS, podria ser un tratamiento eficaz en el cancer de mama
HER2+ resistente al trastuzumab”, se diseiid un estudio experimental en modelo animal, dado que la
fotoinmunoterapia en cirugia se encuentra adn en fase preclinica de desarrollo y, en esta etapa, su

aplicacién en humanos no resultaba ética ni cientificamente adecuada.

Se optd por un modelo murino debido a su idoneidad en investigaciones oncoldgicas preclinicas, dado
gue los ratones ofrecen ventajas como su tamafio reducido, facilidad de manejo, bajo coste, y la disponi-
bilidad de modelos inmunocomprometidos que permiten la implantacién de lineas tumorales humanas.
La eleccidon del modelo se realizé siguiendo los principios éticos de las 3R (Reemplazo, Reduccién y
Refinamiento). Asimismo, el estudio se disefid y ejecutd en conformidad con la Directiva 2010/63/UE del
Parlamento Europeo y del Consejo, relativa a la proteccion de los animales utilizados para fines cientificos.

En conformidad con todo lo anterior, el proyecto cuenta con valoraciones favorables del Comité
Etico de Experimentaciéon Animal (CEEA) del Institut Germans Trias i Pujol (IGTP) (ver Anexo 11.1), la
Generalitat de Catalunya (ver Anexos 11.2 y 11.3) y todos los estudios experimentales han sido lle-
vados a cabos por personas capacitadas por el Departament d’Accié Climatica, Alimentacié i Agenda
Rural de la Generalitat de Catalunya (ver Anexo 11.4).

Previa realizacién del estudio in vivo se llevaron a cabo tanto la sintesis del PIC como estudios me-
canisticos y de eficacia in vitro en modelos celulares, realizados por la Dra Mireia Jorda en el Institut
Quimic de Sarria (apartados 5.1.2, 5.1.3 y 5.1.4), y constituyen la base sobre la cual se ha sustentado

el estudio experimental, permitiendo ademas la minimizacion del uso de animales.

Asimismo, el disefio metodoldgico del experimento con animales se ha basado en los hallazgos obte-
nidos tras la realizacién de dos estudios piloto previos con ratones y un analisis estadistico preliminar,

recogidos en el apartado 5.1.6 de esta seccion.
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Todos los experimentos realizados y sus resultados han sido compilados en un articulo colaborativo
publicado en el European Journal of Medicinal Chemistry (ver Anexo 11.5), revista internacional que
cuenta con un factor de impacto de 6.0 (JCR 2023) y clasificada en el primer cuartil (Q1) en todas sus
categorias (Medicina, Quimica Organica, Farmacolgia, Descubrimiento de Farmacos).*

5.1.2. PREPARACION Y CARACTERIZACION DEL FOTOINMUNOCONJUGADO TZ-IR700

El PIC Tz-IR700 se obtuvo mediante la unién covalente del anticuerpo trastuzumab con el PS IR700. La
reaccion se llevd a cabo a temperatura ambiente bajo agitacidn, y el producto fue purificado mediante
ultrafiltracion con una membrana de corte de 50 kDa. La relacidn de conjugacidn fue de aproximadamen-
te dos moléculas de IR700 por cada Tz (Figura 2A), confirmada mediante espectroscopia de absorcion.

La caracterizacion espectroscépica del conjugado revelé que mantiene la capacidad de absorcion y
emision del IR700 libre, aunque con una ligera disminucion en la intensidad de fluorescencia (Figura
2B). Este efecto se atribuye a un apantallamiento parcial del PS debido a la presencia del anticuerpo.
No obstante, la fluorescencia residual resultd suficiente para aplicaciones de imagen in vitro e in
vivo. Adicionalmente, el espectro de absorcidn del conjugado mostré una banda adicional en torno
a 280 nm, caracteristica de las proteinas, lo que confirmd la presencia del anticuerpo en el complejo.
Estos resultados avalan la estabilidad estructural del conjugado y su idoneidad para aplicaciones
terapéuticas y diagndsticas.
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Figura 2. Caracterizacion del fotoinmunoconjugado Tz-IR700.

(A) Representacidn esquematica de la estructura del PIC, en la que el anticuerpo trastuzumab se encuentra unido covalen-
temente a dos moléculas del PS IR700.
(B) Espectros de absorcién (lineas continuas) y fluorescencia (lineas discontinuas) del IR700 libre y del PIC Tz-IR700
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5.1.3. ESTUDIOS MECANISTICOS

Para comprender el mecanismo responsable del efecto terapéutico observado, se realizaron estudios
orientados a confirmar la participacion del oxigeno singlete ('0,), una especie reactiva que puede
inducir la muerte celular tras la activacion luminica del conjugado Tz-IR700.

En primer lugar, se empled un inhibidor especifico de oxigeno singlete (azida sddica), el cual bloqued
completamente el efecto citotdxico del tratamiento, lo que sugiere que dicha especie es esencial en
la accion del farmaco. En segundo lugar, se observé que el efecto fototdxico aumentaba al modifi-
car el medio celular para prolongar la vida util del oxigeno singlete, reforzando su rol central en la
respuesta.®®

Por ultimo, se realizé una medicidn directa del oxigeno singlete en las células tratadas, observando-
se una seial caracteristica que desaparecia al usar el inhibidor y se intensificaba bajo condiciones
que favorecen su estabilidad. Estos hallazgos confirman que la generacidn de oxigeno singlete es el
principal mecanismo mediante el cual el Tz-IR700 elimina las células tumorales HER2+ resistentes a

trastuzumab.

5.1.4. ENSAYOS IN VITRO

Con el objetivo de validar experimentalmente la funcionalidad del PIC antes de su aplicacién in vivo,
se realizaron estudios in vitro en lineas celulares humanas de cancer de mama HER2+. Se emplearon
las lineas BT-474 (HER2+ sensible a trastuzumab), HCC1954 (HER2+ resistente a trastuzumab) y Hela
(HER2-) como control negativo. Las células se incubaron con Tz-IR700 (0,1 uMEq de IR700) durante
6 horas, se lavaron y se expusieron a luz roja (660 + 10 nm, 53 mW/cm?) para inducir el efecto fo-
todindmico. La viabilidad celular se evalué mediante el ensayo MTT, una técnica colorimétrica que
detecta la reduccién del compuesto tetrazélico MTT (de coloracion amarilla) a formazan, un producto
purpura generado por células viables, correlacionandose con su actividad mitocondrial.®’

Se observd un efecto fototdxico dependiente de la dosis de luz en células BT-474, sin toxicidad en
los controles no irradiados. El tratamiento no fue activo frente a células Hela, confirmando la espe-
cificidad del Tz-IR700 por células HER2+. Se demostré también su eficacia frente a la linea HCC1954,
resistente a trastuzumab, evidenciando la capacidad del conjugado para vencer esta resistencia.

La fototoxicidad fue dependiente de la concentracidn del conjugado hasta 0,1 uM, sin observarse
una reduccidn adicional en la viabilidad celular a concentraciones superiores, en concordancia con
estudios previos realizados con otros conjugados similares, como panitumumab-IR700.%® Controles
adicionales confirmaron que el IR700 libre no presentd actividad fototdxica en ninguna de las lineas

celulares analizadas.
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La captacion especifica del Tz-IR700 fue confirmada por microscopia confocal, mostrando fluorescen-
cia exclusivamente en células HER2+ (BT-474 y HCC1954), mientras que las células Hela resultaron
negativas en las mismas condiciones de imagen (ver Figura 3).

Tz-IR700 Control

BT-474
(HER2+)

Figura 3. Imdgenes de microscopia confocal fluorescente en células HER2+ sensibles al trastuzumab (BT-
474), células HER2+ resistentes al trastuzumab (HCC1954) y células HER2- (Hela) incubadas durante 3h con
Tz-IR700.

Tz-resistant)

HCC1954

(HER2+

Hela
(HER2-)
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5.1.5. ESTUDIO IN VIVO

5.1.5.1. MODELO ANIMAL Y TUMORAL

Se utilizaron ratones BALB/c nude hembras de cuatro semanas de edad, adquiridos del Charles River
Laboratory (Cerdanyola del Vallés, Barcelona, Espafia). Esta cepa fue seleccionada por su baja tasa de
rechazo tumoral, lo que permite la implantacién eficaz de tumores humanos, y por su idoneidad para
estudios de imagen y fototerapia.®®

Todos los procedimientos se realizaron conforme a la Guia para el Cuidado y Uso de los Animales de
Laboratorio y fueron aprobados por la Generalitat de Catalunya (ver Anexos 11.2y 11.3). Los animales
fueron estabulados en el Centre de Medicina Comparativa i Bioimatge de Catalunya (CMCiB), donde
se llevaron a cabo todos los experimentos. Tras su llegada, permanecieron en periodo de aclimatacion
durante siete dias, alojados en condiciones de barrera sanitaria, en grupos sociales estables de cuatro
individuos por jaula. Las jaulas incluian elementos de enriquecimiento ambiental, como papel de ce-
lulosa y tuneles de cartdn, y los animales dispusieron en todo momento de agua y alimento estériles
ad libitum.

Durante el desarrollo del estudio, se aplicd un protocolo de supervision diaria del bienestar animal
gue incluia la evaluacién de pardmetros fisicos, clinicos y de comportamiento, siguiendo una escala
de puntuacion estandarizada. Este protocolo permitia identificar de forma precoz signos de malestar,
y se establecieron criterios objetivos de sacrificio anticipado en funcién de la puntuacién obtenida
en dicha escala. Los animales fueron anestesiados con isoflurano al 3 % via inhalatoria durante los
procedimientos invasivos.

Finalizado el protocolo experimental o en caso de alcanzar el punto final clinico definido, los animales
fueron eutanasiados mediante luxacién cervical, conforme a lo establecido en la normativa vigente
(RD 53/2013).

Se implantaron tumores subcutaneos de la linea celular HCC1954 en el flanco dorsal izquierdo de los
ratones mediante inyeccion de 4 x 10° células en 100 pL de PBS. El crecimiento tumoral se monitorizd
cinco veces por semana mediante inspeccidn visual y medicidn milimétrica con pie de rey. Una vez
que los tumores alcanzaron un didmetro tumoral maximo (MTD) superior a 1 mm y no mayor de 10
mm, los ratones se distribuyeron por parejas homogéneas segin el MTD. Posteriormente, cada indi-
viduo dentro de cada pareja fue asignado aleatoriamente a uno de los dos grupos experimentales:
“Tz-IR700 Light” y “Tz-IR700 Dark”. El tamafio muestral total fue de 31 ratones, con 16 asignados al
grupo con irradiacion y 15 al grupo sin irradiacion.

El calculo del tamafio muestral se realizdo mediante el software G*Power, considerando un tamafio del
efecto de 0,5, un nivel de significacién alfa de 0,05, una potencia estadistica del 80 % y dos grupos de
comparacion. Asimismo, se respetaron los principios de reduccion, reemplazo y refinamiento (3R) con
el fin de minimizar el uso de animales.
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5.1.5.2. FOTOINMUNOTERAPIA IN VIVO

Los animales recibieron una primera dosis intraperitoneal de 71 pg del conjugado Tz-IR700. A las 24
horas de dicha administracidn, los ratones del grupo “Tz-IR700 Light” fueron sometidos a una primera
sesion de irradiacidn con luz NIR, a dosis de 100 J cm™2, utilizando la ldmpara Red 670® (A = 660 + 10
nm; intensidad: 53 mW cm™). Inmediatamente después de esta primera irradiacion, se administro
una segunda dosis de 71 pg del conjugado. Una segunda sesién de irradiacién se realizé 24 horas
después de esta segunda administracion, es decir, a las 48 horas desde la primera inyeccidn. 24 horas
después de la segunda irradiacion, lo que corresponde a 96 horas desde la administracion inicial del
tratamiento, se realizé la exéresis quirdrgica de los tumores, y posteriormente los animales fueron
sacrificados. Los animales del grupo “Tz-IR700 Dark” siguieron el mismo régimen de dosificacion, reci-
biendo ambas administraciones del conjugado en los mismos puntos temporales, pero sin exposicién
a irradiacion en ningin momento del protocolo. La Figura 4 representa graficamente el protocolo

experimental.
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Figura 4. Linea cronoldgica y representacidn visual del protocolo experimental con Tz-IR700 en ratones.

5.1.5.3. ESTUDIOS DE FLUORESCENCIA IN VIVO

La biodistribucién y acumulacién tumoral del conjugado Tz-IR700 se evalué mediante estudios de
imagen por fluorescencia in vivo. Las imdgenes se adquirieron utilizando un sistema IVIS® Lumina
para pequefios animales (PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, EE. UU.), con una longitud de onda
de excitacidon de 675 nm, una ventana de emisién entre 690 y 770 nm, un tiempo de exposicién de
4 segundos y el nivel de fluorescencia ajustado en modo bajo. Se realizaron adquisiciones en cuatro
momentos del protocolo recogidos graficamente en la Figura 5: (1) 24 horas después de la primera
administracidn del conjugado, justo antes de la primera irradiacion; (2) inmediatamente después de
dicha irradiacion; (3) 48 horas después de la primera administracién, lo que corresponde a 24 horas
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después de la segunda inyeccién del conjugado y 24 horas antes de la segunda irradiacion; y (4) tras
la segunda irradiacion, completando el seguimiento hasta las 96 horas desde la primera dosis. En el
grupo “Tz-IR700 Dark” la fluorescencia in vivo solo se evalud en los puntos (1) y (3). Esta secuencia
permitié monitorizar la evolucidn de la sefial fluorescente tumoral en relacidn con las distintas fases
del tratamiento.
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@ 12 dosis de Tz- Sin irradiacion 22 dosis de Tz- Sin irradiacion Exéresis tumoral y
(n=15 IR700 (71 ug) IR700 (71 pg) sacrificio

Figura 5. Representacion grafica de los puntos de adquisicién de imdgenes de fluorescencia in vivo mediante
IVIS (flecha verde) enmarcados en la cronologia del protocolo de experimentacion.

5.1.5.4. ANALISIS HISTOLOGICO E INMUNOHISTOQUIMICO

Los tumores fueron analizados en el Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Universitari
Germans Trias i Pujol por los doctores Pedro L. Fernandez y Anna Castillo. Las muestras se fijaron
en paraformaldehido al 4 %, se embebieron en parafina, se seccionaron en cortes de 3 a 4 um de
grosor, se montaron sobre portaobjetos y se tifieron con hematoxilina-eosina (H&E). La gradacion
histoldgica de los tumores se realizd segun el sistema de Nottingham modificado, utilizado de forma
estandarizada en el diagndstico de cancer de mama. Este sistema asigna una puntuacién totalde 3a 9
en funcidn de tres parametros: la formacidon de tubulos (1 punto si >75 %, 2 puntos si entre 10-75 %y
3 puntos si <10 %), el pleomorfismo nuclear (puntuado de 1 a 3) y la actividad mitética (1 a 3 puntos,
segln el nimero de mitosis observadas por campo microscépico y el area del objetivo). La suma de
estas puntuaciones permite clasificar los tumores en grado 1 (3-5 puntos), grado 2 (6—7 puntos) o
grado 3 (8-9 puntos).

Para los estudios inmunohistoquimicos, se emplearon anticuerpos especificos contra p53, Ki67, BCL-2
y HER2, utilizando un kit de deteccién comercial (Roche Diagnostics; Rotkreuz, Suiza), siguiendo las
recomendaciones del fabricante. La evaluacion se realizd sobre secciones representativas, incluyendo
los controles pertinentes. La expresidn de p53 se estimé como el porcentaje de células con positividad
nuclear en campos de alta magnificacion (400x). La expresion de BCL-2 se valoré mediante analisis
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combinado de marcaje nuclear y citoplasmatico. La expresién de HER2 se clasificé de forma semi-
cuantitativa como: 0 (ausencia de marcaje), 1+ (marcaje incompleto y tenue en >10 % de células), 2+
(marcaje completo débil o moderado en >10 %) y 3+ (marcaje completo intenso en >10 %). La expre-
sién de Ki67 se cuantificd mediante el programa QuPath, utilizando los siguientes pardmetros: imagen
de deteccion “Optical density sum”, tamafio de pixel solicitado 0,0001 um y umbral de intensidad en
compartimento “Nucleus: DAB OD mean”. La evaluacion fue realizada de manera simultanea y ciega.

9.1.6. ESTUDIOS PILOTO

Toda la metodologia experimental descrita se ha fundamentado en la realizacién de dos estudios
piloto, mencionados en el articulo publicado y enmarcados dentro del protocolo de experimentacidn
animal. Ambos se llevaron a cabo en el CMCiB antes del desarrollo del estudio experimental definiti-
vo, con el objetivo de optimizar el modelo preclinico, definir los parametros técnicos de la NIR-PIT y
validar la utilidad del sistema IVIS® como herramienta de monitorizacién tumoral.

Como medidas especificas de proteccion del PIC frente a la luz ambiental, se utilizaron jaulas forra-
das con papel transparente verde, y todos los procedimientos se efectuaron con las luces de la sala
apagadas. Estas condiciones se replicaron posteriormente en el estudio definitivo. El primer estudio
piloto se llevd a cabo en junio de 2022, el segundo en noviembre de 2022, y el estudio experimental
definitivo tuvo lugar en junio de 2023.

5.1.6.1. PRIMER ESTUDIO PILOTO

El primer estudio piloto, desarrollado en junio de 2022, tuvo como finalidad (1) determinar el momen-
to de maxima captacién tumoral del PIC mediante el sistema de imagen IVIS®, (2) confirmar la utilidad
de dicha visualizacién como herramienta de monitorizacién, y (3) explorar posibles tendencias de

respuesta terapéutica, a pesar de la limitacion del tamafio muestral (n = 4).

Cada uno de los animales incluidos en el estudio fue portador de dos tumores subcutaneos, implanta-
dos mediante la inyeccién de 400.000 células HCC1954 por tumor, uno en cada flanco (ver Imagen 1).
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Imagen 1. Inyeccidn subcutdnea de células tumorales para la implantacidn tumoral en ambos flancos, bajo
anestesia general.

Tras la inyeccidn, los ratones fueron inspeccionados diariamente para evaluar el crecimiento tumoral.
Se considerd que la implantacién tumoral habia finalizado cuando todos los tumores alcanzaron
un tamafio >5mm (34 dias tras la inyeccién), lo que generd una muestra heterogénea. Se observd
ademas que existia una tasa de no implantacion tumoral que debia tenerse presente para el calculo
muestral del estudio definitivo.

Tras la implantacion, todos los animales recibieron una dosis Unica de 71 pg del PIC por via intra-
peritoneal. Solo uno de los tumores de cada ratdn, el de mayor tamafio, fue sometido a irradiacion
durante 30 minutos, 24h tras la inyeccion del farmaco, mientras que el otro se protegié mediante un
obturador opaco negro, actuando como control interno para cada animal.

La curva de captacidn fluorescente del PIC mostré una acumulacion maxima a las 24 horas tras la
inyeccidn, en concordancia con protocolos similares descritos en la literatura, lo que permitio estable-
cer este punto temporal como el mas adecuado para la aplicacion de la irradiacién con luz NIR. Para
definir dicha cinética, se realizé adquisicion de imagen antes de la administracién del PICy enlas 3, 6
y 24h horas posteriores (Figura 6).
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Figura 6. Captacion fluorescente con IVIS® en diferentes puntos temporales:

(A) Antes de la inyeccion del farmaco. Pardmetros de adquisicion: filtro de excitacidon a 675 nm, ventana de emision corres-
pondiente a ICG, nivel de fluorescencia alto y tiempo de exposicion de 1 segundo.

(B) 3 horas tras la inyeccidn intraperitoneal del PIC. Parametros de adquisicion: filtro de excitacion a 675 nm, ventana de
emision correspondiente a ICG, nivel de fluorescencia alto y tiempo de exposicién de 10 segundos.

(C) 6 horas tras la inyeccidn intraperitoneal del PIC. Parametros de adquisicion: filtro de excitacion a 675 nm, ventana de
emision entre 690 y 770 nm, nivel de fluorescencia alto y tiempo de exposicidon de 10 segundos.

(D) 24h tras la inyeccidn intraperitoneal del PIC, inmediatamente antes de la irradiacidn. Parametros de adquisicion: filtro
de excitacidn a 675 nm, ventana de emisién correspondiente a Cy5.5, nivel de fluorescencia alto y tiempo de exposicién
de 5 segundos.

La sefial fluorescente tumoral registrada mediante IVIS® fue clara y reproducible en todos los casos,
habiéndose empleado diferentes parametros de adquisicién a lo largo del estudio con el fin de eva-
luar su impacto en la calidad de imagen y establecer las condiciones dptimas para la visualizacién
tumoral. Esta variabilidad experimental permitié valorar el impacto de factores como la intensidad de
fluorescencia, el tiempo de exposicidn o la seleccidn del filtro de excitacion y emisién en la captacidn
del conjugado y en la nitidez de las imagenes obtenidas.

En cuanto a la respuesta terapéutica, representada graficamente en el Grafico 1, se observéd una
tendencia inicial al decrecimiento en los tumores irradiados, frente a un crecimiento progresivo
en los no irradiados. No obstante, también se detectd un cierto grado de efecto en los tumores
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control, lo que sugirid la existencia de una posible interferencia luminica cruzada entre ambos flan-
cos del animal, una limitacién inherente al disefio bilateral del modelo. Ademas, se comprobé que
la respuesta al tratamiento parecia depender del tamafio inicial del tumor, registrdndose una mejor
evolucion en aquellos de menor volumen, lo que subrayé la importancia de controlar la homoge-
neidad tumoral entre grupos experimentales para evitar sesgos. El seguimiento se prolongd hasta
el séptimo dia tras la inyeccidn del conjugado, incluyendo una medicidn intermedia a las 72 horas
(48 h postirradiacién) y una ultima antes de la exéresis tumoral. En algunos casos, especialmente
en tumores de mayor tamafio, se observo una tendencia al recrecimiento entre ambas mediciones.
Tras la intervencidn quirdrgica, se procedio a la eutanasia de los animales.

CRECIMIENTO TUMORAL
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Grafico 1. Grafico de lineas que representa el crecimiento tumoral (en mm) desde la inyeccién de células
tumorales.

Cada color y cddigo corresponde a un animal distinto, con dos curvas por sujeto: una linea continua para el tumor no
irradiado y una linea discontinua para el tumor irradiado. La linea vertical negra indica el momento de la inyeccién intra-
peritoneal del PIC. Los tumores representados con lineas discontinuas recibieron irradiacion con luz NIR 24 horas después
de la administracion del PIC.

5.1.6.2. SEGUNDO ESTUDIO PILOTO

El segundo piloto, realizado en noviembre de 2022, incorporé modificaciones metodolégicas especi-
ficas en base al aprendizaje del primer estudio: se empled un modelo con un Unico tumor por ratén
(implantando 400.000 células HCC1954 por animal) y los animales fueron emparejados por tamafio
tumoral inicial para formar grupos homogéneos de tratamiento y control.
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Este estudio tuvo como objetivos (1) Evaluar la tendencia de respuesta tumoral sin interferencias,
(2) confirmar la sospecha de tratamiento indirecto en el primer piloto, (3) identificar el momento de
maximo efecto terapéutico (teniendo en cuenta que existe cierta tendencia al recrecimiento tras las
dosis de tratamiento empleadas) y (4) objetivar la curva de fluorescencia del PIC, desde las 24 horas
post-inyeccion (momento de maxima captacion segun el primer estudio piloto) hasta las 24 h post-fo-

toterapia, mediante seguimiento con IVIS®.

Para valorar la respuesta al tratamiento del grupo tratado respecto al grupo control, se aplicdé una
prueba no paramétrica de U de Mann-Whitney para comparar la reduccién tumoral final entre grupos.
La prueba arrojé un estadistico U = 0,00, con una significacion exacta bilateral de p = 0,029. El grupo
tratado presenté una reduccion tumoral media significativamente mayor, con un rango promedio de
6,50, frente a 2,50 en el grupo control (n =4 por grupo).

Paralelamente, se aplicé un modelo de ANOVA factorial mixto con factores de grupo (Grupo trata-
miento: PIC + irradiacidn vs Grupo control: PIC sin irradiacidon) y tiempo (pre y post irradiacidn), que
identificd un efecto significativo del tiempo sobre el crecimiento tumoral, pero sin detectar interac-
cion significativa entre tratamiento y tiempo, una limitacion atribuida a la baja potencia estadistica
derivada del escaso tamafio muestral.

Interpretados de forma conjunta, los resultados del analisis no paramétrico y del ANOVA factorial
mixto apuntaban a una tendencia coherente con la hipétesis inicial, mostrando una mayor reduccién
tumoral en los animales tratados. Dado que la principal limitacién del estudio parecia ser el tamafio
muestral reducido, y en vista de la consistencia de dicha tendencia, se planted realizar un analisis
combinado de los datos procedentes de ambos estudios piloto como estrategia para reforzar la
validez de las conclusiones preliminares (ver apartado 5.1.6.3. Analisis Estadistico Preliminar). Esta
decisidn se tomo con conocimiento de las limitaciones metodolégicas, como la posible interferencia
luminica observada en el primer piloto, donde los tumores control parecian haber recibido tratamien-
to indirecto. En contraste, en este segundo piloto, no se objetivé un efecto terapéutico en el grupo
control, lo que contribuyd a confirmar dicha hipétesis y puso de manifiesto la importancia del modelo
unitumoral.

Teniendo en cuenta que en el primer estudio se habia observado una tendencia al efecto maximo
en el segundo dia tras irradiacion, pero siendo esta la Unica medida intermedia realizada entre la
irradiacion y el dia de la exéresis tumoral, en este segundo piloto se realizaron mediciones diarias del
tamafiio tumoral. Esta estrategia permitié confirmar el inicio del recrecimiento entre el tercer y cuarto
dia tras la irradiacidn, lo que permitio fijar ese intervalo como referencia para el estudio definitivo. La

eutanasia se realizd al cuarto dia postoperatorio.

El seguimiento mediante IVIS® mostrd una captacién fluorescente éptima en el punto de inicio fijado
en el estudio previo (24 horas tras la inyeccidon del PIC), seguida de una desaparicidn progresiva tras
la fototerapia, con ausencia de sefial a las 24 horas post-irradiacion. En base a los hallazgos obtenidos
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en el primer estudio piloto, la adquisicidon de imagenes con IVIS se realizd con unos parametros ho-

mogéneos preestablecidos (Figura 7).

Figura 7. Captacion fluorescente con IVIS® en diferentes puntos temporales.

Parametros de adquisicion: filtro de excitacion a 675 nm, ventana de emision correspondiente a Cy5.5, nivel de fluorescen-
cia bajo y tiempo de exposicion de 4 segundos.

(A) 24 horas tras la inyeccion intraperitoneal del PIC.

(B) Inmediatamente tras de la irradiacion con luz NIR.

(C) 1 hora tras la irradiacion con luz NIR.

(D) 24 horas tras la irradiacién con luz NIR.

5.1.6.3. ANALISIS ESTADISTICO PRELIMINAR

Con el objetivo de valorar de forma mas robusta la tendencia observada en los estudios piloto, y
considerando que la principal limitacidn de ambos era el reducido tamafo muestral, se procedid a la
fusidn de los datos disponibles, conformando una muestra total de 16 tumores, distribuidos equitati-
vamente entre animales tratados con fototerapia (n=8) y controles no irradiados directamente (n=8).
Al revisar los supuestos estadisticos, se constatd que no se cumplian los criterios de normalidad ni de
homocedasticidad, motivo por el cual se optd por aplicar una prueba no paramétrica, concretamente
el test de rangos con signo de Wilcoxon para muestras apareadas. Para cada tumor se consideré como
valor pre-tratamiento el volumen registrado inmediatamente antes de la fototerapia, y como valor
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post-tratamiento el volumen tumoral correspondiente al momento identificado como el punto de
minima carga tumoral antes del inicio del recrecimiento.

El analisis reveldé que las diferencias entre el volumen tumoral pre y post tratamiento fueron estadis-
ticamente significativas en el grupo tratado, con una reduccidén marcada del tamaio tumoral tras la
irradiacion directa (Wilcoxon, p = 0,012). En cambio, en el grupo control no se observaron diferencias
significativas entre ambas mediciones (Wilcoxon, p = 0,612), lo que sugiere una evolucién tumoral
sostenida en ausencia de intervencion terapéutica. Estos resultados confirmaron la tendencia ya
evidenciada en el segundo piloto.

A pesar de no cumplirse los supuestos requeridos para el uso de modelos paramétricos, se completd

Ill

un ANOVA factorial mixto con fines exploratorios, considerando el “tratamiento” como factor entre
sujetos y el “tiempo” como factor intra sujeto. Este analisis detectd un efecto principal significativo
del tiempo sobre el volumen tumoral, indicando una variacion sistematica a lo largo del seguimiento,
pero no evidencié una interaccion significativa entre tratamiento y tiempo, lo que impidié confirmar
de forma robusta que la evolucion temporal difiriera entre grupos. Esta ausencia de interaccidn se in-
terpretd con cautela, reconociendo que la escasa potencia estadistica, derivada del tamafio muestral

reducido, limitaba la capacidad del modelo para detectar efectos combinados.

En conjunto, los resultados del andlisis estadistico preliminar permitieron confirmar una tendencia
terapéutica coherente con la hipétesis inicial y definir pardmetros metodoldgicos clave que sirvieron
de base para la planificacidn del estudio definitivo, garantizando tanto el rigor experimental como el

uso ético de los recursos animales.
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5.2. REVISION SISTEMATICA

5.2.1. CONTEXTUALIZACION

Si bien antes de iniciar el estudio experimental se realizdé una busqueda bibliografica con el fin de
adecuar el disefio al estado de la cuestion, al concluir la fase experimental —desarrollada durante
un periodo de tres afios— consideramos necesario reevaluar el panorama cientifico para contrastar
nuestros hallazgos con los avances recientes. Esta actualizacion respondia no solo al interés por con-
textualizar los resultados obtenidos, sino también a la prevision, desde el inicio del proyecto, de que
la PIT se perfilaba como una estrategia con elevado potencial de traslacion clinica. Por tanto, parte de
la motivacidn para su realizacién fue conocer en qué medida la disciplina habia evolucionado durante
ese intervalo y qué retos persistian en su aplicacidn a la practica clinica.

Dado que la evidencia preclinica en un Unico subtipo tumoral podia ser aln escasa, optamos por
ampliar el foco de la revisién mas alld del cdncer de mama HER2-positivo, incluyendo el conjunto de
neoplasias habitualmente tratadas en el ambito de la Cirugia General. Consideramos ademas que un
enfoque mas transversal permitiria explorar el potencial terapéutico de la PIT en distintos contextos
oncoldgicos, asi como detectar patrones comunes, identificar nuevas oportunidades de aplicacién y
reconocer las principales limitaciones que todavia deben abordarse para facilitar su incorporacion al
entorno clinico.

La revision fue registrada previamente en PROSPERO (ID de registro: CRD42024523715, ver Anexo
11.6), una base de datos internacional de registros de revisiones sistematicas que garantiza trans-
parencia y evita duplicidades, se llevé a cabo siguiendo las directrices PRISMA, e incluyd un analisis
detallado de la calidad metodoldgica y del riesgo de sesgo de los estudios seleccionados.®

Losresultados de estarevision sistematica han sido compilados en un manuscrito titulado “Translational
applications of photoimmunotherapy in surgical oncology: a systematic review”/”Aplicaciones trasla-
cionales de la fotoinmunoterapia en cirugia oncoldgica: revisidn sistematica”, actualmente pendiente
de publicacion.

5.2.2. ESTRATEGIA DE BUSQUEDA Y CRITERIOS DE INCLUSION

Se realizé una busqueda bibliografica en las bases de datos MEDLINE (via PubMed), Embase, Web
of Science, Cochrane Library y Google Scholar, complementada con una busqueda manual de citas
relevantes a partir de las referencias revisadas, asi como de posibles ensayos clinicos en clinicaltrials.
gov. Las bldsquedas se llevaron a cabo el 24 de julio de 2024.

Dado que la PIT en el contexto de la cirugia general oncoldgica se encuentra actualmente en una fase
preclinica, se decidido emplear los componentes de blsqueda (Search components, SC) propuestos
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por Leenaars et al. para identificar todos los estudios relevantes en modelos animales sobre el tema:

(SC1) intervencidn o exposicidn, (SC2) enfermedad de interés, (SC3) poblacion animal/de estudio y

(SC4) variables de resultado.®* Adicionalmente, se incluyeron seres humanos dentro de la poblacion

de estudio (SC3) con el fin de detectar posibles investigaciones clinicas que hubiesen escapado a

nuestro conocimiento.

La estrategia de busqueda se estructurd en torno a los dominios “photoimmunotherapy” y “surgery”

(5€1), “cancer” (SC2), y “animal” y “human” (SC3). En la Tabla 1 se muestra la estrategia de bldsqueda

completa.

Dado que el objetivo era evaluar el efecto de la terapia, y anticipando que el nimero de estudios en

este campo podria no ser elevado, no se impusieron restricciones respecto a las variables de resultado

(SC4). Todos los resultados fueron evaluados manualmente por dos revisores.

Estrategia de busqueda completa

Componente de
busqueda

Estrategia de busqueda

SC1

SC2

SC3

(Photoimmunotherapy OR Photo immunotherapy OR Near-Infrared
Photoimmunotherapy OR Near infrared photoimmunotherapy OR Near-infrared photo
immunotherapy OR Near infrared photo immunotherapy OR PIT OR NIR-PIT OR NIR PIT)
AND

(Surgery OR surgeries OR surgical OR invasive procedure OR invasive procedures OR
operative procedure OR operative procedures OR Procedure, operative OR procedures,
operative OR procedure, surgical OR procedures, surgical OR procedure, operative
surgical OR procedures, operative surgical OR surgical procedure OR surgical procedures
OR surgical procedure, operative OR surgical procedures, operative OR operative
surgical procedure OR operative surgical procedures OR operation OR operations OR
intraoperative procedure OR intraoperative procedures OR general surgery OR Surgery,
General)

AND

(cancer OR cancers OR tumor OR tumors OR tumour OR tumours OR neoplasm OR
neoplasms OR neoplasia OR neoplasias OR malignant neoplasm OR malignancy OR
malignancies OR malignant neoplasms OR neoplasm, malignant OR neoplasms,
malignant OR oncology OR oncologic)

AND

(Animal OR animals OR animal model OR animal models OR model, animal OR
laboratory animal models OR animal model, laboratory OR animal models, laboratory
OR laboratory animal model OR model, laboratory animal OR models, laboratory animal
OR experimental animal model OR experimental animal models OR animal model,
experimental OR animal models, experimental OR model, experimental animal OR
models, experimental animal OR in vivo OR Human OR humans OR people OR person
OR clinic OR clinical)

Tabla 1. Estrategia de busqueda completa estructurada segun los SC empleados articulada mediante opera-

dores booleanos
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Se limitaron los estudios a aquellos originales, experimentales, en modelos in vivo (animales o huma-
nos), publicados en inglés o espafiol. No se aplicaron restricciones por fecha de publicacion. Todos los
criterios de inclusidon se resumen en la Tabla 2.

Criterios de inclusion segtin los componentes de busqueda y el disefio del estudio

Elemento Criterios de inclusién
Intervencién (SC1) Uso de NIR-PIT de forma aislada o en combinacion con cirugia

Estudios en los que se cuantifique el efecto de la NIR-PIT
(volumen tumoral, tasa de crecimiento tumoral u otros métodos)

Enfermedad de interés (SC2) Cancer experimental en el ambito de la Cirugia General

Poblacion (SC3) Estudios experimentales en animales o ensayos clinicos en humanos

Disefio del estudio Estudios donde la intervencién se compare con un grupo control
Estudios originales de investigacidn in vivo, incluyendo ensayos clinicos
Estudios redactados en inglés o espaiiol

Tabla 2. Criterios de inclusion

5.2.3. SELECCION DE ESTUDIOS Y EXTRACCION DE DATOS

Dos revisoras (Ana Piqueras, A.P.; Celia Martinez-Alvez, C.M) evaluaron de forma independiente los
titulos y abstracts de los articulos identificados. Posteriormente, se realizé una evaluacion a texto
completo. Las discrepancias entre ambas revisoras fueron resueltas por un tercer evaluador (Joan

Francesc Julian, J.F.J.).

Para cada uno de los articulos evaluados a texto completo, dos revisoras (A.P. y C.M.) recopilaron
de forma independiente la siguiente informacion: autores, revista, afio de publicacién, pais, idioma,
tipo de estudio (tipo de cancer, célula diana, molécula diana, anticuerpo, PS, PIC), modelo in vivo
(especie animal, sexo, numero de animales, tipo de tumor, nimero de células inoculadas, tamafio
objetivo), agrupacién experimental (grupos experimentales y de control, nimero de grupos, nimero
de individuos por grupo, asignacion), caracteristicas del PIC (dosis, via y frecuencia de administra-
cién), parametros de luz (momento de aplicacién, longitud de onda, dosis, modo y frecuencia de
administracién), variables de resultado (efecto, eficacia, punto temporal de mayor respuesta, segui-
miento), recurrencia (local, a distancia, metdstasis), toxicidad y efectos secundarios, evaluacién de
fluorescencia, estudios anatomopatolégicos y estudios del microambiente tumoral. Las discrepancias
fueron resueltas por consenso con la participacién de un tercer revisor (J.F.J.).
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5.2.4. ANALISIS DE CALIDAD Y DEL RIESGO DE SESGO

Dos revisoras (A.P. y C.M.) realizaron de manera independiente la evaluacién de calidad metodoldgica
de cada estudio utilizando la CAMARADES Checklist for Quality Assessment y |la herramienta SYRCLE
para evaluacion del riesgo de sesgo. Las discrepancias fueron resueltas por consenso, con la interven-
cion del tercer revisor (J.F.J.).

5.2.5. SINTESIS DE DATOS

Dada la heterogeneidad de los articulos seleccionados, tanto en su disefio como en la forma de expre-
sar los resultados, no fue posible realizar un metaandlisis, tal como se habia planteado inicialmente
en el protocolo a priori registrado en PROSPERO (ver Anexo 11.6).

Los estudios fueron organizados en funcion de la localizacién anatémica del tumor analizado, especi-
ficdndose en cada caso el método de evaluacion de resultados, con un enfoque principal en el efecto
terapéutico sobre la carga tumoral.

No se establecid un Unico criterio para definir la eficacia del tratamiento, ya que, al tratarse de una
terapia en fase preclinica dentro del ambito de la cirugia general oncoldgica, se anticipd una elevada
heterogeneidad en los disefios y objetivos de los estudios disponibles. Por ello, los resultados de
cada articulo fueron evaluados de manera individual por dos revisoras (A.P., C.M.). Se considerd que
un tratamiento era eficaz cuando se lograba un resultado favorable y estadisticamente significativo
respecto al objetivo planteado por el propio estudio. Para cada resultado se incluyeron las estimacio-
nes puntuales y los valores de p o intervalos de confianza del 95 %, considerando estadisticamente
significativos aquellos resultados con p < 0,05 (bilateral).

Para valorar el efecto tumoral, se tuvieron en cuenta variables numéricas continuas, como el volumen
tumoral, el didmetro, la progresion del crecimiento, asi como valores de bioluminiscencia.

De forma secundaria, se analizd si los estudios seleccionados incluian informacion adicional sobre va-
riables como la recurrencia tumoral tras el tratamiento, la toxicidad y los efectos adversos, el analisis
histologico de los efectos de la terapia, la evaluacion por fluorescencia y el estudio del microambiente
tumoral. La presencia de estas variables fue codificada de forma dicotémica (si/no), cuantificandose
el porcentaje de articulos que aportaban cada tipo de informacién, y presentandose los resultados de
manera narrativa.
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5.3. FUENTES DE FINANCIACION

La investigacion desarrollada en esta tesis ha sido posible gracias a la financiacion obtenida a través de
diferentes convocatorias competitivas, tanto internas como externas, compiladas en la Tabla 3. Estas
ayudas han permitido cubrir los costes asociados a la adquisicion de material fungible, animales de
experimentacion, servicios técnicos, analisis histopatolégicos y equipamiento, asi como actividades
cientificas vinculadas al desarrollo y validacion del modelo experimental.

En el dmbito institucional, el proyecto fue financiado mediante una ayuda a la investigacidn concedida
por el Hospital Germans Trias i Pujol en el marco de la convocatoria 2022 del “Llegat JMC”. La dotacién
concedida fue de 40.702,33 €, destinada inicialmente a la realizacién de un estudio experimental in
vivo en modelo murino. En el transcurso del proyecto, parte del presupuesto fue reorientado hacia
nuevas actividades cientificas complementarias tras la aprobacién de una modificacién presupuesta-
ria en 2024.

De forma paralela, se contdé con una ayuda semilla de la Fundacidn Cientifica de la AECC (ref.
IDEAS19135NONE) concedida al Institut Quimic de Sarria, con una dotacién de 20.000 €, destinados
al estudio in vitro e in vivo de los efectos de la PIT.

Parte del trabajo experimental ha sido desarrollado asimismo en el marco del subproyecto
PhotoSMS (P1D2020-115801RB-C22), financiado por el Ministerio de Ciencia e Innovacién dentro
de la convocatoria de proyectos |+D+i 2020. El presupuesto total asignado fue de 124.740 €,
destinados a la evaluacién de sistemas fototerandsticos autoensamblados mediante modelos
celulares y animales, con el cancer de mama HER2+ como una de las principales indicaciones de
estudio.

Adicionalmente, se han recibido cuatro ayudas econdémicas vinculadas a programas de innovacién,
por un total de 90.000 €, destinadas a apoyar el desarrollo de una tecnologia derivada del proyec-
to. El detalle de estas ayudas y del proyecto asociado se muestra en el apartado 9.1. Proyecto de
Innovacion: SNIPer.

En conjunto, el proyecto ha contado con una financiacién total de 275.442,33 €.
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Tipo de Fuente/Programa Entidad financiadora Importe
financiacidon
Investigacion  Llegat JMC 2022 HUGTIiP 40702,33 €
Investigacion ~ AECC Ayuda Semilla AECC 20000 €
Investigacidn  Proyectos +D+i 2020 Ministerio de Ciencia e Innovacion 124740 €
Innovacidn Programa HEEP HUGTIP 15000 €
Innovacion Programa Growlnn IGTP 5000 €
Innovacion Industria del Coneixement — Generalitat de Catalunya - AGAUR 20000 €
Modalitat Llavor

Innovacion Caixa Impulse — Fase 1 Fundacién “La Caixa” 50 000€
Total 275442,3 €

Tabla 3. Financiacion total recibida para el desarrollo del proyecto.
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6.1. ESTUDIO EXPERIMENTAL

6.1.1. EVALUACION DEL EFECTO TERAPEUTICO DEL TRATAMIENTO CON TZ-IR700 Y
LUZ NIR

Durante todo el protocolo de experimentacion el crecimiento tumoral se evalué mediante mediciones
seriadas del MTD. En el grupo “Tz-IR700 Light” se observé una reduccidn progresiva del MTD, con una
media inicial de 4,300 mm, que descendié a 3,737 mm tras la primera irradiacién y a 3,260 mm tras
la segunda. En cambio, el grupo “Tz-IR700 Dark” presenté un crecimiento continuo, con una media
inicial de 4,103 mm que aumentoé a 4,646 mm y 5,220 mm en las mediciones sucesivas. El andlisis
descriptivo de las mediciones tumorales se muestra en la Tabla 4. La Figura 8 situa las mediciones
tomadas dentro de la cronologia del protocolo experimental.

Puntos temporales Grupo N Media DE Minimo Maximo
MTD MTD MTD
(mm) (mm) (mm)

(1) Antes de la PIT. 24h tras la inyeccion del PIC Tz-IR700 Light 16 4,300 1,424 2,40 6,79
en ambos grupos, justo antes de la irradiacion
NIR al grupo “Light” y de la segunda adminis-
tracién del PIC a ambos grupos

Tz-IR700 Dark 15 4,103 1,808 0 6,28

(2) Tras 1 sesion de PIT. 24h tras la irradiacion  Tz-IR700 Light 16 3,737 1,224 1,80 5,54
al grupo “Light” y de la segunda administracion
del PIC en ambos grupos, justo antes de la
segunda irradiacién al grupo “Light”

Tz-IR700 Dark 15 4,646 1,717 1,89 7,19

(3) Tras 2 sesiones de PIT. 24h tras la segunda  Tz-IR700 Light 16 3,26 1,515 0 5,89
irradiacion al grupo “Light Tz-IR700Dark 15 522 1,885 233 856
Tabla 4. Andlisis descriptivo de las mediciones en mm del MTD en tres puntos temporales diferentes. Se
indican media, desviacién estandar (DE), y valor minimo y maximo del MTD medido.
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A& & 4 L@ ’
TZ-1R700 l = 4 , = b4
LIGHT
p Oh 24h 24h 48h 96h
‘C:} 12 dosis de Tz- 12 jrradiacion NIR 22 dosis de Tz- 22 irradiacion NIR Exéresis tumoral y
(n=1 IR700 (71 ug) (100 Jfem?) IR700 (71 ug) (100 Jfem?) sacrificio
Y S Y | |
TZ-IR700 B ¥ B i .
DARK
Oh 24h 24h 48h 96h
@ 12 dosis de Tz- Sin irradiacion 22 dosis de Tz- Sin irradiacion Exéresis tumoral y
(n=1 IR700 (71 pg) IR700 (71 ng) sacrificio

Figura 8. Cronograma experimental que representa los tres puntos temporales en los que se realizaron las
mediciones tumorales analizadas en la Tabla 3.

Con el objetivo de analizar el efecto del tratamiento a lo largo del tiempo y entre grupos, se aplicé
un modelo de ANOVA factorial mixto. El analisis global mostré un efecto significativo del tratamiento
sobre la evolucion del MTD (F(2,29) = 30.938, p < 0.05, n? = 0.516). En el grupo “Tz-IR700 Light”, la
reduccion media del MTD fue de 0.56 + 0.18 mm tras la primera irradiaciéon y de 1.03 £ 0.23 mm
al finalizar el protocolo. En el grupo “Tz-IR700 Dark”, las diferencias fueron negativas en todos los
intervalos (-0.54 + 0.17 mmy -1.12 + 0.22 mm), indicando un crecimiento sostenido.

A continuacioén, se realiz6 una comparacion por pares dentro de cada grupo experimental para anali-
zar las diferencias entre momentos concretos del tratamiento.

En el grupo tratado con NIR-PIT se identificaron diferencias significativas en todas las comparaciones:
entre el inicio del protocolo y la primera sesién (0,563 + 0,178), entre la primera y la segunda sesion
(0,470 £ 0,175), y entre el inicio y el final del tratamiento (1,033 * 0,231), lo que indica una disminu-
cion progresiva del MTD tras cada irradiacion.

En el grupo control (sin irradiacion), también se observaron diferencias significativas, aunque en
sentido opuesto, con incrementos del MTD en cada comparacién: —0,543 + 0,173 entre el inicio y la
primera medicién intermedia, —0,574 + 0,169 entre la primera y la segunda, y—1,117 + 0,224 entre el
inicio y el final del protocolo. Estos datos reflejan un crecimiento tumoral sostenido en ausencia de

fototerapia.

La potencia estadistica del analisis fue elevada en ambos grupos (> 0,97). Los resultados se presentan
en la Tabla 5.
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Antes de la PIT — Tras 1 sesion de PIT— Antes de la PIT - Tras Potencia
Tras 1 sesion de PIT  Tras 2 sesiones de PIT 2 sesiones de PIT
MTD  Tz-IR700 Dark -0,543 (0,173)* -0,574 (0,169)* -1,117 (0,224)* 0,991
(mm) . 1R700 Light 0,563 (0,178)* 0,470 (0,175)* 1,033 (0,231)* 0,970

Tabla 5. Comparacién por pares del ANOVA factorial mixto entre grupos en relacidn con las distintas fases
del tratamiento, con resultados expresados como la diferencia de medias del MTD entre puntos temporales,
junto con la desviacidn estandar entre paréntesis. Las diferencias estadisticamente significativas se indican
con un asterisco.

Tras identificar diferencias estadisticamente significativas en el MTD entre grupos, y con el objetivo
de representar graficamente y cuantificar esta variacién, se calculé una nueva variable denominada
“Porcentaje de cambio”, considerando Unicamente las mediciones correspondientes a los puntos
“Antes de LA PIT” y “Tras 2 sesiones de PIT”. Se realizé una prueba t de Student para comparar los
grupos en funcién de dicha variable, observandose una diferencia significativa entre el “Porcentaje de
cambio” en el grupo tratado con NIR-PIT (Media = 30,69; DE = 27,43) y el grupo control sin irradiacion
(Media =-21,88; DE = 23,77), t(30) = -5,794; p < 0,05.

El Grafico 2 muestra la distribucion de estos valores y la dispersion de los datos en ambos grupos.
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Grafico 2. Porcentaje de cambio (%) del volumen tumoral entre las mediciones “Antes de la PIT” y “Tras 2
sesiones de PIT” expresado mediante un diagrama de cajas y bigotes. La linea central de cada caja indica
la mediana; los limites de la caja, los percentiles 25 y 75 (rango intercuartilico); y las lineas (bigotes), el
rango dentro de 1,5 veces el rango intercuartilico. Los puntos individuales (circulos magenta) representan el
valor correspondiente a cada animal. Mientras que en el grupo “Tz-IR700 Dark” la mayoria de los animales
presentan un incremento tumoral (valores negativos), en el grupo “Tz-IR700 Light” se observa una tendencia
clara hacia la regresién tumoral (valores positivos), con menor dispersidn hacia cambios negativos.
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6.1.2. FLUORESCENCIA IN VIVO Y VISUALIZACION TUMORAL

La evolucidén de la fluorescencia se documentd de forma secuencial en todos los animales mediante
adquisicion de imagen in vivo con el sistema IVIS®, siguiendo los cuatro puntos de adquisicion defini-
dos en la metodologia (apartado 5.1.5.3. Estudios de fluorescencia in vivo).

De acuerdo con los resultados obtenidos en los estudios piloto, el punto de adquisicién inicial se
establecio a las 24 h de la inyeccion del farmaco (momento de maxima captacion). Los parametros de
adquisicion fueron los siguientes: filtro de excitacién de 675 nm, filtro de emision Cy5.5, exposicion
de 4s, f/2 y campo de visién de 12,5 cm.

Este protocolo permitié correlacionar la intensidad fluorescente con las distintas fases del tratamien-
to. En todos los animales se observéd una captacion fluorescente localizada en la regién tumoral. No
obstante, dada la morfologia de los ratones BALB/c nude, fue posible visualizar también el trayecto
del farmaco desde la cavidad peritoneal hasta los tumores subcutaneos, siendo el foco principal de

captacion el propio tumor.

Se evidencid un patrén de disminucién progresiva de la fluorescencia tras cada sesion de NIR-PIT,
en consonancia con la activacién fotoquimica del compuesto y su degradacién posterior durante la

secuencia terapéutica aplicada.

La Figura 9 muestra un ejemplo representativo de las imagenes adquiridas en un animal del grupo
“Tz-IR700 Light”.

A
4 &

TZ-IR700 e - - ™
LIGHT
Oh 24h 24h 48h 96h
t‘} 12 dosis de Tz- 12 jrradiacion NIR 22 dosis de Tz- 22 jrradiacion NIR Exéresis tumoral y
(n=16 IR700 (71 ng) (100 J/em?®) IR700 (71 nug) (100 J/em?) sacrificio

Figura 9. Evolucidn de la fluorescencia tumoral in vivo tras la administracion secuencial del tratamiento en
un animal del grupo Tz-IR700 Light
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6.1.3. ANALISIS HISTOPATOLOGICO

El anadlisis morfoldgico de los tumores reveld caracteristicas compatibles con carcinoma de mama
grado 3, segun el sistema de gradacion de Nottingham modificado. En todos los casos se observo un
patrén de crecimiento sélido, pleomorfismo nuclear acusado y una elevada actividad mitdtica (Figura
10A).

En tres tumores del grupo “Tz-IR700 Light” se identificéd una reaccion inflamatoria nodular, compues-
ta principalmente por linfocitos e histiocitos. En dos de estos casos, el examen de multiples cortes
histolégicos no permitio identificar tejido tumoral viable (Figura 10B). Ninguna de estas alteraciones
inflamatorias estuvo presente en los tumores correspondientes al grupo “Tz-IR700 Dark”.

Figura 10. Estudios histoldgicos.

(A) Tumor grado 3 con pleomorfismo nuclear marcado, patron de crecimiento sélido y elevada tasa mitética (flecha).
(B) Reaccion inflamatoria en tumores del grupo Tz-IR700 Light.

El analisis inmunohistoquimico no mostré diferencias significativas entre grupos en la expresion de
P53 (100 £ 0,0 % en Tz-IR700 Dark frente a 97,9 + 1,0 % en Tz-IR700 Light), BCL-2 (0 £ 0,0 % en ambos
grupos) ni HER2 (expresidon 3+ en todos los casos). No obstante, el indice de proliferacién celular
medido mediante Ki67 fue inferior en el grupo tratado (42,4 + 4,9 %) en comparacién con el grupo no
irradiado (51,1 £ 4,1 %), lo que sugiere un efecto antiproliferativo asociado al tratamiento.
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6.1.4. ESTUDIOS DE FLUORESCENCIA CON CAMARA DISENADA PARA CAPTACION
DE ICG

Durante el desarrollo experimental, se realizaron ensayos preliminares dirigidos a explorar la utili-
dad del conjugado Tz-IR700 como herramienta de visualizacién tumoral intraoperatoria. Para ello,
se empled el sistema PDE-Neo (Hamamatsu), equipado con filtro de fluorescencia compatible para
visualizacién de verde de indocianina (ICG, Indocyanine Green) y conectado a un monitor para la
visualizacién de imdagenes, utilizado habitualmente en entornos clinicos.

Inicialmente, la Dra Mireia Jorda realizé pruebas sobre pellets celulares de la linea HCC1954, incuba-
dos con Tz-IR700 a una concentracion de 2 uM (equivalente en IR700) durante 6 horas a 37 °C. Tras
el periodo de incubacidn, los pellets fueron lavados y expuestos a iluminacion NIR (660 = 10 nm)
mientras se activaba el filtro ICG. Bajo estas condiciones, se observd una sefial fluorescente localiza-
da, confirmando la posibilidad de deteccidn del conjugado en un entorno experimental simplificado y
sirviendo como base para su aplicacion posterior en modelo murino (Figura 11).

Control

Tz-IR700

Figura 11. Pellets celulares de la linea HCC1954 incubados con Tz-IR700 (2 uM, 6 h, 37 °C) y control sin
tratamiento. Imagen adquirida con el sistema PDE-Neo bajo iluminacion NIR (660 + 10 nm) con el filtro ICG
activado. Se observa fluorescencia localizada Unicamente en el pellet tratado, lo que confirma la captacion
del conjugado y su deteccion mediante el sistema dptico, sirviendo como prueba de concepto previa a los
estudios in vivo.

En el modelo in vivo, se evalué la captacion tumoral en ratones portadores de implantes subcutaneos
de células HCC1954, 24 horas tras la administracion intraperitoneal del conjugado. La masa tumoral
era visible a simple vista en condiciones basales, y se detectd fluorescencia al activar el filtro ICG del
PDE-Neo durante la aplicacién de la luz NIR. Si bien la sefial no presentaba una delimitacién nitida o
de alto contraste, si se aprecié una captacién localizada en la regidn tumoral, diferenciable del tejido
adyacente (Figura 12).
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Aunque esta aplicacién no formaba parte de los objetivos principales del estudio, los resultados se
consideran de interés por su posible aplicabilidad clinica. La fluorescencia observada, aun siendo
modesta en intensidad y definicidn, sugiere que el conjugado Tz-IR700 podria ofrecer utilidad como
marcador intraoperatorio, especialmente si se optimizan las condiciones de dosificacién y los para-
metros del sistema dptico. Estos hallazgos preliminares abren la puerta a futuros estudios centrados
en evaluar de forma especifica su aplicacion en cirugia guiada por fluorescencia.

A

PDE-Neo

HAMAMATSU

Figura 12. Visualizacién tumoral mediante el sistema PDE-Neo durante la aplicacion de NIR-PIT en modelo
murino.

(A) Esquema del sistema PDE-Neo. El dispositivo consta de una unidad principal conectada a una fuente de luz NIR, que a
su vez capta imagenes en tiempo real, y a un monitor. El sistema emite la luz hacia el area tumoral en el ratén, previamente
tratado con Tz-IR700. La sefial fluorescente emitida por el tumor es captada en tiempo real y visualizada en el monitor
mediante el filtro ICG incorporado.

(B) Imagen intraoperatoria en visidn directa durante la aplicacion de luz NIR.

(C) Imagen simultanea bajo filtro ICG del PDE-Neo, donde se aprecia captacion fluorescente localizada en la region tumoral
(sefialada con flecha), diferenciable del tejido adyacente.
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6.2. REVISION SISTEMATICA

6.2.1. RESULTADOS GENERALES

La busqueda sistematica identificd un total de 6.315 estudios, de los cuales Unicamente 24 cumplie-
ron con todos los criterios de inclusién predefinidos y fueron finalmente seleccionados para el andlisis
cualitativo. La mayor reduccion en el nimero de estudios elegibles se produjo durante la fase de
cribado por titulo, momento en el que se excluyeron numerosos registros por no estar relacionados
con el objeto de estudio. Esta alta tasa de exclusidn inicial se atribuye a la utilizacion de acronimos
amplios como “NIR” o “PIT” dentro de la estrategia de busqueda (ver Tabla 1 del apartado 5.2.2.
Estrategia de busqueda y criterios de inclusién), que, si bien aumentaron la sensibilidad de la mis-
ma, también captaron entradas irrelevantes en las que dichos términos aparecian como fragmentos
Iéxicos. El proceso de seleccion final se llevd a cabo siguiendo el diagrama de flujo de PRISMA, que se

recoge en la Figura 13.

Identification of studies via databases and registers | | Identification of studies via other methods

Studies included in review
(n=24)

Figura 13. Diagrama de flujo PRISMA.
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Los estudios incluidos fueron publicados entre 2012 y 2024. La mayoria se desarrollaron en Estados
Unidos (15/24, 62,5 %) y Japon (7/24, 29,2 %), con un estudio procedente de China y otro de los

Paises Bajos.10%103
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Todos los trabajos seleccionados fueron de caracter preclinico y emplearon exclusivamente modelos
murinos, de los cuales el 91,7 % (22/24) emplearon ratones inmunodeficientes y solo dos utilizaron
modelos inmunocompetentes.102104

La Tabla 6 recoge de forma resumida las principales caracteristicas y resultados de los estudios in-
cluidos, detallando la localizacién tumoral, las dianas moleculares evaluadas, los PIC utilizados y los
efectos experimentales observados, incluyendo tanto efecto de la terapia sobre el tumor como datos
sobre la recurrencia.

Localizacion Célula diana Receptor diana PIC
anatomica de
la neoplasia

Esofago CAFs FAP+ en carcinoma esca- FAP Anti-FAP-IR700
moso esofagico humano (TE4)
CAFs FAP+ en carcinoma esofagi- FAP Anti-FAP-IR700
co humano HER2+ (TE4-HER2)
CAFs FAP y células tumorales FAP y EGFR/HER2 Anti-FAP-IR700 + Anti-EGFR //
HER2+ o EGFR+ en carcinoma Anti-FAP-IR700 + Anti-HER2
esofagico humano (TE8-EGFR y (Tratamiento dual)
TE4-HER2)

Estémago Carcinoma gdstrico humano CEA Anti-CEA-IR700
(MKN-45-luc)
Implantes peritoneales de cancer HER2 Trastuzumab-IR700
gastrico HER2+ (N87-GFP-luc)
Implantes peritoneales de cancer HER2 Trastuzumab-IR700
gastrico HER2+ (N87-GFP-luc)
Implantes peritoneales de cdncer HER2 Trastuzumab-IR700
gastrico HER2+ (N87-GFP-luc)
Metdstasis dseas de cancer EGFR-1 Panitumumab-IR700
gastrico (N87-GFP)
Células tumorales GIST-T1 Dominio extracellular de Anti12A8-IR700

c-kit: 12A8

Pancreas Linea celular de cancer de Moléculas de adhesién  Anti CEACAM (6G5j)-IR700
pancreas humano BxPC-3 con celular relacionadas con
expresion de GFP el antigeno carcinoem-

brionario (CEACAM)

BxPC3-GFP CEA Anti-CEA-IR700
Cancer pancredtico (SDXPC1y CEA Anti-CEA-IR700
SDXPC2)
BxPC3-GFP CEA Anti-CEA-IR700
Adenocarcinoma ductal pancrea- FAP Anti-FAP(28H1)-IR700

tico (tumores PDAC299) + CAF
FAP+
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Efecto obtenido

Recurrencia

Ref.

Crecimiento tumoral a lo largo del

tiempo (volumen)

Crecimiento tumoral a lo largo del

tiempo (volumen)

Crecimiento tumoral a lo largo del

tiempo (volumen)

Cambios en la senal BLI

Cambios en la sefal de BLI

Cambios en la sefal de BLI

Volumen tumoral y GFP en tiempo

real

Cambios en la bioluminiscencia por

luciferasa

Cambios en volumen y tamafio
tumoral

Crecimiento tumoral a lo largo del

tiempo

Crecimiento tumoral a lo largo
del tiempo (volumen basado en
imagen GFP)

Cambios en la sefial de
fluorescencia

Crecimiento tumoral a lo largo
del tiempo (volumen basado en
imagen GFP)

Cambios en la sefial fluorescente

(fluorescencia del PIC)

Crecimiento enlentecido

Supresion de crecimiento

Supresidn de crecimiento

Reduccion hasta niveles de senal
de fondo

Disminucidén de la sefal de BLI

Disminucidn de la sefal de BLI

Disminucién del volumen tumoral y

de la GFP

Disminucién de la sefial de
luciferasa
Desaparicién tumoral completa

Crecimiento enlentecido

Desaparicion completa

Indetectable tras el tratamiento

Indetectable tras el tratamiento

Desaparicion de la fluorescencia
tras la exposicion

100% (enlentecida en el grupo
tratado)

100% (enlentecida en el grupo
tratado)

100% (enlentecida en el grupo
tratado)

100% (enlentecida en el grupo
tratado)

60%

57.14%

50%

14,3%

28,6%

100% (enlentecida en el grupo
tratado)

107

108

109

110

111

112

113

114%

115

116

117

118

119

104
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Localizacidn Célula diana Receptor diana PIC
anatémica de
la neoplasia
Colorrectal Linea celular de cancer de colon CEA Anti-CEA(M5A)-IR700
LS174T
Linea celular A431 (EGFR+) EGFR-1 Panitumumab-IR700
Linea celular A431 (EGFR+) EGFR-1 Panitumumab-IR700
Adenocarcinoma colénico muri-  FAP Anti-FAP-IR700

no + fibroblastos (MC38+MEF)
Linea celular A431 (EGFR+) EGFR-1 Panitumumab-IR700

Mama Metastasis 6seas de linea celular  EGFR-1 Panitumumab-IR700
de cancer de mama triple negativo
humano (MDA-MB-468-GFP/luc)

Cancer de mama murino 4T1 CD206 Anti-CD206-IR700
y linea celular de macrdfagos
murinos RAW264.7

Células humanas de cancer de FAP Anti-FAP-IR700
mama MDA-MB-231-FAP

Células de cancer de mama HER2 Trastuzumab-IR700
humano BT-474

Cancer de mama triple negativo: EGFR Cetuximab-IR700
MDAMB231 (EGFR moderado) y
TNBC (EGFR alto)

MDA-MB-468luc EGFR Panitumumab-IR700

Tabla 6. Caracteristicas principales y resultados de los estudios incluidos, organizados por localizacion tumo-
ral. El articulo marcado con (*) se repite en la tabla porque presenta resultados de dos modelos neoplasicos
distintos.

Abreviaturas: PIC = Fotoinmunoconjugado CAF = Fibroblasto asociado al cancer; FAP = Proteina activadora de fibroblas-
tos; BLI = Imagen de bioluminiscencia; GFP = Proteina fluorescente verde; ICG = Verde de indocianina; CEA = Antigeno
carcinoembrionario; EGFR = Receptor del factor de crecimiento epidérmico; HER2 = Receptor 2 del factor de crecimiento
epidérmico humano; CD206 = Receptor de manosa de macréfagos; NIR = Infrarrojo cercano.
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Efecto obtenido

Recurrencia

Ref.

Cambios en la sefial fluorescentey  Disminucion de la seiial fluorescen-

en el volumen tumoral
Intensidad de sefial ICG

Tiempo de vida de la fluorescencia
Volumen tumoral
Volumen tumoral
Cambios en la bioluminiscencia por

luciferasa

Crecimiento tumoral a lo largo del
tiempo (volumen tumoral relativo)

Crecimiento tumoral a lo largo del
tiempo (volumen)

Sefial de fluorescencia

Crecimiento tumoral a lo largo del
tiempo (volumen)

Cambios en la sefal de BLI

te y del volumen tumoral

Disminucién de la sefal ICG

Acortamiento del tiempo de vida

de la fluorescencia

Disminucién del volumen tumoral

Disminucién del volumen tumoral

Disminucion de la sefal de
luciferasa

Crecimiento enlentecido

Inhibicion del crecimiento tumoral

Disminucion de la seial de
fluorescencia

Inhibicion del crecimiento tumoral

Disminucion de la sefal de BLI

100% (enlentecida en el grupo
tratado)

100% (enlentecida en el grupo
tratado)

20%

100% (retrasada en el grupo
tratado)

100% (enlentecida en el grupo
tratado)

62%

100% (enlentecida en el grupo

tratado, dependiente de la dosis)

120

121

122

106

123

114%

124

125

126

127
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En relacion con los modelos de implantacién tumoral, la estrategia mas comun fue la inyeccion sub-
cutanea de células tumorales, utilizada en el 75 % de los estudios (18/24). Una proporcién menor,
correspondiente al 20,8 % (5/24), empleé modelos de implantacién ortotépica mediante cirugia,
mientras que un Unico estudio (4,2 %) aplicd un modelo de inyeccidn intraperitoneal con el objetivo
de simular una carcinomatosis peritoneal.!*

Las lineas celulares empleadas en cada estudio se detallan en la Tabla 6. En muchos casos, estas
lineas fueron modificadas genéticamente para expresar luciferasa o proteinas fluorescentes como
GFP (Green Fluorescent Protein), lo que permitié la monitorizacién dindmica de la carga tumoral
mediante técnicas de imagen por bioluminiscencia o fluorescencia.

Todos los estudios incluidos emplearon IR700 como PS conjugado a anticuerpos monoclonales dirigi-
dos frente a diversas proteinas tumorales y estromales, entre las que se encuentran CEA, FAP, EGFR,
HER2, CD206 y c-kit. Los PIC se administraron de forma sistémica y, habitualmente, fueron seguidos
de una irradiacidn con luz NIR transcurridas 24 horas. Las dosis de luz aplicadas variaron entre los 10
y los 270 J/cm?, en funcidn del protocolo de cada estudio. En diversos estudios se optd por adminis-
trar sesiones multiples de irradiacion, lo que permitié alcanzar una dosificacion acumulada de luz y

potenciar el efecto terapéutico. 103-107.110-113,118,115,121,124

La totalidad de los estudios incluidos (24/24) evidenciaron eficacia terapéutica de la NIR-PIT, definida
como la inhibicién o detencidn del crecimiento tumoral. La evaluacién de los resultados fue hetero-
génea. En 13/24 estudios (54,2 %) se midid el volumen tumoral, ya fuera mediante medicién directa
con regla milimetrada o a través de analisis volumétrico basado en la sefial de GFP. Los 11/24 estudios
restantes (45,8 %) valoraron la respuesta al tratamiento a partir de sefales de imagen, incluyendo
bioluminiscencia de luciferasa, intensidad fluorescente del PIC o técnicas de imagen basadas en el
tiempo de vida fluorescente. Estas metodologias permitieron una monitorizacién tumoral longitudi-

nal no invasiva.

Determinados grupos experimentales presentaron tasas de respuesta tumoral completa, destacando
aquellos que recibieron irradiaciones repetidas o estrategias combinadas. La recurrencia tumoral se
analizé en 17/24 estudios (70,8 %). En 10/24 de ellos (41,7 %) se observo que todos los animales
tratados presentaron recurrencia, si bien esta se produjo de forma sistematicamente mas tardia que
en los grupos control. En los estudios restantes, la tasa de recurrencia fue menor o se relacioné con
la dosis de luz administrada. La Tabla 6 muestra un resumen detallado de los patrones de respuesta

tumoral y recurrencia identificados.

El andlisis histopatoldgico se realizd en 17/24 estudios (70,8 %), donde se identificaron areas de
necrosis tumoral tras el tratamiento con NIR-PIT. La magnitud de dicha necrosis guardd una relacién
directa con la dosis de luz empleada: las fluencias altas (100-150 J/cm?) provocaron una necrosis
extensa con minima tumoracidn residual, mientras que las fluencias bajas (alrededor de 10 J/cm?)

produjeron Unicamente efectos parciales.!*®
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La toxicidad y los efectos adversos fueron evaluados en el 41,7 % de los estudios incluidos (10/24), sin
gue se documentaran efectos secundarios graves ni toxicidad sistémica. En un 29,2 % de los trabajos
(7/24) se confirmo la fluorescencia intrinseca de los PIC, independientemente del uso de marcadores
fluorescentes exdégenos como la GFP o la luciferasa, lo que refuerza su potencial aplicabilidad como
herramienta para cirugia guiada por fluorescencia.

La calidad metodoldgica se valoré mediante la CAMARADES Checklist for Quality Assessment, cuyo
resumen se presenta en la Tabla 7. El 96 % de los estudios (23/24) habian sido publicados en revistas
revisadas por pares y el 100 % (24/24) describian con claridad los modelos animales utilizados. El
79 % (19/24) realiz6 evaluacidn de resultados de forma enmascarada, y el 71 % (17/24) incluyé el
cdlculo del tamafio muestral, la adhesién a protocolos de bienestar animal y la declaracidn de conflic-
tos de interés. Sin embargo, solo el 50 % (12/24) informé con detalle las mediciones tumorales, los
regimenes de dosificacién o la asighacién aleatoria, lo que evidencia dreas susceptibles de mejora en
futuros disefios experimentales.

Referencia 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

£y X X X X X

102 X X X X X X

e X X X X X X X
0 X X X X X X X

& X X X X X X
e X X X X X X
&8 X X X X X X X
114 X X X X X X
B X X X X X X X
B X X X X X X

& X X X X X X
BB X X X X X

119 X X X X X

co X X X X X X X
120 X X X X X

) X X X X X X X
2 X X X X X X
s X X X X X X
= X X X X X X X
105 X X X X X X
2] X X X X X X X
125 X X X X X X X
i2e X X X X X X X
2 X X X X X X X

Tabla 7. Evaluacidn de la calidad metodoldgica segtin el CAMARADES Checklist.

Cada fila corresponde a un estudio individual incluido, y cada columna representa un item del CAMARADES Checklist. Una
marca (“x”) indica que el criterio se cumplio; las celdas en blanco indican que el item no se cumplié o no fue informado.
La lista incluye los siguientes items: (1) publicacion revisada por pares; (2) medidas tumorales detalladas; (3) agrupacion
aleatorizada; (4) régimen de dosificacion informado; (5) evaluacién ciega de los resultados; (6) dosis de luz informada; (7)
descripcidn clara del modelo animal; (8) célculo del tamafio muestral; (9) cumplimiento de las normativas sobre bienestar
animal; y (10) declaracién de posibles conflictos de interés.
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El riesgo de sesgo fue evaluado mediante la herramienta SYRCLE. El resumen detallado de la valora-
cién correspondiente a cada estudio incluido se presenta en la Tabla 8. La mayoria de los estudios
(87,5 %, 21/24) informé de manera adecuada la agrupacion de los individuos y su ocultamiento. En
el 62,5 % de los casos (15/24) se confirmaron caracteristicas basales equilibradas entre los grupos
experimentales. No fue posible valorar con precisidn los sesgos de rendimiento y deteccidn debido a
la falta de informacidn especifica en los estudios. Solo el 8,3 % (2/24) abordd de forma explicita la ges-
tién de datos incompletos. Por el contrario, la notificacion selectiva de resultados fue adecuadamente
controlada en el 91,7 % de los estudios (22/24).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 Reference
Si Si Si ? ? ? ? No Si 107
Si Si Si ? ? ? ? No Si 108
Si Si Si ? ? ? ? No Si 109
Si Si Si ? ? ? ? No Si 110
Si ? Si ? ? ? ? No Si 11
Si No Si ? ? ? ? No Si 12
Si Si Si ? ? ? ? No Si 13
No No No ? ? ? ? No No 114
Si Si Si ? ? ? ? No Si 15
Si ? Si ? ? ? ? No Si 116
No No No ? ? ? ? No Si 17
Si ? Si ? ? ? ? No Si 118
No No No ? ? ? ? No Si 119
No No No ? ? ? ? Si Si 104
Si No Si ? ? ? ? No Si 120
Si Si Si ? ? ? ? Si Si 121
No No No ? ? ? ? No Si 122
Si Si Si ? ? ? ? No Si 106
Si Si Si ? ? ? ? No Si 123
Si No No ? ? ? ? No Si 105
Si Si Si ? ? ? ? No Si 124
Si Si Si ? ? ? ? No Si 125
Si Si Si ? ? ? ? No Si 126
Si Si Si ? ? ? ? No Si 127

Tabla 8. Valoracion del riesgo de sesgo mediante la herramienta SYRCLE.

Cada fila corresponde a un estudio individual incluido. Cada columna representa un dominio de la herramienta SYRCLE
para la evaluacion del sesgo de riesgo, numerados de la siguiente manera: (1) generacién de la secuencia de agrupacion
(sesgo de seleccidn); (2) caracteristicas basales (sesgo de seleccidn); (3) ocultacidn de la asignacion (sesgo de seleccion); (4)
alojamiento aleatorio (sesgo de desempefio); (5) evaluacion ciega de los resultados (sesgo de desempefio); (6) evaluacion
aleatoria de los resultados (sesgo de deteccidn); (7) evaluacién ciega de los resultados (sesgo de deteccidn); (8) gestion
de datos incompletos (sesgo de desgaste); (9) notificacidn selectiva de resultados (sesgo de notificacidn). “Si” indica bajo
riesgo de sesgo, “No” indica alto riesgo de sesgo, y “?” indica riesgo incierto debido a informacidn insuficiente.
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6.2.2. RESULTADOS POR LOCALIZACION ANATOMICA

Con fines de interpretacion traslacional, los estudios fueron clasificados en cinco grupos segun la
localizacion anatdmica de la neoplasia a estudio: esofago (3/24), estébmago (6/24), pancreas (5/24),
colon-recto (5/24) y mama (6/24). Un estudio fue clasificado en dos categorias, al incluir modelos

tanto de tumor gastrico como mamario.!!2

En cancer de esofago, los tres estudios incluidos se centraron en carcinomas escamosos, dirigiendo
la terapia hacia el estroma tumoral, en concreto a los fibroblastos asociados al cancer (CAF, Cancer
Associated Fibroblasts) que expresan la proteina de activaciéon de fibroblastos (FAP, Fibroblast
Activation Protein).2%*-%7 En todos se objetivd inhibicion del crecimiento tumoral y retraso en la recu-
rrencia en los grupos tratados con NIR-PIT. En dos de ellos se empled una estrategia de doble diana,
combinando el tratamiento dirigido a CAF con la terapia especifica frente a células tumorales.

En cancer gastrico, se incluyeron seis estudios. Tres abordaron la carcinomatosis peritoneal median-
te NIR-PIT dirigida al receptor HER2, observandose en todos ellos una reduccién de la progresidn
tumoral.’%!12 Uno de estos estudios alcanzd una tasa de respuesta completa del 40 % en modelos
subcutaneos con terapia repetida.!!! Otro estudio demostro eficacia en el tratamiento de metastasis
Oseas de origen gastrico.'? Un trabajo adicional evalud tumores gastricos con expresion de CEA, con-
firmando enlentecimiento del crecimiento tumoral tras la NIR-PIT.1®® Finalmente, un estudio centrado
en tumores del estroma gastrointestinal (GIST), incluido en este grupo por su localizacion frecuente-
mente gastrica, reportd respuestas completas en el 42,9 % de los animales tratados mediante NIR-PIT
dirigido contra c-kit.'*

Cinco estudios evaluaron el cancer de pancreas.®211%117 Cyatro utilizaron CEA como diana terapéutica
y uno empled FAP. En todos se objetivé eficacia terapéutica. En tres de ellos se combind NIR-PIT
con reseccion quirlrgica, alcanzandose tasas de respuesta completa del 50 %, 71,4 % y 85,7 %,

respectivamente, 14116

El cdncer colorrectal fue objeto de analisis en cinco estudios. Tres de ellos emplearon PIC basados en
panitumumab dirigidos contra EGFR, uno se dirigié a CEA y otro a FAP. Todos evidenciaron una inhibi-
cion del crecimiento tumoral. Uno de los estudios con diana EGFR objetivd respuestas completas en
el 80 % de los animales tratados tras exposiciones repetidas a la luz.**!

Finalmente, seis estudios abordaron el cancer de mama. Uno de ellos utilizé NIR-PIT basado en tras-
tuzumab para tratar tumores HER2 positivos, observandose supresion del crecimiento tumoral.'?®* Dos
estudios dirigieron la terapia hacia componentes del microambiente tumoral—macréfagos CD206+ y
CAF FAP+—mostrando también inhibicién tumoral.’%*!2? |os tres estudios restantes se centraron en
cancer de mama triple negativo, empleando PIC dirigidos a EGFR. Uno de ellos alcanzé una tasa de
respuesta completa del 38 % en los grupos tratados con multiples sesiones terapéuticas.'?
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7.DISCUSION

7.1. APLICACION PRECLINICA DE LA NIR-PIT EN UN MODELO DE
CANCER DE MAMA HER2+ RESISTENTE AL TRASTUZUMAB

El presente trabajo de tesis, realizado en el marco de un proyecto colaborativo entre el Servicio de
Cirugia General del Hospital Germans Trias i Pujol y el Institut Quimic de Sarria, ha consistido en
explorar el potencial terapéutico de la NIR-PIT en el tratamiento del cdncer de mama HER2+, identi-
ficando como brecha clave su aplicabilidad en contextos de resistencia al trastuzumab, un escenario
clinico donde las terapias convencionales resultan limitadas. Se ha abordado el tema desde una doble
perspectiva metodoldgica, con un enfoque inicial centrado en un estudio experimental en modelo
murino con cancer de mama HER2+ resistente al trastuzumab y una posterior expansion hacia su
aplicabilidad en otros escenarios de la Cirugia General, buscando contextualizar la NIR-PIT dentro de
un marco clinico mas amplio, pero manteniendo como nucleo del trabajo el abordaje terapéutico de

cancer de mama HER2+.

El estudio experimental constituye el eje central de la tesis y la principal contribucién original del
proyecto. Los resultados obtenidos en dicho estudio corroboran su hipétesis inicial: el conjugado
Tz-IR700 es eficaz en el tratamiento in vivo de tumores de mama HER2+ resistentes al trastuzumab.

En este caso, se utilizé un modelo murino basado en la linea celular HCC1954, caracterizada por su
resistencia intrinseca al trastuzumab y seleccionada por su perfil clinicamente representativo, frente
a otras lineas celulares mas sensibles como BT-474. Esta eleccidn refuerza su validez como herra-
mienta preclinica para la evaluacidn de nuevas estrategias terapéuticas en situaciones de resistencia
farmacoldgica. La respuesta terapéutica positiva observada en este contexto resalta la utilidad de la
NIR-PIT incluso cuando las terapias convencionales no resultan eficaces, al depender de la presencia
del receptor como diana de unidn y no de su bloqueo funcional. Estos hallazgos no solo refuerzan el
valor de la NIR-PIT en el tratamiento del cancer de mama HER2+ resistente al trastuzumab, sino que
abren la puerta a futuras lineas de investigacidn centradas en su aplicacion frente a otros contextos
de resistencia farmacoldgica, especialmente en neoplasias donde las opciones terapéuticas actuales

son limitadas.

El estudio incluye, ademas, la visualizacion de la acumulaciéon selectiva del conjugado en el tumor
mediante fluorescencia in vivo, lo que no solo permite confirmar la captacion especifica, sino que
respalda el uso potencial del conjugado como marcador intraoperatorio para la deteccidon de mar-
genes tumorales y de enfermedad microscépica residual. Junto a esta especificidad se objetivd una
adecuada tolerancia al tratamiento, sin evidencias de toxicidad clinica. De forma complementaria,
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otros experimentos in vitro llevados a cabo en el marco del mismo proyecto confirman que la acti-
vidad citotdxica del PIC depende de la generacién de oxigeno singlete tras la activacién luminica del
PS, lo que contribuye a entender su mecanismo de accidn.'?® En conjunto, estos resultados refuerzan
el perfil de seguridad, especificidad y aplicabilidad terandstica de la NIR-PIT en un escenario clinica-
mente relevante.
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7.2. PROYECCION QUIRURGICA Y MADUREZ TRASLACIONAL

Como ya se ha mencionado, para situar los hallazgos experimentales en un contexto mas amplio, se
ha llevado a cabo una revision sistematica centrada en la evidencia preclinica in vivo de la NIR-PIT
en el campo de la Cirugia General, con el objetivo de identificar su grado de madurez traslacional,
las principales barreras para su implementacién clinica y su posible integracion como herramienta
adyuvante en contextos quirurgicos oncoldgicos. Esta revisidon ha permitido identificar una tendencia
aun incipiente pero creciente hacia el desarrollo de estudios sobre NIR-PIT en neoplasias quirdrgicas
del aparato digestivo y endocrino, aunque sin perder de vista que, en todos los casos, el tratamiento
se encuentra en fase preclinica.

Se han identificado patrones comunes en los estudios publicados hasta la fecha que permiten validar
de forma indirecta los resultados del presente trabajo, ya que si bien todos los estudios muestran una
ralentizacion del crecimiento tumoral tras la NIR-PIT, la erradicaciéon completa es poco frecuente vy,
cuando se consigue, suele estar asociada a protocolos con multiples sesiones de luz o combinaciones
terapéuticas. Este hecho sugiere que es necesario optimizar los regimenes de administracion farma-
coldgica y aplicacidon de luz en NIR-PIT, y refuerza su papel complementario dentro de un enfoque
multimodal. Pese a la heterogeneidad de los estudios incluidos y las dianas terapéuticas selecciona-
das, el analisis narrativo evidencia el potencial de la terapia para resolver retos comunes en cirugia
oncolédgica, como la delimitacidn de margenes o la reduccion de recurrencias.
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7.3. APLICABILIDAD DE LA NIR-PIT SEGUN LOCALIZACION TUMORAL

Asimismo, cabe destacar que la aplicabilidad de la NIR-PIT varia segun las caracteristicas biolégicas
y anatédmicas de cada tipo de tumor, habiéndose identificado escenarios clinicos particularmente
propicios para su integracion como terapia adyuvante o herramienta diagndstica intraoperatoria. En
el caso del cancer de mama, la utilidad de la NIR-PIT se ha demostrado en distintos subtipos. En
modelos HER2+, como el abordado en este trabajo, el tratamiento con conjugados tipo trastuzu-
mab-IR700 ha evidenciado una regresion tumoral significativa, lo que respalda su posible aplicacién
intraoperatoria para el tratamiento de margenes tras cirugia conservadora de mama.'?®* Por otro
lado, en el subtipo triple negativo, caracterizado por la falta de opciones terapéuticas efectivas, la PIT
dirigida contra EGFR ha logrado tasas de curacion del 38 % con dosificaciones repetidas.** Ademas,
dianas estromales como CD206 y FAP abren nuevas posibilidades para remodelar el microambiente
tumoral, potenciando una sinergia inmunoterapéutica emergente.10122

En el carcinoma escamoso de eséfago, donde las resecciones quirdrgicas se asocian a elevada
morbilidad y el margen completo es dificil de alcanzar, la NIR-PIT se perfila como una estrategia
complementaria con valor afadido. Los estudios preclinicos disponibles sugieren que el doble direc-
cionamiento frente a componentes tumorales y estromales podria mejorar la respuesta terapéutica
en este contexto, y su aplicacién mediante plataformas endoscdpicas o intraoperatorias permitiria su
uso tanto en situaciones irresecables como en régimen neoadyuvante, con el objetivo de modular el
microambiente antes o durante la cirugia.%>17

En el cancer gastrico con carcinomatosis peritoneal, donde las opciones terapéuticas actuales son
principalmente paliativas, la NIR-PIT ha mostrado actividad terapéutica relevante cuando se dirige
a HER2 o CEA, alcanzando incluso respuestas completas con tratamientos repetidos.08109111112 gy
este escenario, su capacidad terandstica podria desempeiiar un doble papel: mejorar la deteccion
intraoperatoria de enfermedad microscopica mediante fluorescencia, y permitir el tratamiento loca-
lizado de implantes no visibles, contribuyendo asi al control locorregional.*?” Su aplicacion durante la
gastrectomia podria también actuar como estrategia profilactica frente a recidivas peritoneales.

Respecto al adenocarcinoma de pdancreas, uno de los tumores mds agresivos y con altas tasas de re-
currencia incluso tras resecciones aparentemente completas, la NIR-PIT ha demostrado una notable
actividad antitumoral en modelos ortotdpicos, especialmente cuando se integra con la cirugia.'*%
Los porcentajes de respuesta completa de hasta el 85,7 % apuntan a su potencial como coadyuvante
intraoperatorio para optimizar los margenes quirurgicos, particularmente en zonas anatdmicamente
comprometidas. A su vez, la fluorescencia derivada de los conjugados puede facilitar la delimitacién
de margenes en tiempo real, mejorando la precisidén de la reseccidn. En tumores borderline reseca-
bles, su combinacidn con tratamientos neoadyuvantes podria incrementar la tasa de resecciones.

En cdncer colorrectal, tanto las lesiones primarias como las metastdsicas constituyen escenarios
clinicamente relevantes para la aplicacion de la NIR-PIT. Diversos estudios han confirmado su eficacia
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preclinica frente a dianas como EGFR, CEA y FAP, destacando un trabajo con tasas de curacion del
80 % tras exposiciones repetidas a luz en modelos EGFR-positivos.' En el entorno de neoplasias
primarias, su uso tras reseccidn rectal podria facilitar la eliminacidn de restos microscépicos en la
pelvis, mientras que en enfermedad metastdsica, especialmente con afectacién peritoneal o hepati-
ca, podria integrarse con cirugia citorreductora, HIPEC o terapias sistémicas para reforzar el control

locorregional.
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7.4. INTEGRACION QUIRURGICA Y RETOS DE IMPLEMENTACION

Tanto el estudio experimental como el analisis bibliografico ponen de manifiesto la sinergia entre la
cirugia oncoldgica y la NIR-PIT, que lejos de concebirse como un tratamiento alternativo, podria con-
vertirse en una herramienta capaz de integrarse en el acto quirdrgico como tratamiento adyuvante
inmediato para eliminar células tumorales residuales no visibles al ojo humano. Este enfoque podria
tener un impacto directo en la reduccidn de mdargenes quirdrgicos positivos, una de las principales
causas de recidiva local y reintervencion.?1% Adem3s de su uso adyuvante, la capacidad de los PIC
para emitir fluorescencia en tiempo real permite plantear su aplicaciéon intraoperatoria como tecno-
logia de apoyo a la reseccion, especialmente en zonas anatdmicamente complejas, en linea con los
principios de cirugia oncoldgica de precisién.

Asimismo, esta integracion permitiria solventar una de las limitaciones fisicas de la NIR-PIT — la escasa
penetracién de la luz NIR en tejidos profundos — mediante el acceso quirurgico directo al campo de
irradiacidn, optimizando asi la eficacia del tratamiento sin incrementar su invasividad.

La revisién pone de manifiesto una limitacién metodolégica comun a la mayoria de los estudios,
incluido el nuestro: el uso de modelos animales inmunodeficientes. Si bien estos modelos son in-
dispensables para evaluar la accidn especifica de los conjugados terapéuticos y para la implantacién
de tumores humanos en modelos animales, no permiten valorar el impacto inmunoldgico global ni
los efectos adversos potenciales derivados de la interaccién con un sistema inmune funcional. Esto
representa un obstaculo relevante para la traslacion clinica y subraya la necesidad de estudios en
modelos inmunocompetentes para, eventualmente, realizar ensayos clinicos en humanos.

En este contexto, resulta imprescindible sefialar que la implementacién clinica de la NIR-PIT no de-
pende Unicamente de su eficacia demostrada en modelos preclinicos, sino que enfrenta una serie de
barreras técnicas y regulatorias. Entre los retos identificados se encuentra la necesidad de desarrollar
nuevos anticuerpos o vectores que amplien el abanico de dianas terapéuticas, asi como de establecer
protocolos homologados en cuanto a la dosificacion del farmaco y la administracién de luz, espe-
cialmente cuando se plantea su integracion con la cirugia. Ademas, el hecho de que algunos de los
estudios preclinicos analizados dirijan la terapia no solo contra células tumorales, sino también contra
componentes del estroma tumoral (como fibroblastos asociados al cadncer o macréfagos tumorales)
abre nuevas vias para su combinacién con inmunoterapias emergentes, al actuar también sobre el
microambiente tumoral. Asimismo, es indispensable avanzar hacia ensayos clinicos controlados en
tumores de mal prondstico, como el adenocarcinoma pancreatico, la carcinomatosis peritoneal o el
cancer de mama triple negativo, donde la necesidad de nuevas estrategias terapéuticas es especial-
mente acuciante.

A lo largo de este proyecto, la colaboracidn interdisciplinar entre los equipos clinicos del Servicio de
Cirugia General y el grupo de investigacion Fotoquimica del Institut Quimic de Sarria ha sido funda-
mental para complementar conocimientos, recursos y enfoques metodoldgicos.
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En conjunto, los resultados obtenidos apoyan la consideracion de la NIR-PIT como una herramienta
potencialmente util en el tratamiento del cdncer de mama HER2+ resistente al trastuzumab, con
potencial de aplicacién mds amplia en el campo de la cirugia oncoldgica. Esta tesis subraya que el
verdadero reto ya no reside Unicamente en demostrar la eficacia del tratamiento, sino en adaptar
su desarrollo tecnoldgico y clinico a las condiciones reales de la cirugia moderna. En este sentido,
la NIR-PIT puede considerarse una modalidad con potencial transformador en la practica quirdrgica
oncoldgica, capaz de integrarse de forma complementaria en protocolos clinicos futuros orientados
a reducir recurrencias, mejorar la precisiéon y personalizar la atencién oncoldgica. El camino hacia
su implementacién pasa por disefiar estudios que combinen precisién cientifica, realismo clinico y
viabilidad regulatoria, incluyendo tanto la mejora de modelos experimentales como la adecuacidn
tecnoldgica a las exigencias de la cirugia oncoldgica contemporanea, aspectos que han sido identifi-
cados en esta investigacion como préximos pasos imprescindibles para su consolidacion.
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7.5. FORTALEZAS Y LIMITACIONES

El trabajo desarrollado en esta tesis presenta varios puntos fuertes. En primer lugar, la combinacion
de un estudio experimental original con una revision sistematica reglada, ha permitido no solo ge-
nerar conocimiento propio, sino también contextualizarlo criticamente dentro del estado actual de
la investigacion en NIR-PIT. Esta doble aproximacién ha facilitado la identificacion de vacios en la
literatura y ha marcado futuras lineas de investigacion.

Una segunda fortaleza es el enfoque aplicado del estudio, centrado desde el inicio en un modelo bio-
l6gico clinicamente relevante: el cdncer de mama HER2+ resistente al tratamiento con trastuzumab.
La eleccion de un sistema tumoral complejo permite valorar la NIR-PIT en un escenario de necesidad
clinica no cubierta, lo que refuerza la aplicabilidad de los resultados obtenidos.

Ademas, destaca especialmente el cardcter multidisciplinar y multicéntrico del equipo de trabajo, que
ha abarcado desde la sintesis del PIC hasta la experimentacion in vivo y la elaboracidn de la revisién
sistematica. Esta estructura colaborativa ha permitido integrar conocimientos de cirugia, anatomia

patoldgica, bioquimica y fotoquimica, garantizando un abordaje holistico.

No obstante, deben reconocerse también ciertas limitaciones. El estudio se ha desarrollado en un
Unico modelo preclinico, y no se han incluido tratamientos comparativos frente a otras estrategias
terapéuticas, ya que no formaba parte de los objetivos definidos. No obstante, este tipo de analisis
sera imprescindible en fases posteriores de validacion, especialmente en estudios orientados a la
traslacién clinica. Ademas, aunque se ha demostrado la eficacia de la NIR-PIT en condiciones experi-
mentales controladas, no se ha abordado la evaluacién de efectos a largo plazo, aspectos fundamen-
tales para avanzar en su caracterizacion.

Por dltimo, aunque el modelo in vivo utilizado resulta adecuado para una primera aproximacion
terapéutica, el uso de modelos inmunocompetentes mas representativos del microambiente tumoral
real permitira, en futuras fases, obtener una vision mas completa de la interaccion entre tratamiento
y entorno biolégico.



7. DISCUSION

7.6. PERSPECTIVA TRASLACIONAL, IMPACTO SOCIAL Y DE GENERO

Desde un punto de vista socioecondmico, el presente trabajo se alinea con los objetivos de la “EU
Mission: Cancer”, una iniciativa de la Comisién Europea enmarcada en el programa Horizon Europe.®
Esta misidon tiene como objetivo mejorar la vida de mas de tres millones de personas para el aifio 2030,
a través de acciones integradas que aborden la prevencidn, la deteccidn temprana, el tratamiento y
la calidad de vida de pacientes oncoldgicos y sus familias.®* Nuestra investigacion contribuye especial-
mente al desarrollo de los pilares de mejora del diagndstico y tratamiento, asi como de la calidad de
vida, dado que se trata de una modalidad terapéutica con propiedades terandsticas y minimamente
invasiva que responde a una necesidad clinica vigente.

Desde una perspectiva de género, esta tesis aborda una patologia que afecta mayoritariamente a
mujeres, lo que refuerza su alineacion con las politicas de equidad de género en salud promovidas
tanto por la Unién Europea como por la Organizacién Mundial de la Salud. El “Plan Europeo de Lucha
contra el Cancer” reconoce explicitamente las desigualdades de género en el acceso a la prevencion,
el diagndstico y el tratamiento del cancer. En esta linea, la European Cancer Organisation —una red
que agrupa a sociedades cientificas, profesionales sanitarios y organizaciones de pacientes a nivel
europeo— ha propuesto medidas especificas para reducir estas desigualdades, varias de las cuales
se relacionan con el ambito de esta investigacion.'*! Entre ellas destacan la necesidad de promover el
acceso equitativo a tratamientos innovadores y personalizados, impulsar el uso de nuevas tecnologias
para mejorar la precisién y los resultados clinicos, y garantizar la disponibilidad de terapias eficaces
en casos de cancer avanzado o metastasico. En este contexto, el uso de la PIT en cancer de mama
HER2+ resistente al trastuzumab representa una linea de investigacidon especialmente relevante,
al ofrecer un enfoque de alta especificidad que puede mejorar el control local de la enfermedad,
minimizar secuelas funcionales y contribuir a una atencién mds adaptada a las necesidades clinicas
de las pacientes.

Asimismo, la ya mencionada “Iniciativa Mundial contra el Cancer de Mama” de la OMS tiene como
objetivo reducir la mortalidad por cancer de mama en un 2,5% anual hasta 2040, enfocandose en la
promocion de la salud, el diagndstico oportuno y el manejo integral de la enfermedad.® En el ambito
nacional, la “Estrategia en Cancer del Sistema Nacional de Salud”, actualizada en 2021, también des-
taca la importancia de la equidad en el acceso a servicios oncolégicos y la necesidad de abordar las
desigualdades de género en salud.’® En este contexto, el desarrollo de terapias innovadoras como
la fotoinmunoterapia no solo representa un avance cientifico, sino también una contribucidn signifi-
cativa a la reduccion de las desigualdades de género en salud, al ofrecer tratamientos mas precisos
y menos invasivos para una enfermedad que impacta de manera directa en la vida de las mujeres.
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1. Respecto al objetivo de evaluar la eficacia terapéutica de la NIR-PIT mediante el uso de un PIC
compuesto por trastuzumab y un PS en el tratamiento del cancer de mama HER2+ resistente
al trastuzumab, evaluando su capacidad para inducir respuesta antitumoral especifica en un

modelo murino clinicamente relevante:

La NIR-PIT, basada en un PIC de trastuzumab e IR700, demostré eficacia terapéutica en un modelo
murino de cancer de mama HER2+ resistente al trastuzumab, utilizando la linea celular HCC1954.
Este modelo permitié validar la aplicabilidad de la terapia en un contexto clinicamente relevante de
resistencia farmacoldgica, actuando mediante un mecanismo independiente del bloqueo funcional
del receptor. Los resultados obtenidos respaldan el potencial de la NIR-PIT como estrategia dirigida
con posible aplicacién en escenarios clinicos complejos.

2. Respecto al objetivo de caracterizar el patron de respuesta locorregional al tratamiento con
NIR-PIT en términos de evolucién del tamaiio tumoral y dindmica de crecimiento, en un modelo

murino de cancer de mama HER2+ resistente al trastuzumab:

El tratamiento con NIR-PIT produjo una reduccidn progresiva y estadisticamente significativa del
didmetro tumoral medio (MTD) en los animales del grupo tratado (“Tz-IR700 Light”), con diferencias
observadas entre el inicio y la primera sesién (0,563 + 0,178 mm), entre la primera y la segunda sesion
(0,470 £ 0,175 mm), y entre el inicio y el final del protocolo (1,033 £ 0,231 mm), todas con p < 0,05.
Este patrdn sugiere una desaceleracién constante del crecimiento tumoral inducida por la terapia tras
cada irradiacion. En contraste, el grupo control (“Tz-IR700 Dark”) mostré incrementos significativos
del MTD en todos los intervalos analizados, reflejando un crecimiento tumoral sostenido en ausencia
de fototerapia. Estos resultados confirman el efecto antitumoral especifico de la NIR-PIT en el modelo
empleado.

3. Respecto al objetivo de explorar las propiedades fluorescentes de la NIR-PIT in vivo y su

aplicabilidad como herramienta terandstica en cirugia oncoldgica:

La evaluacién mediante imagen de fluorescencia in vivo (IVIS) permitié confirmar la acumulacién
selectiva del fotoconjugado en el tejido tumoral, con una intensidad de sefial superior a la de los
tejidos adyacentes. Esta captacion diferencial valida el potencial terandstico de la NIR-PIT y su apli-
cabilidad como herramienta de guiado intraoperatorio para la localizaciéon de margenes tumorales y
enfermedad microscopica residual.
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4. Respecto al objetivo de evaluar el perfil de toxicidad de la NIR-PIT en un modelo murino de

cancer de mama HER2+ resistente al trastuzumab:

El tratamiento fue bien tolerado por todos los animales incluidos en el estudio. No se observaron
pérdidas de peso, alteraciones conductuales ni sighos clinicos de toxicidad. Ademas, ningln animal
alcanzé durante el experimento los criterios predefinidos de eutanasia por carga tumoral o deterioro
clinico, lo que apoya el perfil de seguridad de la NIR-PIT en condiciones experimentales con adminis-
tracion sistémica del PIC y exposicion luminica localizada.

5. Respecto al objetivo de identificar, mediante una revisidn sistematica de la literatura, las
principales barreras para la implementacion clinica de la NIR-PIT en el ambito de la Cirugia

General, asi como sus posibles aplicaciones futuras:

La revision sistematica identificé 24 estudios preclinicos in vivo en tumores abordables desde la
Cirugia General. A partir del andlisis narrativo, se identificaron como barreras principales para la
implementacion clinica de la NIR-PIT el uso generalizado de modelos inmunodeficientes, la falta de
estandarizacién de protocolos de administracién del conjugado y de los parametros de luz, asi como
las limitaciones tecnoldgicas para garantizar una irradiacion eficaz en tejidos profundos o en cavida-
des corporales. Al mismo tiempo, se detectaron lineas de aplicacidn con alta proyeccion clinica, entre
las que destacan el tratamiento intraoperatorio de carcinomatosis peritoneal para eliminar implantes
no visibles; el tratamiento de margenes tras resecciones oncoldgicas en regiones anatdémicamente
complejas como pancreas, recto o eséfago; y su combinacién con inmunoterapia dirigida al estroma
en neoplasias con microambientes inmunosupresores. En el caso del cdncer de mama, ademas, se ha
documentado su posible utilidad en subtipos con mal prondstico como el triple negativo, asi como su
aplicacién intraoperatoria para optimizar el control locorregional tras cirugia conservadora.
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9.1. PROYECTO DE INNOVACION: SNIPer

9.1.1. DEFINICION

La experiencia adquirida durante el desarrollo de esta tesis ha permitido identificar una de las prin-
cipales barreras para la implementacion clinica de la NIR-PIT en cirugia: la ausencia de una solucion
logistica que permita aplicar la terapia de forma compatible con el entorno quirlrgico real. Aunque
el tratamiento ha demostrado ser eficaz, seguro y minimamente invasivo en modelos preclinicos,
su aplicacién practica en quiréfano presenta limitaciones técnicas que, hasta la fecha, no han sido
resueltas.

Anteestanecesidadnocubierta, surge el proyecto SNIPer (Surgical Near-Infrared Photoimmunotherapy
enhancer), una propuesta tecnoldgica disefiada para facilitar la aplicacion intraoperatoria de la
NIR-PIT. El proyecto ha sido concebido como una innovacion orientada a la practica quirdrgica, y su
desarrollo parte directamente de las observaciones realizadas durante el trabajo experimental de
esta tesis.

SNIPer tiene como objetivo optimizar la integracién de la NIR-PIT en protocolos quirdrgicos existen-
tes, favoreciendo su uso como herramienta adyuvante inmediata tras la reseccion tumoral. Entre los
beneficios que se prevé alcanzar se incluyen: la mejora en la precisién del tratamiento locorregional,
la reduccion del riesgo de recurrencia asociado a margenes positivos, y la ampliacidn del acceso a
terapias dirigidas en pacientes con tumores de alto riesgo o dificil reseccidn.

Dado que el proyecto se encuentra actualmente en fase de proteccién mediante patente, no es
posible divulgar detalles especificos sobre la tecnologia. Sin embargo, se han definido claramente
sus beneficios clinicos y su potencial aplicabilidad en cirugia oncoldgica de mama, asi como en otras
localizaciones anatdmicas tratadas habitualmente en el ambito de la Cirugia General.
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9.1.2. RECONOCIMIENTOS Y APOYO INSTITUCIONAL

El proyecto SNIPer ha sido impulsado con el apoyo continuado de nuestra institucion y ha recibido
también soporte externo a través de su participacion en distintas iniciativas de innovacién clinica.
Estas han proporcionado recursos clave para su desarrollo, incluyendo formacién, financiacion y
validacion tecnoldgica. Actualmente, el proyecto contintda contando con respaldo institucional para
avanzar hacia nuevas etapas y captar financiacién adicional. A continuacion, se presentan los princi-
pales programas en los que ha participado: el Healthcare Entrepreneur Exchange Programme (HEEP),
el programa Growlnn, la iniciativa “De la Ciencia al Mercat” y la financiacion obtenida en el marco de
la convocatoria “Industria del Coneixement — Llavor”. El proyecto ha sido ademas seleccionado para
la participacion en la préxima edicidn del programa Caixa Impulse — Fase 1 (2025-2026) financiado

por la Fundacion “La Caixa”.

9.1.2.1. “HEALTHCARE ENTREPRENEUR EXCHANGE PROGRAMME (HEEP)”

El proyecto SNIPer ha sido reconocido en el marco de diversas iniciativas impulsadas por el Hospital
Universitari Germans Trias i Pujol para fomentar la innovacién clinica entre profesionales asisten-
ciales. En este contexto, la participacién en el programa HEEP durante el curso 2022-2023 supuso
un impulso relevante para el desarrollo del proyecto y para la adquisicién de competencias clave en
emprendimiento e innovacion aplicada a la cirugia.

HEEP es un programa internacional organizado conjuntamente por el Institut Catala de la Salut (ICS) y
el National Health Service (NHS) del Reino Unido. Estd dirigido a profesionales con actividad asistencial
gue lideran proyectos de innovacidn en fases iniciales, y combina formacidn especializada, mentoria
individual y una estancia formativa en hospitales britanicos. El proyecto presentado fue seleccionado
como uno de los tres ganadores del centro, lo que permitio participar en la fase internacional con una
estancia en el Leeds Teaching Hospitals NHS Trust y el Sheffield Teaching Hospitals NHS Foundation
Trust.

Durante el programa se abordaron aspectos como la planificacidn estratégica de proyectos, el desa-
rrollo del modelo de negocio y la comunicacién no cientifica. Esta experiencia ha facilitado ademas el
establecimiento de contactos estratégicos y la exploracion de futuras colaboraciones internacionales
en el dmbito de la innovacion sanitaria.

Como parte del reconocimiento obtenido, el proyecto SNIPer recibié una primera dotacién econé-
mica de 15.000 €, destinada a impulsar su desarrollo en fases tempranas. Esta ayuda ha permitido
avanzar en aspectos clave de viabilidad técnica y estratégica, asi como consolidar el disefio preliminar

del proyecto.
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9.1.2.2. PROGRAMA “GROWINN"

Tras la participacién en el HEEP, el proyecto SNIPer fue seleccionado para su desarrollo dentro del
programa GrowlInn, una incubadora de proyectos de innovacién clinica impulsada por el Instituto
de Investigacién Germans Trias i Pujol (IGTP). Este programa, orientado también a profesionales del
ambito asistencial, permitié adquirir conocimientos clave sobre fundamentos de proteccidn de la
propiedad intelectual, regulatoria aplicada a tecnologias sanitarias y fuentes de financiacion para
proyectos de base clinica.

Ademas de la formacién estructurada, el programa facilité la creacidn de sinergias entre instituciones
participantes: HUGTIP, IrsiCaixa, el Institut de Recerca contra la Leucémia Josep Carreras (lJC), el
Consorci Sanitari del Maresme y el Institut Guttmann.

SNIPer fue reconocido como mejor proyecto en el Demo day final, obteniendo una dotaciéon econémi-
ca de 5.000 €, destinada a una evaluacion tecnoldgica externa a cargo de Inveniam Group, consultora
especializada en valorizacién y transferencia de activos biomédicos.

9.1.2.3. PROGRAMA “DE LA CIENCIA AL MERCAT”

El proyecto SNIPer fue también seleccionado para participar en el programa “De la Ciéncia al Mercat”,
una iniciativa formativa promovida por StartUB! (Universitat de Barcelona), en colaboracién con la
Universitat Autobnoma de Barcelona, la Universitat Politécnica de Catalunya, la Universitat Pompeu
Fabra y la Universitat de Girona. Se trata de un programa subvencionado por el Departament d’Em-
presa i Treball de la Generalitat de Catalunya y cofinanciado por el Fons Social Europeu Plus, dirigido a
investigadores con proyectos cientificos con potencial de aplicacién mas alla del entorno académico.
Su objetivo es proporcionar formacidn practica y estratégica para facilitar la comprensién del proceso
de valorizacién del conocimiento, desde la generacién de resultados hasta su posible implementacién

en el entorno social o econdmico.

El curso se desarrollé entre octubre y diciembre de 2024, con una duracién total de 100 horas, y com-
bind sesiones tedricas y tutorias personalizadas. Los contenidos se estructuraron en torno a cuatro
blogues tematicos: introduccién a la emprendeduria cientifica, estrategias de proteccion y valoriza-
cién de resultados, fundamentos de gestion empresarial aplicada a proyectos de base tecnoldgica, y
desarrollo de habilidades personales para la gestién de proyectos y liderazgo en entornos complejos.

La participacién en este programa permitié profundizar en el analisis estratégico del trabajo desarro-
llado durante la tesis, asi como adquirir herramientas para identificar con mayor claridad su posible
aplicabilidad futura desde una perspectiva de desarrollo estructurada y realista.
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9.1.3. FINANCIACION EXTERNA PARA EL PROYECTO SNIPER

El proyecto SNIPer ha sido financiado en el marco de la convocatoria 2024 del programa “Industria
del Coneixement — Modalidad Llavor”, gestionado por la Agencia de Gestid d’Ajuts Universitaris
i de Recerca (AGAUR), impulsado por el Departamento de Empresa y Trabajo de la Generalitat de
Catalufia y cofinanciado por el Fondo Social Europeo Plus. Esta ayuda, dotada con 20.000 €, estd
orientada a apoyar proyectos de investigacidon con potencial de transferencia en fases iniciales de de-
sarrollo tecnoldgico. Los fondos obtenidos se han destinado al disefio y construccion del primer MVP
(producto minimo viable) asociado a la tecnologia. Esta financiacién ha permitido iniciar una nueva
fase centrada en la validacién funcional del concepto y en la preparacion de su futura aplicacion en
un entorno preclinico, la cual se continuard durante el préximo afio gracias a la participacién en el
programa Caixa Impulse financiado por la Fundacién “La Caixa”, que ha dotado al proyecto de 50.000

€ mas para su desarrollo.

9.1.4. NIVEL DE DESARROLLO ADQUIRIDO DEL PROYECTO SNIPER Y SIGUIENTES PASOS

Desde el inicio del proyecto, el desarrollo de SNIPer se ha abordado con una estrategia integral que
combina la validaciéon cientifica con una orientacion hacia la transferencia tecnoldgica. Uno de los
pasos iniciales fue asegurar la proteccion de los resultados mediante la colaboracién con la agencia
ZBM Patents & Trademarks, con quien se llevd a cabo un estudio de patentabilidad y se elaboré un
borrador de patente europea, actualmente en proceso de presentacidn. Esta accion se ha consolidado
con la firma de un acuerdo de distribucién de la propiedad intelectual entre el IGTP y el IQS.

De forma paralela, se ha trabajado intensamente en el diseiio funcional e industrial de la tecnologia
con el apoyo de la empresa especializada Stimulo. Este proceso ha permitido generar los renders con-
ceptuales y las especificaciones técnicas para un primer producto minimo viable (MVP), actualmente
en construccidn, que servira como base para las validaciones preclinicas en entornos quirdrgicos.

En el plano regulador, se ha realizado un andlisis preliminar que debera ser contrastado mediante
asesoramiento especializado, con el objetivo de establecer una hoja de ruta regulatoria adecuada
tanto para su certificacién en Europa como para una eventual homologacidn en Estados Unidos.

A corto plazo, los siguientes pasos se centrardn en la ejecucion de la investigacidn preclinica necesaria,
estructurada dentro del marco regulador, para la validacidn de la tecnologia. De forma paralela, se
continuard trabajando en la captacién de financiacion externa que permita la continuidad del proyec-
to. Este proceso forma parte de una estrategia orientada a la futura implementacion de la NIR-PIT en
el entorno quirdrgico, con el consiguiente impacto sanitario y econémico que ello podria suponer. Si
bien se trata de un proceso largo y exigente, el trabajo realizado hasta la fecha ha permitido estable-

cer una base técnica y estratégica.
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9.2. DIFUSION NO ACADEMICA E IMPACTO SOCIAL

Parte de los resultados de esta tesis han tenido una repercusién significativa en medios de comuni-
cacion generalistas, lo que permite documentar el interés que ha despertado el proyecto mas alla del
ambito estrictamente cientifico. En febrero de 2025 se llevé a cabo una primera difusién mediatica
centrada en la aplicacién de la NIR-PIT como posible herramienta terapéutica en cancer de mama
HER2+ resistente al trastuzumab, lo que permitid trasladar el valor del estudio a la sociedad.

La cobertura incluyé medios de alcance nacional y regional como La Vanguardia, Gaceta Médica,
Betevé, 3Cat, Catalunya Press o Infosalus, entre otros. Si bien el enfoque periodistico simplificéd de-
terminados aspectos metodoldgicos, los titulares y contenidos difundidos respetaron con fidelidad la
linea principal del proyecto y sus implicaciones en investigacion traslacional.

En un contexto en el que la ciencia mantiene una relacién cada vez mas directa con la ciudadania, este
tipo de difusién no solo amplia el impacto del trabajo investigador, sino que también contribuye a su

legitimidad social, y a la transparencia institucional.

La compilacion de las principales publicaciones pueden consultarse en el Anexo 11.7, junto con los
enlaces correspondientes.
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Informe del Comité Etic d’Experimentacié Animal de I’Institut de Recerca
Germans Trias i Pujol

Patricia Fachal Hernandez, Secretaria del Comité Etic d’Experimentacié Animal de I'Institut
Recerca Germans Trias i Pujol (CEEA - IGTP),

CERTIFICO:

Que en data 23 de Marg de 2022 aquest Comité va avaluar el projecte num. CEEA-IGTP 22-
003-JJlI titulat: “Fotoinmunoterapia en el tractament del cancer de mama HER2 positiu”
presentat per Ana Maria Piqueras Hinojo que:

El projecte i els procediments que en formen part sén idonis en relacié als objectius de I'estudi.
No existeixen altres métodes alternatius per obviar la utilitzacié d’animals

Les especies seleccionades son les idonies pel tipus d’estudi a realitzar.

S'utilitza el menor numero d’animals possibles en aquest estudi per arribar a conclusions valides.

El projecte té en compte els aspectes relacionats amb la utilitzacié d’analgesics i/o altres
meétodes per eliminar al maxim el dolor, el patiment o I'angoixa dels animals en experimentacio
a fi i efecte d’evitar qualsevol patiment innecessari de I'animal.

| que aquest Comité déna el vistiplau a aquest projecte.

Badalona, 30 de Marg de 2022

Patricia Fachal Hernandez
Secretaria del CEEA - IGTP
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11. ANEXOS

11.2. RESOLUCION DE LA AUTORIZACION DE PROYECTO DE
EXPERIMENTACION DE LA GENERALITAT DE CATALUNYA

La autorizacion definitiva del proyecto por parte de la Generalitat de Catalunya quedd condicionada
a la modificacién del método de confirmacién de la muerte empleado en los procedimientos. En
respuesta a esta indicacidn, se aportd una nueva version de la memoria del proyecto en la que se in-
corporo la luxacién cervical como método alternativo de confirmacion, en sustitucién del rigor mortis,
por no ser este Ultimo adecuado en los casos en que se requiere obtencién de muestras post mortem.

Esta modificacion fue aceptada, permitiendo asi la aprobacidn final del proyecto.



11. ANEXOS

\ Generalitat
Y de Catalunya

MY Generalitat de Catalunya
RUH Departament d’Accié Climatica,
Alimentacié i Agenda Rural
Direccié General de Politiques Ambientals
i Medi Natural
RESOLUCIO
Assumpte: autoritzacié de projecte d’experimentacié nim. 11756

Identificacio de I'expedient

Expedient num. FUE-2022-02520103 i ID 2NL4NP99B relatiu a la sol-licitud d’un projecte
d’experimentacié amb animals.

Antecedents

1. El centre usuari Institut Germans Trias i Pujol va presentar sol-licitud d’autoritzacié per
a I'execucio del projecte d’experimentacio:

a. Titol: Fotoinmunoterapia en el tratamiento del cancer de mama HER2 positivo

b. Responsable del projecte: Anna Piqueras Hinojo
2. La Comissié d’Experimentacié Animal, com a organ habilitat, en data 18/05/2022 va
avaluar el projecte d’acord amb l'article 34 del Reial Decret 53/2013, d’'1 de febrer, amb

un informe Favorable condicionat a I'aportacié de nova documentacié.

Aixi mateix, en la pestanya de danys del resum no técnic, s’ha de corregir I'especie,
indicant ratoli, i cal emplenar amb 0 les caselles buides de la primera fila.

La Comissi6é recomana aquesta publicacio:

- Sachs N, et al. A Living Biobank of Breast Cancer Organoids Captures Disease
Heterogeneity. Cell. 2018 Jan 11;172(1-2):373-386.e10

Fonaments de dret

1. Llei 5/1995, de 21 de juny, de proteccit dels animals utilitzats per a experimentacio i
per a altres finalitats cientifiques.

2. El Decret 214/1997, de 30 de juliol, pel qual es regula la utilitzacié d’animals per a
experimentacio i per altres finalitats cientifiques.

3. Directiva 2010/63/UE del Parlament Europeu i del Consell de 22 de setembre de 2010
relativa a la proteccio dels animals utilitzats per a finalitats cientifiques.

GENERALITAT DE CATALUNYA

4. Reial Decret 53/2013, d’1 de febrer, pel qual s’estableixen les normes basiques
aplicables per a la proteccié dels animals utilitzats en experimentacio i altres fins
cientifics, incloent-hi la docéncia.

5. Llei 6/2013, d'11 de juny, de modificacié de la Llei 32/2007, de 7 de novembre, per a
la cura dels animals, en la seva explotacio, transport, experimentacio i sacrifici.

6. Reial decret 1386/2018, de 19 de novembre, pel qual es modifica el Reial decret
53/2013, d’1 de febrer, pel qual s’estableixen les normes basiques aplicables per a la
proteccié dels animals utilitzats en experimentacié i altres finalitats cientifiques,
incloent la docencia.

Provenca, 204-208

08036 Barcelona
Tel. 93 495 80 00

Doc.original signat per: Document electronic garantit amb signatura electronica. Podeu verificar la seva integritat al
Marc Vilahur Chiaraviglio web csv.gencat.cat fins al 10/06/2027

03/06/2022 Data creaci6 copia:
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GENERALITAT DE CATALUNYA

\ Generalitat
Y de Catalunya

11. ANEXOS

Resolucio

Per tant, resolc:

1. Informar Favorablement la sol-licitud d’autoritzacié del projecte d'experimentacio que

es relaciona a continuacié:

Titol: Fotoinmunoterapia en el tratamiento del cancer de mama HER2 positivo

Responsable del projecte: Anna Piqueras Hinojo
Usuari: Institut Germans Trias i Pujol
Instal-lacié on es realitzara el projecte: CMCiB (B9900005)

1.1 Condicionant:

Aportacié d’'una nova memoria de procediment on s’indiqui un meétode alternatiu de
confirmacié de la mort, atés que el rigor mortis no és adequat si es volen agafar

mostres.

2. Assignar al projecte el nim. d’ordre: 11756

3. Autoritzar la realitzacié d’aquest projecte d’experimentacié durant cinc anys a partir de
la data de signatura d’aquesta resolucié. En el moment que es disposi d’'un métode
validat alternatiu a I'is d’animals per a qualsevol dels procediments que integren el

projecte, aquesta autoritzacié quedara suspesa i sense efecte.

Aquesta autoritzacié no eximeix del compliment i disposicié d’altres autoritzacions, d’acord

amb la normativa sectorial vigent.

Contra aquesta resolucié que no exhaureix la via administrativa, es pot interposar recurs
d’algada davant la secretaria de Medi Ambient i Sostenibilitat en el termini d’'un mes, a comptar
de 'endema de la notificacié d’aquesta resolucid, segons el que estableix l'article 112, 121 i
122 de la Llei 39/2015, d'1 d'octubre, del procediment administratiu comd de les

administracions publiques.

Marc Vilahur i Chiaraviglio
El director general de Politiques Ambientals i Medi Natural

Signat electronicament

Doc.original signat per: Document electronic garantit amb signatura electronica. Podeu verificar la seva integritat al
Marc Vilahur Chiaraviglio web csv.gencat.cat fins al 10/06/2027
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11. ANEXOS

11.3. INFORME DE EVALUACION DEL PROYECTO POR LA COMISION
DE EXPERIMENTACION ANIMAL COMO GRGANO HABILITADO POR LA

GENERALITAT DE CATALUNYA

AT Generalitat
Y de Catalunya

HIN Generalitat de Catalunya

WY Departament d’Accié Climatica,
Alimentacio i Agenda Rural
Direccié General de Politiques Ambientals
i Medi Natural
Comissié d’Experimentacié Animal
Organ Habilitat

Ref. num. informe: CEA-OH/11756/1

INFORME D’AVALUACIO D’UN PROJECTE PER LA COMISSIO
D’EXPERIMENTACIO ANIMAL COM A ORGAN HABILITAT PER LA
GENERALITAT DE CATALUNYA (Reial Decret 53/2013, d’1 de febrer)

Ref. nim. de projecte: 11756

HER2 positivo

Titol del projecte: Fotoinmunoterapia en el tratamiento del cancer de mama

Projecte tipus: O 1 X 11 Ol

Persona responsable del projecte: Anna Piqueras Hinojo

Data d’admissi6 de la documentacio: 30.03.2022

Data d’avaluacié per la CEA com a OH: 18.05.2022

punts seguents:

febrer o a I'annex de la Llei 5/1995, de 21 de juny), s'informa,

esta prohibida a Catalunya (art. 4.1.a de la Llei 5/1995)

d’1 de febrer.

X Favorablement

[ Desfavorablement, ates que
Observacions/Justificacié:

X No procedeix, atés que no s’utilitzen primats no humans.
[ Favorablement.

[J Desfavorablement, atés que

Observacions/Justificacié:

GENERALITAT DE CATALUNYA

53/2013 d'1 de febrer), s'informa,
[J No procedeix, atés que el projecte no ho requereix.
X Favorablement el protocol d’anestésia a aplicar.

contraindicada.
[J Desfavorablement, ates que
Observacions/Justificacio:

Provenga, 204-208
08036 Barcelona
Telefon: 93 495 80 00

Revisada la documentacio6 presentada, s'informen, d’acord amb la normativa vigent, els

1. Avaluada la informacié relativa a la procedéncia dels animals (art.19 del RD 53/2013
d’1 de febrer i només per a les espécies” incloses a 'annex | del RD 53/2013 d'1 de

(*) la utilitzacié de gossos i gats rodaméns, i els provinents de centres de recollida d’animals abandonats

[0 No procedeix, atés que I'espécie animal no esta inclosa a I'annex | del RD 53/2013,

2. Avaluada la informacié presentada relativa a la utilitzacié de primats no humans en el
projecte, d’acord amb I'art. 21 del RD 53/2013 d’1 de febrer, s’informa,

3. Avaluada la informacio relativa a I's d’anestésia durant el projecte (art. 26 del RD

[0 Favorablement la justificacié presentada pel responsable del projecte en relacié amb
la no utilitzaci6 de l'anestésia per ser incompatible amb el projecte o per estar

Silvia Lleonart Roura web csv.gencat.cat fins al 10/06/2027
02/06/2022

Doc.original signat per: Document electronic garantit amb signatura electronica. Podeu verificar la seva integritat al

Original electronic / Copia electronica auténtica

CODI SEGUR DE VERIFICACIO
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A Generalitat
WY de Catalunya

11. ANEXOS

i
Ay

GENERALITAT DE CATALUNYA

Generalitat de Catalunya

Departament d’Accié Climatica,
Alimentacio i Agenda Rural

Direccié General de Politiques Ambientals
i Medi Natural

Comissi6 d’Experimentacié Animal

Organ Habilitat
Ref. nim. informe: CEA-OH/11756/1

4. Avaluada la informacio relativa a I'is d’analgésia o altres métodes destinats a eliminar
al maxim el dolor, el sofriment durant el projecte (art. 26 del RD 53/2013 d'1 de febrer),
s'informa,

[J No procedeix, atés que el projecte no ho requereix.

Favorablement el protocol d’analgésia o altres métodes a aplicar destinats a eliminar
al maxim el dolor.

[0 Favorablement la justificacié presentada pel responsable del projecte en relacié amb
la no utilitzaci6 de l'analgésia per ser incompatible amb el projecte o per estar
contraindicada.

[0 Desfavorablement, atés que

Observacions/Justificacié:

5. Avaluada la informacid relativa a les condicions d’allotiament, zootécniques i de cura
dels animals en el projecte (art. 6 del RD53/2013 d’1 de febrer), s'informa,

[0 No procedeix, atés que el projecte no ho requereix.

X Favorablement.

[ Desfavorablement, ates que

Observacions/Justificacié:

6. Métode d’eutanasia:

6.1. Avaluada la informacié relativa al métode d’eutanasia (art. 7 i annex lll del RD
53/2013 d'1 de febrer) en finalitzar el projecte, s’informa,

[ No procedeix, atés que els animals no sén eutanasiats

X Favorablement

[J Desfavorablement, ates que

Observacions/Justificacio:

6.2. | en relaci6 amb el métode d’eutanasia en aplicacié a criteris de punt final,
s’informa,

[0 No procedeix, atés que el projecte no ho requereix.

X Favorablement.

[J Desfavorablement, atés que

Observacions/Justificacio:

7. Avaluades les condicions generals previstes en I'execuci6 del projecte (art. 25.3 del
RD 53/2013 d'1 de febrer) s’informa,

X Favorablement, atés que el projecte es realitzaria tenint en compte evitar als animals
qualsevol dolor, sofriment, angoixa o dany durador innecessari.

[J Desfavorablement, atés que

Observacions/Justificacié:

Provenca, 204-208
08036 Barcelona
Teléfon: 93 495 80 00

02/06/2022
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11. ANEXOS

A Generalitat
WY de Catalunya

GENERALITAT DE CATALUNYA

AT Generalitat de Catalunya

Y Departament d’Acci6 Climatica,
Alimentacio i Agenda Rural
Direccié General de Politiques Ambientals
i Medi Natural
Comissi6 d’Experimentacié Animal

Organ Habilitat
Ref. nim. informe: CEA-OH/11756/1

8. Avaluada la informacié presentada en relaci6 amb I'acreditacié/capacitacié del
personal que participa en el projecte (art. 25.5 del RD 53/2013 d'1 de febrer), s'informa,
X Favorablement.

[ Desfavorablement, ates que

Observacions/Justificacié:

9. Avaluada la informacié relacionada amb el transport dels animals (art. 9.1 del RD
53/2013 d'1 de febrer), s'informa,

No procedeix, atés que els animals no sén transportats durant el projecte.

[ Favorablement.

[J Desfavorablement, atés que

Observacions/Justificacié:

10. Avaluada la informacid relativa a la utilitzacié d’animals d’espécies amenagades (art.
20 del RD 53/2013 d'1 de febrer), s’informa,

X No procedeix

[J Favorablement.

[ Desfavorablement, atés que

Observacions/Justificacioé:

11. Avaluada la informacié relativa a la utilitzacié d’animals capturats en la natura (art.
22 del RD 53/2013 d'1 de febrer), s'informa,

X No procedeix.

[J Favorablement.

[J Desfavorablement, atés que

Observacions/Justificacio:

12. Avaluada la informacié relativa a la reutilitzacié d’animals (utilitzacié d’animals que
han esta sotmesos préviament a un altre projecte) (art. 29 del RD 53/2013 d'1 de
febrer), s'informa,

X No procedeix.

[ Favorablement.

[J Desfavorablement, ates que

Observacions/Justificacio:

13. Avaluada la finalitat, els beneficis cientifics i, si s'escau, el valor docent del projecte
(art. 34.2a del RD 53/2013 d'1 de febrer) s’'informa,

X Favorablement.

[0 Desfavorablement, atés que

Observacions/Justificacié:

Provenca, 204-208
08036 Barcelona
Teléfon: 93 495 80 00

Doc.original signat per: Document electronic garantit amb signatura electronica. Podeu verificar la seva integritat al
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AT Generalitat de Catalunya

Y Departament d’Acci6 Climatica,
Alimentacio i Agenda Rural
Direccié General de Politiques Ambientals
i Medi Natural
Comissi6 d’Experimentacié Animal

Organ Habilitat
Ref. nim. informe: CEA-OH/11756/1

14. Avaluada la conformitat amb les 3Rs (art.34.2b del RD 53/2013 d'1 de febrer),
s’'informa,

X Favorablement.

[J Desfavorablement.

Observacions/Justificacié:

15. Avaluat el grau de severitat indicat a la memoria del projecte (art.34.2c del RD
53/2013 d’'1 de febrer) s’informa,

Favorablement.

[ Desfavorablement, atés

Observacions/Justificacié:

Amb la classificacioé de:
[0 Sense recuperacié O Lleu Moderat [ Sever

16. Balang étic: analitzats els danys i beneficis del projecte (art.34.2d del RD 53/2013
d’1 de febrer), s'informa,

Favorablement.

[J Desfavorablement.

Observacions/Justificacié:

17. El projecte requereix un resum no tecnic (art. 33.1 del RD 53/2013 d’1 de febrer).
X Si

O No

Atés que és de Tipus Il

18. Avaluacié retrospectiva del projecte (art. 35.1 del RD 53/2013 d’1 de febrer).

Atés que el projecte,

[0 Utilitza primats.

[0 S'utilitzen primats per a finalitats diferents a les previstes a l'art. 21.2.a del RD
53/2013 d’1 de febrer.

[J Ha estat classificat com a sever.

[ El projecte implica un dolor greu i perllongat que no pot ser alleujat.

O Altres: Article 33.6 f) del RD 53/2013

Justificacio:

GENERALITAT DE CATALUNYA

S’informa que el projecte,
X No requereix avaluacio retrospectiva.
[0 Si requereix avaluacio retrospectiva, la qual s’ha de realitzar

19. Altres comentaris:
- Cal l'aportacié d’'una nova memoria de procediment on s'indiqui un métode alternatiu

de confirmacié de la mort, atés que el rigor mortis no és adequat si es volen agafar
mostres.

4
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Generalitat de Catalunya

Departament d’Accié Climatica,
Alimentacio i Agenda Rural

Direccié General de Politiques Ambientals
i Medi Natural

Comissi6 d’Experimentacié Animal

Organ Habilitat
Ref. nim. informe: CEA-OH/11756/1

Aixi_mateix, en la pestanya de danys del resum no técnic, s’ha de corregir I'espécie
indicant ratoli, i cal emplenar amb 0 les caselles buides de la primera fila.

La Comissié recomana aquesta publicacio:

- Sachs N, et al. A Living Biobank of Breast Cancer Organoids Captures Disease
Heterogeneity. Cell. 2018 Jan 11;172(1-2):373-386.e10

RESULTAT FINAL DE L’INFORME.
Per tant, tenint en compte I'informe de cadascun dels punts anteriors,
X S’informa FAVORABLEMENT

O S’informa DESFAVORABLEMENT
Justificacié:

Silvia Lleonart Roura
La secretaria de la Comissié d’Experimentacié Animal

Signat electronicament
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11. ANEXOS

11.4. CAPACITACION DEL EQUIPO EN EL DISENO DE PROYECTOS Y
PROCEDIMIENTOS DE EXPERIMENTACION ANIMAL, REALIZACION DE
LOS PROCEDIMIENTOS Y EUTANASIA

Todos los procedimientos experimentales descritos en esta tesis fueron realizados por personal debi-
damente acreditado para el manejo de animales de experimentacion. La Dra Lidia Blay Aulina dispone
de acreditacion oficial para el disefio de proyectos y procedimientos, asi como para la manipulacién
de animales de laboratorio. Por mi parte, Ana Piqueras Hinojo, cuento con la acreditacién correspon-
diente para la realizacién de procedimientos y eutanasia. Ambas certificaciones han sido emitidas
por la Direccié General de Politiques Ambientals i Medi Natural de la Generalitat de Catalunya y se

encontraban vigentes durante el desarrollo del proyecto.
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I Generalitat

WY de Catalunya

GENERALITAT DE CATALUNYA

U

Generalitat de Catalunya
Departament d’Accié Climatica,
Alimentacié i Agenda Rural

Antoni Ferran i Melich

Director General de Politiques Ambientals i Medi Natural

CERTIFICO

Que en/na: Que ellla Sr./Sra.:

LIDIA BLAY AULINA

amb/con NIF/NIE:

45786321Z

ha obtingut el reconeixement de la capacitacié d’acord
amb 'Ordre ECC/566/2015, de 20 de marg, per la que
s'estableixen els requisits de capacitacidé que ha de
complir el personal que manipuli animals utilitzats,
criats o subministrats amb finalitats d’experimentacio i
altres finalitats cientifiques incloent la docéncia, en les
funcions segients:

Disseny dels projectes i procediments

per a les espécies animals seglients:

Ratoli, Rata, Conill

El manteniment d’aquesta capacitacid, s’ha de
demostrar almenys cada vuit anys, d'acord amb
'establert en I'article 20 de I'Ordre ECC/566/2015, de 20
de marg, a partir de la data de signatura del present
certificat.

ha obtenido el reconocimiento de la capacitacion de
acuerdo con la Orden ECC/566/2015, de 20 de marzo,
por la que se establecen los requisitos de capacitacion
que debe cumplir el personal que maneje animales
utilizados, criados o suministrados con fines de
experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la
docencia, en las siguientes funciones:

Disefio de los proyectos y procedimientos

para las siguientes especies animales:

Raton, Rata, Conejo

El mantenimiento de esta capacitacion, se debe
demostrar al menos cada ocho afios, de acuerdo a lo
establecido en el articulo 20 de la Orden ECC/566/2015,

de 20 de marzo, a partir de la fecha del presente
certificado.

| perqué aixi consti, signo el present certificat / Y para que asi conste, firmo el presente certificado

Signat electronicament / Firmado electrénicamente

Doc.original signat per:
Antoni Ferran Melich
20/09/2021

Document electronic garantit amb signatura electronica. Podeu verificar la integritat
d'aquest document a I'adrega web csv.gencat.cat

Data creacio copia:

Original electronic / Copia electronica auténtica 01/10/2021 13:13:54
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Data caducitat copia:
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I Generalitat
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GENERALITAT DE CATALUNYA

WU
Generalitat de Catalunya
Departament d’Accié Climatica,
Alimentacié i Agenda Rural

Antoni Ferran i Melich

Director General de Politigues Ambientals i Medi Natural

CERTIFICO

Que en/na: Que el/la Sr./Sra.:

ANA MARIA PIQUERAS HINOJO

amb/con NIF/NIE:

20459349K

ha obtingut el reconeixement de la capacitacié d’acord
amb 'Ordre ECC/566/2015, de 20 de marg, per la que
s’estableixen els requisits de capacitacié que ha de
complir el personal que manipuli animals utilitzats, criats
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ARTICLE INFO ABSTRACT
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HER2-positive breast cancer, characterized by the overexpression of HER2 receptors, often develops resistance to
trastuzumab, limiting its therapeutic efficacy. In this study, we explore the use of photodynamic therapy (PDT)
with a trastuzumab-IRDye700DX photoimmunoconjugate (Tz-IR700) as a strategy to overcome trastuzumab
resistance. Tz-IR700 combines the antibody’s selectivity for the tumoral cells with the cytotoxic effect of IR700,
induced by red light. Our results demonstrate that Tz-IR700 selectively accumulates in trastuzumab-resistant
HER2-positive tumours (HCC1954) thereby enabling precise tumour localization by fluorescence imaging.
Upon irradiation with red light, Tz-IR700 induces significant HCC1954 cell viability reduction both in vitro and
in vivo, notably overcoming trastuzumab resistance in this HER2-positive breast cancer cell line. Mechanistic
studies unequivocally demonstrate that the primary cytotoxic species is singlet oxygen. These findings suggest
that Tz-IR700 could serve as a valuable treatment option for trastuzumab-resistant HER2-positive breast cancer
and may also be used as an adjuvant to fluorescence-guided surgery, improving surgical outcomes and reducing

the likelihood of tumour recurrence and metastasis.

1. Introduction

Cancer is a common and serious disease that affects people over the
world. It is known for its diversity, involving various biological com-
ponents with different prognoses and oncogenic drivers. Although there
are several treatment options available, such as surgery, chemotherapy,
and radiation therapy, there is still a need for new approaches to
improve treatment outcomes and reduce side effects [1].

The recent advances to develop targeted biomarkers for tumour
detection, along with improved devices for their specific detection, have
revolutionized oncological surgery [2]. However, most current diag-
nostic imaging techniques (e.g., magnetic resonance or positron emis-
sion tomography) are not applicable during surgery. As a result,
surgeons rely on subjective assessments (subtle tactile and visual
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differences) to distinguish cancerous areas from adjacent healthy tissues
[3]. This can lead to incomplete tumoral resection, resulting in poorer
oncological outcomes and decreased life expectancy. In fact, a recent
study found that 20-40 % of breast cancers patients had positive
microscopic margins, requiring re-excision or even subsequent mastec-
tomy [4].

Fluorescence-guided surgery (FGS) have been recently developed to
address this issue. FGS allows the visualization of the neoplasms in-real
time during the surgery procedure. To obtain FGS images, a selective
fluorescent cancer biomarker must be administered to provide optimal
contrast between the tumour and surrounding healthy tissue [5]. Even if
FGS could identify tumour margins with 100 % accuracy, some cancer
cells might remain undetectable or impossible to resect, potentially
leading to tumour regrowth or metastasis. Since light is required to
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prompt the biomarker’s fluorescence, the same biomarker could be also
used to induce cancer cell death if it is endowed with phototherapeutic
activity, e.g., photodynamic therapy, evolving from a diagnostic to a
theragnostic agent [6].

In HER2-positive breast cancer (about 15 % of all breast cancers), the
amplification of the ERBB2 gene leads to an overexpression of HER2.
This genetic mutation makes the cancer more aggressive and results in a
worse prognosis if left untreated. Cancer cells categorized as HER2-
positive can go up to 2-10 million receptors per cell membrane [7,8].
In contrast, in breast epithelial cells the level of HER-2 receptors
expressed may be up to 20 000 [7]. This difference provides a unique
targeted therapy using antibody-conjugates, offering selectivity to the
tumoral population. This is evidenced by the success of
trastuzumab-based immunotherapy. However, only a proportion of
HER2+ patients are sensitive to trastuzumab treatment (inherent
resistance, primary resistance). Moreover, almost all treated cancers
become resistant to trastuzumab within 1 year of treatment (acquired
resistance, secondary resistance) [9].

Photodynamic therapy (PDT) is a well-established local treatment
that uses harmless light combined with a photosensitising agent to
generate cytotoxic reactive oxygen species (ROS). The generated ROS
kill the malignant cells where the photosensitiser is localized [10].
Additionally, PDT triggers an immune response that contributes to
prevent cancer recurrence [11]. Photoimmunotherapy (PIT) has
recently emerged as an advanced form of PDT, where the photosensitiser
is selectively delivered to cancer cells through an antibody-drug con-
jugate [10]. A first in-human phase-1/2 clinical trial of PIT for recurrent
head and neck cancer patients led to “fast tracking” by the FDA of a
photoimmunoconjugate involving the near-infrared-active photo-
sensitiser IRDye® 700DX (IR700) and the antibody Cetuximab [12].
The Alluminox™ PIT treatment has been approved for clinical use in
Japan [13], and a global phase-3 trial is currently underway in the US (8
institutions), India (6 institutions) and Taiwan (3 institutions) [14,15].
Thus, the question arises whether trastuzumab-PIT is effective against
trastuzumab-resistant cancers. If the answer to this question would be
positive, trastuzumab-PIT could become a suitable treatment for those
cancers that are resistant to trastuzumab, both enabling
fluorescence-guided tumour resection and eliminating residual cancer
cells left behind after surgery. Recent in-vitro studies suggest that this
might be the case [16], however in-vivo demonstration remains
unknown.

On the other hand, there is a controversy regarding the cell death
mechanism triggered by Tz-IR700 in PIT. While some studies suggest
that the phototoxic effects are primarily driven by the release of axial
ligands from IR700, leading to antibody aggregation and subsequent
cell membrane damage [17,18], other findings emphasize the pivotal
role of singlet oxygen in mediating cytotoxicity [19]. The discrepancies
in these mechanisms highlight the complexity of the photochemical
reactions involved.

In this study, we demonstrate that Tz-IR700 conjugates selectively
accumulate in trastuzumab-resistant HER2-positive cancers, enabling
in-vivo fluorescence imaging, and effectively arresting the tumour
growth upon exposure to red light. We further demonstrate that the
main process responsible for overcoming trastuzumab resistance and
effectively kill the cancers cells is the photoinduced production of singlet
oxygen.

2. Materials and methods

Materials. Trastuzumab (Tz) was purchased from Biosynth (Bra-
tislava, Slovakia) and provided as 20 mg/mL stock solution in PBS.
IRDye®700DX (IR700) NHS ester was purchased from LI-COR (Lincoln,
NE, USA) and received as a powder. Disodium hydrogen phosphate
(NagHPO4) and paraffin were purchased from Panreac (Barcelona,
Spain). Phosphate buffered saline (PBS, pH 7.4) was prepared by dis-
solving a commercial mixture of salts (Millipore, Darmstadt, Germany)
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into 1 L Milli-Q water (purified on a Millipore Bredford system, re-
sistivity of 18 MQ cm. Darmstadt, Germany). Amicon ultra 2 ml 50 kDa
centrifugal units, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) me-
dium, RPMI-1640 (RPMI) medium, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT), fetal bovine serum (FBS), peni-
cillin/streptomycin, Dulbecco’s phosphate-buffered saline, trypsin-
EDTA solution 0.05 %, dimethyl sulfoxide (DMSO), r-glutamine,
glucose, sodium dodecyl sulfate (SDS) and Fluoromount™ Aqueous
Mounting Medium were purchased from Millipore (Darmstadt, Ger-
many). Pierce™ BCA Protein Assay Kit and cell culture plates were
purchased from Thermo Fisher Scientific™ (Waltham, MA, USA). 4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazine-ethanesulfonic acid (HEPES) was purchased
from Scharlab (Barcelona, Spain). Sodium azide (NaN3) was purchased
from TCI (Tokyo, Japan). Deuterated water (D20) was purchased from
Eurisotop (Saint-Aubin, France). Antibodies for p53, ki67, BCL-2, and
HER2 were purchased from Roche Diagnostics (Rotkreuz, Switzerland).
Hematoxylin-eosin (H&E) was purchased from Bio-Optica (Milano,
Italy). Cell culture flasks and cover glass slides were purchased from
Avantor (Barcelona, Spain). Quartz cuvettes QS of 1 cm pathlength were
purchased from Hellma (Miillheim, Germany). The Red 670 Device®
LED-based lamp was purchased from RedLightMan (Greater Man-
chester, United Kingdom).

Preparation and purification of the trastuzumab-IR700 photo-
immunoconjugate. 1 mL of phosphate buffer (Na;HPO4, 0.1 M) at pH
8.5 was added to 1.0 mg Tz under gently stirring for 5 min at room
temperature. The solutions were then transferred to a microtube con-
taining 0.066 mg IR700 (molar ratio 1:5 Tz:IR700) and further stirred
for 2 h at room temperature to allow conjugation. The Tz-IR700 con-
jugate was purified using an Amicon ultra 2 ml 50 kDa centrifugal unit
and washed twice with PBS. The degree of labelling was quantified by
measuring the absorbance at 280 and 689 nm in aqueous solution using
a Cary 6000i spectrophotometer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA). The absorption coefficients employed were 225 000 M~ cm™! at
280 nm for Tz [20], 15700 M~ ecm ™! at 280 nm for IR700, and 165 000
M ! em™! at 689 nm for IR700 [21]. The average degree of labelling
was 2 molecules of IR700 per antibody. The free- and labelled anti-
bodies were analysed also by HPLC coupled to TOF mass spectrometry
using an HPLC Agilent 1260 Infinity II system coupled to the
mass-spectrometer Agilent 6230 LC/TOF (Model G6230B). To this end,
the free- and labelled antibodies were deglycosylated by treating 2 ug of
the antibodies in 10 pL of PBS (0.2 mg/mL) overnight with 0.2 pL of
PNGase (NEB, P0704S) at 37 °C. Deglycosylated samples were then
injected into a bioZen 2.6 pm Wide Pore C4 100 x 2.1 mm LC column
(Phenomenex, 00D-4786-AN), applying a 25-50 % gradient of aceto-
nitrile (0.1 % formic acid) in water (0.1 % formic acid) in 10 min at a
flow rate of 0.3 mL/min at 80 °C. The TOF MS was operated in positive
ion mode over a m/z range of 300-3200 Da (or 7000 Da), with a cone
voltage of 4000 V and a sheath gas temperature of 325 °C. Data acqui-
sition was done with the Agilent MassHunter Workstaton Data Acquis-
iton software, while data evaluation was performed using Bioconfirm
10.0, in order to deconvolute the complex protein mass spectra that
were obtained. Spectra were deconvoluted to a mass range of 10-200
kDa.

Photophysical characterisation. Absorption spectra were recorded
on a double-beam Varian Cary 6000i UV-Vis—NIR spectrophotometer
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Fluorescence emission
spectra were recorded using a Fluoromax-4 spectrofluorometer (Horiba
Jobin-Yvon, Edison, NJ, USA).

Fluorescence quantum yield (®g). Fluorescence spectra were
recorded with a Fluoromax-4 spectrofluorometer (Horiba Jobin-Yvon,
Edison, NJ, USA). The fluorescence quantum yield of the Tz-IR700
conjugate in water was determined by comparing its total fluorescence
intensity against that of an optically-matched solution of IR700 (¥ =
0.44) [22] by means of Equation (1).
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Fluorescence intensity r, w700
Fluorescence intensity w700

(DF Tz—IR700 — d)l" IR700° (1)

Time-resolved fluorescence decays. Fluorescence decays were
measured and analysed using a FluoTime 200 time-correlated single
photon counting system (PicoQuant GmbH, Berlin, Germany). The sys-
tem was controlled by the PicoQuant software TimeHarp 260 version
3.2.0.0, used a 654-nm picosecond laser diode working at 10 MHz
repetition rate for excitation and a PMA-M red-sensitive photomultiplier
for detection. Fluorescence decay kinetics were analysed using the
Picoquant EasyTau 2 version 2.2 software.

Singlet oxygen quantum yield (®,). The amount of singlet oxygen
produced upon pulsed-laser excitation of Tz-IR700 was determined by
recording the time-resolved near-IR phosphorescence of singlet oxygen
at 1275 nm in a modified Fluotime 200 fluorescence lifetime system
from Picoquant. A 660-nm pulsed laser working at 2 kHz repetition rate
(PULSELAS-A-660-50 from ALPHALAS GmbH, Goéttingen, Germany)
was used for excitation, and a near-IR sensitive photomultiplier
(H10330C-45-C3 from Hamamatsu Photonics, Japan) was used for
detection in photon counting mode. Analysis of the singlet oxygen sig-
nals according to Equation (2) yielded the triplet and singlet oxygen
lifetimes, 71 and 7,, respectively, and the S parameter, which is pro-
portional to ®,.

_ Ta —t/ts _ pt/t1
S = S(mﬁ (e7t/m —e7m) (2)

The @, values were calculated by means of Equation (3), comparing
the integrated phosphorescence intensity of optically-matched solutions
of Tz-IR700 and IR700 in air-saturated water, for which &, = 0.3 [19,
23].

Integrated intensity 1, 700

e Y BIR700 3
Integrated intensity 700 @

Dy 12-1R700 = Pa R700 X

Cell lines and culture conditions. A total of three cancer cell lines
were used in this study. The HER2-expressing breast-cancer cells were
BT-474 (Cell Lines Services, CLS; 300131) and HCC1954 (American
Type Culture Collection, ATCC; CRL-2338), which is an inherent
trastuzumab-resistant cell line [24]. As HER2-negative cell line we used
Hela cells (EUCELLBANK; 0037-HBCK). HeLa and BT-474 were cultured
in DMEM (high glucose) supplemented with 1 % (v/v) of r-glutamine,
10 % (v/v) of bovine foetal serum and 1 % (v/v) of pen-
icillin/streptomycin. HCC1954 cells were cultured in RPMI, supple-
mented with 10 % (v/v) of bovine foetal serum and 1 % (v/v) of
penicillin/streptomycin. Cells were grown in cell culture flasks in a
humidified incubator at 37 °C in an atmosphere of 95 % air and 5 %
carbon dioxide.

In vitro photodynamic treatments. Cells were seeded in a 96-well
plate and incubated for 24 h at 37 °C. The culture medium was then
replaced with either DMEM (for HeLa and BT-474 cells) or RPMI (for
HCC1954 cells) containing IR700 or Tz-IR700 (0.1 uM equivalent of
IR700) and incubated for 6 h at 37 °C, unless otherwise stated. After two
washes with PBS to remove the excess photosensitiser, fresh medium
was added, and the cells were incubated for an additional hour. Then,
the cells were exposed to different fluences of red light (Red 670 De-
vice®, RedLightMan; Greater Manchester, United Kingdom; 660 + 10
nm, 53 mW cm’z) and kept in the incubator for another 24 h. Subse-
quently, the media was replaced with fresh media containing 0.2 mg/ml
MTT and incubated for 2.5 h. Then, the media was replaced with 100 pl
of DMSO and the suspension was stirred for 10 min, placed into a
microplate reader (Infinite 200 Pro, Tecan, Barcelona, Spain), and the
absorbance was read at 562 nm. Cell viability was calculated as the ratio
between the absorbance of treated cells and that of non-treated cells
(dark cell control). The data is expressed as means + standard deviation.
Significance analysis was performed by Student’s t-test using the
GraphPad Prism 10 software to compare treatment effects with that of
controls once the normality distribution of the data was confirmed by a
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Q-Q plot.

In vitro mechanistic studies. To ascertain the role of singlet oxygen
in the phototoxicity of Tz-IR700, irradiation experiments were carried
out in three different media: (i) RPMI supplemented with 10 mM NaNs,
(ii) an HyO-based medium (H-medium) containing 140 mM NacCl, 3.5
mM KCl, 1.25 mM NaH3;PO4, 10 mM glucose, and 10 mM HEPES, and
(iii) a medium containing the same components dissolved in DyO (D-
medium). HCC1954 cells were seeded in a 96-well plate and incubated
for 24 h at 37 °C with RPMI medium. The culture medium was then
replaced with RPMI medium containing Tz-IR700 (0.1 uM equivalent of
IR700) and incubated for 6 h at 37 °C. After two washes with PBS, the
cells were incubated with each of the media described above for one
additional hour and irradiated with the Red 670 device® (660 + 10 nm,
53 mW cm ™2, 10 J cm~2). After irradiation, the medium was replaced
with RPMI, the plates were incubated for 24 additional hours, and cell
viability was determined by the MTT assay.

In vitro singlet oxygen generation. HCC1954 cells were incubated
with Tz-IR700 (2 pM IR700) for 6 h at 37 °C. Cells were washed twice
with PBS and trypsinized. Fresh RPMI medium was added, and the cells
were centrifuged. The supernatant was discarded, and the cell pellet was
resuspended in H-medium or D-medium. Singlet oxygen generation and
decay were then monitored via time-resolved near-IR emission spec-
troscopy after excitation at 660 nm. Phosphorescence signals were
recorded at 1275 nm for singlet oxygen and at 1110 nm for IR700.
Finally, samples containing Tz-IR700 were incubated for 15 min with
sodium azide, and phosphorescence signals were again recorded at
1275 nm.

Fluorescence microscopy. All cells were seeded on cover glass,
placed in advance in a 24-well plate, and incubated for 24 h at 37 °C. The
media was replaced with fresh media containing Tz-IR700 and let
incubated for 3 h at 37 °C. After two washes of PBS, the cells were fixed
with 4 % paraformaldehyde (pH = 7.4) for 30 min and washed twice
with PBS. The coverslips were then transferred onto glass slides adding
20 pl of Fluoromount™ Aqueous Mounting Medium, and allowed to dry
for 30 min. The fluorescence of the compound was observed with a Leica
TCS SP8 laser-scanning confocal spectral microscope (Leica Micro-
systems GmbH, Mannheim, Germany) with Argon and HeNe lasers
attached to a Leica DMi8 S Platform inverted microscope. The excitation
laser was at 638 nm and the emission was observed in the 690-750 nm
range. Fluorescence images were analysed with the ImageJ software
v1.52n.

Animal tumour model. Female BALB/c nude mice (4 weeks old)
purchased from Charles River Laboratory (Cerdanyola del Valles, Bar-
celona, Spain) were used in the animal studies. All animal experiments
were conducted in compliance with the Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals and approved by the Generalitat de Catalunya
(project number 11756). During invasive procedures, mice were
anaesthetized with an inhaled 3 % isoflurane. Subcutaneous HCC1954
tumours were implanted on the mice left dorsal flank (4 x 10° cells in
100 pL PBS). Tumour growth was monitored five times per week
through both visual inspection and size measurement with a calliper.
Small tumours were taken as models of incomplete resection. Thus,
when tumours reached the maximum tumoral diameter (MTD) above 1
mm and no wider than 10 mm, mice were sorted into groups with similar
MTD. Once homogeneous groups were created, they were randomised in
“Tz-IR700 Dark” and “Tz-IR700 Light”. A total of 31 mice were used, 16
in the “Tz-IR700 Light” group and 15 in the “Tz-IR700 Dark” group.

The determination of our sample size for this experimental study was
conducted using G*Power software, considering key parameters such as
effect size (0.5), significance level alpha (0.05), statistical power (0.80)
and number of groups (2). G*Power determined a sample size of 31
mice, ensuring that our research is robust and capable of drawing
meaningful conclusions.

Not only statistical significance was taken into consideration. To
comply with animal welfare regulations and embody the 3Rs principles,
we aimed to use the minimum number of animals required to achieve
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statistical significance.

In vivo fluorescence studies. All mice were dosed with 71 pg of Tz-
IR700 by intraperitoneal injection. Fluorescence images were then ac-
quired at different times using an IVIS® Lumina small animal imaging
system (PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, US; hexc.: 675 nm, Aep
690-770 nm, luminescent exposure time: 4 s, fluorescent level string:
low).

In vivo photodynamic treatments. All mice were dosed with 71 pg
of Tz-IR700 by intraperitoneal injection. At 24 h post-injection, the “Tz-
IR700 Light” group was irradiated with a light dose of 100 J cm 2 using
the Red 670® lamp (A = 660 + 10 nm; 53 mW cm’z) and fluorescence
images were acquired again. Immediately after the irradiation, the mice
were re-dosed with 71 pg of Tz-IR700 and the “Tz-IR700 Light” group
was irradiated 24 h later (48 h after the initial injection). Animals were
sacrificed at 72 h from the second injection (96 h from the initial
injection).

Statistical analysis was conducted using the SPSS software version 28
(IBM Inc., Chicago, IL, USA). Classical statistical methods were
employed to calculate the mean as a measure of central tendency and the
standard deviation (SD) as a measure of dispersion. Before conducting
the inferential analysis, the normality, presence of outliers and homo-
geneity criteria of the sample was verified. Regarding the inferential
analysis, a mixed factorial ANOVA was employed, with the intra-subject
dependent variable being the MTD at three measuring points (“Before
PDT”, “After 1 session of PDT”, “After 2 sessions of PDT”) and the
between-subject factor being “Treatment” (“PDT”, “Control”). The Type
1 error was set at 5 % (p > 0.05), and the statistical power at 0.8.

Histological and immunohistochemical analysis. Para-
formaldehyde fixed tumours were embedded in paraffin, sectioned into
3-4 pum-thick slices, and mounted on microscope slides. Sections were
stained with H&E to detect and grade the tumour. In breast cancer
grading is based on the Nottingham modified Score (grade 1, 3-5 points;
grade 2, 6-7 points; and grade 3, 8-9 points) which includes tubule
formation (>75 %, 1 point; 10-75 %, 2 points; <10 %, 3 points), nuclear
pleomorphism (1-3 points) and mitotic count (1-3 points depending on
microscopic field area).

Afterwards, the samples were immunostained by incubating them
with antibodies specific to p53, ki67, BCL-2, and HER2 with a detection
kit (Roche Diagnostics; Rotkreuz, Switzerland) according to the manu-
facturer’s recommendations. Representative sections and pertinent
controls were examined. For the evaluation of p53 expression, the
tumour area was identified and the percentage of cells with nuclear
positivity was estimated (high-power field of 400 x ). The same pro-
cedure, but with nuclear and cytoplasmic expression, was followed for
BCL-2 interpretation. Expression of HER2 was semiquantitatively
assessed by classifying expression as follows: 0, absence of staining; 1+,
incomplete faint membrane staining in >10 % of tumour cells; 2+, weak
to moderate complete membrane staining in >10 % of tumour cells; and
3+, intense and complete membrane staining in >10 % of tumour cells.
Ki67 nuclear expression was interpreted by evaluating the tumour
samples with the program QuPath (setup parameters: detection image;
“Optical density sum”, requested pixel size; 0.0001 pm and intensity
threshold parameters; score compartment, “Nucleus: DAB OD mean™).
All samples were simultaneously evaluated, and the pathologist was
blind to sample identity.

3. Results and discussion

3.1. Preparation and characterisation of the Tz-IR700
photoimmunoconjugate

IR700 was covalently attached to the lysine residues of the Tz
antibody by NHS ester coupling and purified using Amicon ultra 2 mL
50 kDa-cutoff technology. The labelling ratio was two IR700 molecules
per Tz. as determined by absorption spectroscopy. Analysis by HPLC
coupled to a TOF mass spectrometry confirmed the conjugation of 1 and
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2 molecules of IR700 per antibody (Fig. S1). The relative abundance
could not be reliably determined from the mass spectrum owing to the
different ionization capacity of each species resulting from the four
negative charges on each IR700 molecule.

The structure and spectra of the conjugate are compared to those of
the free IR700 in Fig. 1A-C. The main difference is a new absorption
band at 280 nm, which is attributed to the antibody. Likewise, the
fluorescence spectra are identical in shape although that of the conju-
gate is of slightly lower intensity, indicating that the protein quenches
the singlet excited state of IR700 to some extent. Indeed, the fluores-
cence quantum yield (®f) is ~ 11 % lower for Tz-IR700 than for IR700
(Table 1).

Likewise, the Tz-IR700 singlet oxygen production quantum yield
(®,) shows a ~20 % reduction compared to that of IR700 (®, = 0.24
and 0.30, respectively; Fig. 1D), which is consistent with the decrease of
fluorescence. This indicates that the antibody also quenches the triplet
state of IR700 and/or singlet oxygen. The singlet oxygen lifetimes (7,)
of IR700 and Tz-IR700 are similar (Table 1), indicating that 102 mol-
ecules decay mostly in the aqueous environment. On the other hand, the
triplet lifetime (z7) is longer for Tz-IR700 than for IR700, indicating
that oxygen diffusion to the chromophore is hampered by the antibody.
Of note, the triplet lifetimes were confirmed by directly detecting the
IR700 phosphorescence at 1100 nm (Fig. 52).

All the above data indicate that (1) IR700 is attached to the Tz
antibody, and (2) the conjugate produces singlet oxygen almost as
efficiently as free IR700, which in turn suggests that any other photo-
chemical reaction, e.g., the proposed ligand release [18], is quantita-
tively less important than singlet oxygen production.

3.2. In vitro photodynamic treatments

Photodynamic treatments of BT-454 HER2-positive cells with 0.1 pM
Tz-IR700 showed a light-dose dependent cytotoxic effect (Fig. 2A),
whereas no toxicity was observed in the non-irradiated controls. On the
other hand, Tz-IR700 was not photoactive against HER2-negative HeLa
cells. Once the selectivity for HER2-positive cells was confirmed, we
aimed at assessing whether Tz-IR700 was active also against HER2-
positive trastuzumab-resistant cancer cells. To our best delight, Tz-
IR700 was active against trastuzumab-resistant HCC1954 cells
(Fig. 2A), demonstrating the feasibility of using this photo-
immunoconjugate to eradicate trastuzumab-resistant cancer cells. Pho-
tocytotoxicity was concentration dependent up to 0.1 pM (Fig. S3).
Above this concentration, no further decrease in cell survival could be
observed. A similar behaviour has been reported before for
panitumumab-IR700 conjugate [25]. Additional control experiments
confirmed that free IR700 is not photoactive against either of the three
cell lines tested.

To confirm the specific uptake of the Tz-IR700 conjugate, confocal
microscopy imaging was performed (Fig. 2B). Fluorescence from the
photosensitiser was only detected in cells overexpressing the HER2 re-
ceptors (BT-474 and HCC1954). As controls, HER2-negative HeLa cells
were non-fluorescent under the same imaging conditions.

Given the significance of the positive results for the HCC1954 HER2-
positive trastuzumab-resistant cells, additional tests were conducted.
Fig. 2C illustrates the cellular uptake kinetics for Tz-IR700, showing
that the highest concentration is attained after 6 h and remains constant
for at least 24 h. This finding is consistent with cell viability assay ex-
periments, which demonstrated that extending the incubation time to
24 h did not alter the phototoxicity of Tz-IR700 (Fig. 2D).

3.3. Mechanistic studies

In view of the ongoing discussion about the photochemical mecha-
nism of cell death induced by IR700 photoimmunoconjugates [17-19]
and the results above that Tz-IR700 is an excellent 10, generator in
aqueous solutions, we set out to clarify the role of 'Oy in the
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Fig. 1. Comparison of the optical and photophysical properties of IR700 and Tz-IR700. A) Structure of IR700 and the Tz-IR700 conjugate. B) Absorbance (solid
line) and fluorescence emission (dashed line) spectra of IR700 (top) and Tz-IR700 (bottom) in water. C) Relative fluorescence emission intensity of IR700 and Tz-
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Table 1
Photophysical properties of IR700 and Tz-IR700 in water.
Fluorescence Triplet state Singlet oxygen
T/ns” D" Tr/ps’ Ta/ps’ D,
IR700 4.0 0.44 [22] 25 3.4 0.30 [19,23]
Tz-IR700 3.6 0.39 4.3 3.6 0.24

D Aexe. = 654 N, Aen, = 690 nm.
® Jexe, = 660 M, Aey, = 670-800 nm.
9 Aexe. = 660 NM, Ay, = 1275 nm, air-saturated.

photocytotoxicity of Tz-IR700 against HCC1954 cells. Three indepen-
dent experiments were carried out: on one hand, the effect of the specific
10, quencher sodium azide (NaN3) [26] on the photocytotoxicity was
assessed; on the other, the effect on photocytotoxicity of increasing the
102 lifetime by replacing H>O with D,O was also examined [27]. Finally,
the production of singlet oxygen in the cells was unequivocally assessed
by observing its specific near-IR phosphorescence [28,29].

Addition of 10 mM azide to the HCC1954 culture media before
photoirradiation completely suppressed the phototoxicity of Tz-IR700
(Fig. 3A). Of note, the cell viability level did not return to 100 %
although this was due to the intrinsic toxicity of azide, as demonstrated
in control experiments (Fig. 3A).

On the other hand, replacing the RPMI medium with a D,0O-based
medium enhanced the Tz-IR700 photocytotoxicity. As this could be also
the result of eliminating any cell protective ingredient in the RPMI
medium, a control experiment was carried out using an HyO-based
medium (H-medium) of the same composition as the DoO-based medium
(D-medium). As shown in Fig. 3A, the photocytotoxicity was higher in
the H-medium (56 %) than in RPMI (45 %), but significantly lower than
in the D-medium (68 %), confirming the enhancing effect of DO and
hence firmly establishing the role of singlet oxygen in the phototoxicity
of Tz-IR700 against HCC1954 cells.

Finally, the production of singlet oxygen in Tz-IR700-treated

HCC1954 cells was studied by time-resolved NIR phosphorescence
spectroscopy. As shown in Fig. 3B-C, the cell suspension showed a clear
phosphorescence decay signal at 1275 nm in the H-medium, which was
assigned to singlet oxygen since it fulfilled the well-established valida-
tion criteria: (i) the signal disappeared in the presence of 10 mM sodium
azide; (ii) the emission lifetime increased in DyO-based media (from 5.4
ps to 13 ps); (iii) the signal disappeared at 1100 nm, where only the
residual phosphorescence of the photosensitiser could be observed. Raw
emission signals and controls are shown in Figure S4.

Taken together, the findings above unequivocally demonstrate that
singlet oxygen is produced in HCC1954 cells treated with Tz-IR700. The
enhancement with D0 and the quenching by sodium azide align with
the observed enhancement and suppression of photocytotoxicity,
respectively. Thus, our results indicate that singlet oxygen is the main
primary cytotoxic species in the photodynamic eradication of
trastuzumab-resistant, HER2 positive HCC1954 cells.

3.4. In vivo fluorescence studies

The drug’s posology in our animal model was established based on
the results of a prior pilot study. The fluorescence of Tz-IR700 in the
mice was imaged using an IVIS® Lumina imaging system. The images
revealed that the peak drug fluorescence at the tumour site occurred 24
h after its injection. It was also observed that the fluorescence progres-
sively vanished upon application of the phototherapy. Based on this, we
decided to administer the therapy in two phases, with the intention of
achieving a cumulative therapeutic effect, and the mice were imaged
before and after each light application (Fig. 4A).

3.5. In vivo photodynamic treatments

Fig. 4B and Tables S1 and S2 show the evolution of the tumour size
since the first irradiation. It can be appreciated that the tumour growth
is arrested in the mice group that received light.

Statistical analysis of the results shows that there is a statistically
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of HCC1954 with Tz-IR700 (eq. to 0.1 M of IR700). Samples were incubated for 6 h (orange) or 24 h (purple). Data are means + SD (n = 3, ns = non-significant

according to Student’s t-test). Non-treated cells were used as controls.
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Fig. 3. Invitro mechanistic studies. A) Survival cell assay of Tz-IR700 (eq. to 0.1 pM of IR700) in HCC1954 cells. Samples were incubated for 6 h with Tz-IR700
and 1 h with 10 mM of NaN3 or H-medium or D-medium. Data are means + SD (n = 3, ****p < 0.0001, *p < 0.05, **p < 0.01 according to Student’s t-test). Non-
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significant effect of PDT on the MTD (F(2.29) = 30.938, p < 0.05, qz =
0.516) when comparing the “Tz-IR700 Dark” and “Tz-IR700 Light”
groups (Descriptive analysis shown in Table S3).

Pairwise comparisons of mixed ANOVA by group in relation to
treatment phase were also assessed, where the time points “Before PDT”,
“After 1st PDT”, and “After 2nd PDT” were used. We obtained statisti-
cally significant differences in MTD between the “Before PDT” and
“After 1st PDT” measurements, between the “After 1st of PDT” and
“After 2nd PDT” measurements and between the “Before PDT” and
“After 2nd PDT” measurements (Table 2).

Additionally, as represented in Fig. 4C, the “Tz-IR700 Dark” group
yielded negative differences in all comparisons, thus showing a

proliferative nature in tumours treated with Tz-IR700 but no light. On
the contrary, the “Tz-IR700 Light” group showed positive differences,
indicating a decreasing trend of tumour size after the photodynamic
treatments, the reduction becoming progressively greater after each
photodynamic treatment. Of note, it has been established that HCC1954
tumours grow equally well in the presence of trastuzumab as in its
absence [30], confirming the added benefit of PDT over the antibody
alone.

3.6. Histology and immunohistochemical analysis

Tumour-containing areas were analysed histologically, all specimens
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Fig. 4. In vivo HCC1954 tumour studies. A) Fluorescence of the IR700 photosensitiser at the different treatment phases. B) Tumour proliferation assay in nude
Balb/c mice. HCC1954 tumour cells were treated with 71 pg Tz-IR700 and 100 J cm 2 (A = 660 nm). In grey control specimens (Tz-IR700 in the dark) and in orange
Tz-IR700 with light treatment. Red arrows indicate the time points at which irradiation was applied. Data expressed as mean + SEM; n = 15 for Tz-IR700 Dark and
n = 16 for Tz-IR700 Light group. Statistical significance was calculated by Student’s t-test: *p < 0.05 and **p < 0.01. C) Pairwise comparison of mixed ANOVA by

group in relation to treatment phase.

Table 2
Pairwise comparison of mixed ANOVA by group in relation to the treatment phase. Data expressed as mean + SD, the star (*) represents significant differences.
Before PDT -After 1st PDT After 1st PDT -After 2nd PDT Before PDT - After 2nd PDT Power
MTD (mm) Tz-IR700 Dark —0.54 £ 0.17* —0.57 £ 0.17* —1.12 + 0.22* 0.991
Tz-IR700 Light 0.56 + 0.18* 0.47 £ 0.18* 1.03 + 0.23* 0.970

exhibited grade 3 due to their solid growth, high nuclear pleomorphism
and mitotic rate as illustrated in Fig. 5A. Three of the Tz-IR700 Light
cases present an inflammatory reaction consisting in an inflammatory
nodule composed by lymphocytes and histiocytes (Fig. 5B). Tumour is
not identified in two of these three cases after multiple histological cuts.
None of the control cases present this type of reaction.

P53 is a tumour suppressor gene, and its mutation is related to the
absence of correct repair of damaged DNA. Its aberrant expression
(strong staining in more than 80 % of tumour cells or complete absence
of expression) has a strong correlation with the presence of mutations.
BCL-2 is a proto-oncogene that prevents cells from undergoing
apoptosis. Ki67 is a cell proliferation marker. Both groups (Tz-IR700
Dark and Tz-IR700 Light) do not present obvious differences in p53,
BCL-2 and HER2 expression. The percentage of necrosis was slightly
higher in the dark group (Table 3). Regarding Ki67, the mean of the 13
cases with tumours identified in the dark group (51.07 %) was higher
than the mean of the 12 cases in the group treated with Light (42.41 %)
(Table 3), as frequently occurs in human tumours treated with neo-
adjuvancy [31,32], supporting the conclusion that our model might
have clinical applications.

4. Discussion

The conjugation of the photosensitiser IR700 to different antibodies
has been extensively investigated in connexion to PIT treatments. Pho-
toimmunoconjugates reported so far include the antibodies trastuzumab
[17], cetuximab [33], panitumumab [17,34,35], anti-CD44 [36], ave-
lumab [37], rituximab [38], anti-PSMA [39], anti-CEA [40],
anti-mesothelin [41], anti-TROP2 [42], anti-CD25 [43], anti-CD133
[44] and anti-CD206 [45]. In addition, IR700 has been conjugated to
affibodies, low molecular weight proteins with high binding affinity to
specific receptors (=7 kDa) [46-48]. Of particular interest to this work,
the Tz-IR700 photoimmunoconjugate has been studied for PIT treat-
ment of a variety of oncological diseases [17,18,49-55]. All these re-
ports endure the feasibility of PIT with Tz-IR700 for oncological
patients. However, none of these reports addresses the issue of the
usefulness of PIT against trastuzumab-resistant cancers. A recent report,
however, showed that HER2-selective nanobodies and affibodies con-
jugates, alone or in combination with Tz, are effective against the
trastuzumab-resistant cell line HCC1954, which suggests that this might
be the case also for Tz-IR700 [56]. However, these nanobodies do not
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Fig. 5. Histological studies. A) Grade 3 tumour with high pleomorphism, solid growth and high mitotic rate (). Left: Tz-IR700 Dark. Right: Tz-IR700 Light. B)

Inflammatory reaction in Tz-IR700 Light cases.

Table 3

Immunohistochemical analysis of tumour samples. HER2 (0-1+, negative;
2+; equivocal; 3+, positive). p53 and BCL-2 percentage expression (%). Ki67
percentage expression (QuPath %).

Tz-IR700 Dark Tz-IR700 Light
HER2 3+ 3+
P53 100 + 0.0 97.9+ 1.0
BCL-2 0+0.0 0+0.0
ki67 51.1 +£4.1 42.4+49
Necrosis 85+28 8.3+37

compete for the binding epitope with trastuzumab. Another recent study
demonstrated the efficiency of Tz-IR700 against a different
trastuzumab-resistant cell line, namely JIMT-1, however only in vitro
[16]. The observation that the Tz-IR700 conjugate is effective against
the JIMT-1 cell line does not anticipate the efficiency against the
HCC1954 cell line chosen for our studies and actually points to the
generalizability of our findings. Thus, our results suggest that PIT
treatments with Tz-IR700 may have a wider therapeutic scope than
trastuzumab alone for the treatment of HER2-positive cancers as long as
the receptor retains the ability to bind trastuzumab [57]. In addition,
our results also show that cumulative treatments could potentially
enhance the extent of the therapeutic effect, paving the way for per-
sonalised treatment approaches tailored to individual patients.

For the surgical management of cancer, achieving complete tumour
resection is crucial. In many cases, patients are deemed ineligible for
surgery if it is known beforehand that the surgeon will not be able to
remove the entire tumour, since incomplete surgical resections are
associated with poorer oncological outcomes despite the aggressiveness
of the intervention. The Union of International Cancer Control (UICC)
classification of resections has shown prognostic value, where RO are
complete resections, R1 resections leaving microscopic tumours and R2
resections leaving macroscopic tumours [58]. In this context, Moore
et al. have proven the potential of the combined use of pan-
itumumab-IR700 PIT and surgery for the eradication of residual cancer
cells after R1 surgical resection of head and neck cancer models [59]. In
addition to the elimination of residual cancer cells, combining surgery
with PIT treatments may activate anti-tumour immunity responses that
may prevent tumour regrowth and metastasis [11,60]. Thus, PIT shows
great potential as an adjuvant modality to surgery.

The second major finding of this work is the observation that singlet
oxygen is essential for HCC1954 cell photokilling. On one hand, Tz-
IR700 produces singlet oxygen both in aqueous solutions and in the
HCC1954 cells, as unequivocally demonstrated by the observation of its
specific phosphorescence in the near-IR. Moreover, when 10 mM sodium
azide, a potent singlet oxygen quencher, was added, no photokilling
could be observed. Thus, singlet oxygen is the primary cytotoxic species
for this photoimmunoconjugate in the HCC1954 cells.

Our results may shed light on how IR700 photoimmunoconjugates
kill cancer cells, which is currently a matter of debate. Several reports
have concluded that singlet oxygen plays a minor role in the phototoxic
effect of the IR700 photoimmunoconjugates. Thus, Mitsunaga et al.
observed that sodium azide reduced only partially the extent of photo-
killing [17]. They hypothesized that the mechanism of cell death in-
volves the rapid expansion of locally heated water, singlet oxygen
having only a marginal contribution. Sato et al. reported that IR700
photoimmunoconjugates (with cetuximab, panitumumab and trastuzu-
mab) formed non-fluorescent aggregates larger than IgG upon irradia-
tion due to axial-ligand release [18]. Previously, they had reported that
molecular oxygen did not play a major role in photocytotoxicity [21]. In
contrast, Kishimoto et al. [19] and Railkar et al. [61] reported that PIT
with panitumumab-IR700 is oxygen-dependent and generates ROS,
identifying singlet oxygen as a significant contributor to cell death, as
shown by the use of scavengers like sodium azide, biliverdin and trolox.

Additional insights can be gained from the work of Cockrell et al.,
[20] who observed aggregation of a trastuzumab-eosin conjugate upon
exposure to light. Similar observations have been made in other conju-
gates [62,63]. This suggests that antibody aggregation may be a general
phenomenon when photosensitisers are covalently attached to them
rather than a specific effect of axial-ligand release in IR700
photoimmunoconjugates.

5. Conclusions

Our work demonstrates that photodynamic treatments with a Tz-
IR700 photoimmunoconjugate can overcome resistance to trastuzumab
in an in vivo model of HER2-positive breast cancer. Moreover, we pro-
vide compelling evidence for the central role of singlet oxygen in the
process. The results of the study pave the way for the further develop-
ment of photoimmunotherapy of cancer, alone or as an adjuvant to
fluorescence-guided surgery to eliminate residual cancer cells and as a
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means to activate an immune response that may prevent tumour
regrowth and the onset of metastasis. Thus, Tz-IR700 photo-
immunotherapy may expand the therapeutic scope of trastuzumab.
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11. ANEXOS

11.6. PROTOCOLO A PRIORI REGISTRADO EN LA BASE DE DATOS
PROSPERO

La presente revision sistematica fue registrada en PROSPERO (ID: CRD42023409056) antes del inicio
del proceso de seleccion y extraccidon de datos. Tras la realizacidn del estudio, se han identificado
algunas modificaciones menores respecto al protocolo original. No obstante, se ha optado por
posponer la actualizacién del registro hasta la aceptacidon o publicacidn definitiva de los resultados,
momento en el que se procedera a su actualizacidn formal conforme a los requisitos establecidos

por el registro.
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REVIEW TITLE AND BASIC DETAILS

Review title
Photoimmunotherapy in General Surgery

Review objectives
What is the effect of photoimmunotherapy and surgery in animals and humans in neoplasms in
the field of General Surgery?

Context and rationale
Photoimmunotherapy is a therapeutic strategy widely studied both in vitro and in vivo but with

certain limitations for its use in humans, which means that despite having been developed for
the first time more than a decade ago, its use has been limited to skin neoplasms that allow
topical application of drugs.

One of the potential fields where its routine use could be expected is General Surgery, given
that it has diagnostic and therapeutic properties that, together, can be a powerful tool in the
treatment of neoplasms of different etiologies. The wide variety of antibodies experimentally
tested in photoimmunotherapy has already been the subject of some reviews, and it is not the
objective of this article. This systematic review aims to study which neoplasms within the field of
General Surgery have been successfully treated experimentally to analyze possible limitations
in the daily use of these therapies and establish the groundwork for future studies. We aim to
shorten the steps that remain to be taken until reaching the routine application of
photoimmunotherapy in the field of surgery.

Keywords
cancer, photoimmunotherapy, surgery, Systematic review
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SEARCHING AND SCREENING

Searches

We will search the following electronic bibliographic databases: PubMed (MEDLINE), Embase,
Web of Science, Cochrane Library, ClinicalTrials.gov

The full search strategy (see pdf) is based on the search components "photoimmunotherapy”,
"surgery" and "cancer". Only spanish and english publications will be eligible.

We will screen the reference lists of included studies for additional eligible studies not retrieved
by our search.

Study design

Included
There will be no restrictions on the types of study design elegible for inclusion, since there are
not many publications available for this topic. Results will be carefuly analized

Excluded
None

ELIGIBILITY CRITERIA

Human disease modelled
Neoplasms in the field of General Surgery
Animals/Population

Included
All animal models with experimental cancer (all species, all sexes, all tumor modells) in the field

of General Surgery

Excluded
In vitro and in silico models

Intervention(s) or exposure(s)

Included
Exposure to Photoimmunotherapy with Near Infrared Light afther the administration of any

photosensitive agent+antibody drug complex, alone or in combination with surgery

Excluded
Exposure to Photoimmunotherapy without the previous administration of the inclusion criteria

drug complexes

Comparator(s) or control(s)

Included
Animals undergoing no treatment at all, Animals receiving the drug complex without near
infrared light exposure, Vehicle-treated animals, Sham-treated animals

Excluded
All other control conditions

Other selection criteria or limitations applied

https://www.crd.york.ac.uk/PROSPERO/view/CRD42024523715 217
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Inclusion criteria: Spanish and English articles, original experimental animal or human studies
Exclusion criteria: publication language other than Spanish or English, publications other than
original experimental studies (reviews, conference abstracts, case reports, etc)

OUTCOMES TO BE ANALYSED

Outcome measure(s)

Included

Tumor growth, Tumor shrinkage, Tumor lenght, Tumor weight, Tumor Volume, Local or distal
Recurrence, Metastasis, Local histological changes, Tumor microenvironment changes,
Immunological changes, Fluorescence

Excluded
None of the above

DATA COLLECTION PROCESS

Study selection and data extraction

Procedure for study selection

Screening will be performed in two phases, namely initial screening based on title and abstract,
followed by a full-text screening of the eligible articles for final inclussion. In each phase, 2
observers will independently assess each article. Discrepancies will be resolved through
discusson, or by consulting a third investigator.

Prioritise the exclusion criteria

Title-abstract screening:1. Not an original full research paper (e. g. review, editorial)
2. Experimental cancer outside the field of General Surgery

3. Not an in vivo animal study

4. No NIR-PIT alone or in combination with surgery used

5. Not in English nor Spanish studies

Full text-screening:

As above, with the addition of:

6. No control group

7. No tumoral effect stated

Methods for data extraction

A standardised, pre-piloted form will be used to extract data from the included studies for
assessment of study quality and evidence synthesis. Extracted information will include: study
setting; study population and baseline characteristics (neoplasm type); details of the
intervention and control conditions; study methodology; outcomes; information for assessment
the risk of bias.

Two reviewers will independently extract data from tables, text or figures. In case an outcome is
measured at multiple time points, data from the time point where efficacy is hightest will be
included.

Data to be extracted: study design
Experimental group(s), control group(s), number of animals per group.

https://www.crd.york.ac.uk/PROSPERO/view/CRD42024523715 37
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Data to be extracted: animal model
Species and sex of the animals, type of tumor (e. g. cellular injection, xenograft)

Data to be extracted: intervention of interest
Dose, timing of administration, frequency of administration, route of administration

Data to be extracted: primary outcome(s)
All the information will be extrated and collected in a comparative table showing all items in the

different selected articles. The table will show the following data:- Tumor growth (continuous):
diameter measurement (cm, mm, or any other lenght unit in the metric decimal system),
diference between tumoral diameters in different time-points or between individuals (cm, mm or
any other decimal metric unit).Percentual changes will also be accepted as a measurement.

- Tumoral volume (continuous): measured in cm3, mm3 or any other decimal metric unit.

- Tumor weight (continuous): measured in g, mg or any other weight unit in the metric decimal
system

- Local or distal recurrence (dichotomous): yes/no

- Metastasis (dichotomous): yes/no

- Therapy effectiveness (dichotomous): yes/no

All continous variables will be extracted in decimal metric system units. If the reviewed article
does not express its measurements in such system, data will be transformed in order to
homogeneize the comparisions between articles.

Data to be extracted: secondary outcome(s)
- Tumoral fluorescence tested (dichotomous): yes/no

- Tumoral florescence effective (dichotomous): yes/no
- Tumoral histological changes evaluated (dichotomous): yes/no
- Tumoral microenvironment evaluated (dichomotous): yes/no

Data to be extracted: other
Author, year, language and country

Risk of bias and/or quality assessment
By use of SYRCLE'’s risk of bias tool

By use of the CAMARADES checklist for study quality

Method for risk of bias and/or quality assessment
SYRCLE's risk of bias tool and CAMARADES checklist for study quality, performed by two
reviewers

PLANNED DATA SYNTHESIS

Strategy for data synthesis

Planned approach
We will provide a narrative synthesis of the findings from the included studies, structured

around the type of intervention, tumor characteristics, type of outcome and intervention content.

We will provide summaries of intervention effects for each study by calculating risk ratios (for
dichotomous outcomes) or standardised mean differences (for continuous outcomes).

We anticipate there will be limited scope for meta-analyisis because of the range of different
outcomes measured across the small number of existing trials.

https://www.crd.york.ac.uk/PROSPERO/view/CRD42024523715
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Effect measure
Meta-analysis not planned

Effect models
Meta-analysis not planned

Heterogeneity
Meta-analysis not planned

Other
Meta-analysis not planned

Analysis of subgroups or subsets

Subgroup analyses
None planed

Sensitivity
Meta-analysis not planned

Publication bias
Meta-analysis not planned

REVIEW AFFILIATION, FUNDING AND PEER REVIEW

Review team members

e Miss Ana Piqueras, Hospital Universitari Germans Trias i Pujol, Universitat Autdbnoma de
Barcelona

¢ Miss Mireia Jorda Redondo, Institut Quimic de Sarria, Universitat Ramon Llull

¢ Dr Lidia Blay Aulina, Hospital Universitari Germans Trias i Pujol, Universitat Autdbnoma de
Barcelona

e Miss Celia Martinez Alvez, Hospital Universitari Germans Trias i Pujol

¢ Professor Joan Francesc Julian Ibafiez, Hospital Universitari Germans Trias i Pujol,
Universitat Autbonoma de Barcelona

¢ Professor Santiago Nonell Marrugat, Institut Quimic de Sarria, Universitat Ramon Llull

Review affiliation
Hospital Universitari Germans Trias i Pujol

Institut Germans Trias i Pujol

Universitat Autbnoma de Barcelona

Funding source
This research received no specific grant from any funding agency in the public, commercial, or
not-for-profit sectors

TIMELINE OF THE REVIEW

Review timeline
Start date: 29 April 2024. End date: 31 December 2024
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Date of first submission to PROSPERO
28 April 2024

Date of registration in PROSPERO
28 May 2024

CURRENT REVIEW STAGE

Publication of review results
The intention is to publish the review once completed.The review will be published in English,
Spanish

Stage of the review at this submission

Review stage Started Completed
Pilot work v
Formal searching/study identification v v

Screening search results against inclusion criteria
Data extraction or receipt of IP
Risk of bias/quality assessment

Data synthesis

Review status
The review is currently planned or ongoing.

ADDITIONAL INFORMATION

Review type
Pre-clinical animal intervention review

Additional information
This review is being undertaken as a fundamental part of a PhD Project.

PROSPERO version history
¢ Version 1.0 published on 28 May 2024

Review conflict of interest
None known

Country
Spain

Medical Subject Headings
Animals; Humans; Immunotherapy; Phototherapy; Skin Neoplasms

Disclaimer
The content of this record displays the information provided by the review team. PROSPERO
does not peer review registration records or endorse their content.
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PROSPERO accepts and posts the information provided in good faith; responsibility for record
content rests with the review team. The owner of this record has affirmed that the information
provided is truthful and that they understand that deliberate provision of inaccurate information
may be construed as scientific misconduct.

PROSPERO does not accept any liability for the content provided in this record or for its use.
Readers use the information provided in this record at their own risk.

Any enquiries about the record should be referred to the named review contact
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11.7. DIFUSION NO ACADEMICA: COBERTURA MEDIATICA DE LA
INVESTIGACION

Titular y enlace Medio y QR

Investigan el uso de la terapia fotodindmica para tratar el cancer de mama La Vanguardia
https://www.lavanguardia.com/vida/20250203/10346241/investigan-tera-
pia-fotodinamica-tratar-cancer-mama-agenciaslv20250203.html

Un estudio aplica fotoinmunoterapia para tratar un tipo de cancer de mama
https://www.infosalus.com/salud-investigacion/noticia-estudio-aplica-fotoin-
munoterapia-tratar-tipo-cancer-mama-20250203110019.html

La fotoinmunoterapia se abre paso como nueva via para tratar el cdncer de
mama HER2+

https://gacetamedica.com/investigacion/
foto-inmunoterapia-tratar-cancer-mama-her2/

Un estudio aplica fotoinmunoterapia para tratar un tipo de cancer de mama
https://www.catalunyapress.es/articulo/saladeespe-
ra/2025-02-03/5165946-estudio-aplica-fotoinmunoterapia-tratar-tipo-can-
cer-mama

L'IQS i 'Hospital Trias i Pujol proven una nova fototerapia per tractar un cancer
de mama agressiu

https://beteve.cat/societat/
proven-nova-fototerapia-tractar-cancer-mama-agressiu/

L'Hospital Germans Trias i Pujol i I'Institut Quimic de Sarria obren la porta de la
fotoimmunoterapia com a nova via per tractar un tipus agressiu de cancer de
mama
https://www.eltotbadalona.cat/Ihospital-germans-trias-i-pujol-i-linstitut-qui-
mic-de-sarria-obren-la-porta-de-la-foto-immunoterapia-com-a-nova-via-per-
tractar-un-tipus-agressiu-de-cancer-de-mama/

Nova combinacid terapeutica per tractar un tipus agressiu de cancer de mama
en una sola intervencio
https://www.bdncom.cat/notice/nova-combinacio-terapeutica-permetria-eli-
minar-un-tipus-agressiu-de-cancer-de-mama-en-una-sola-intervencio

Un farmac activat amb llum, contra el cancer de mama
https://www.3cat.cat/3cat/
un-farmac-activat-amb-llum-contra-el-cancer-de-mama/noticia/3342717/



https://www.infosalus.com/salud-investigacion/noticia-estudio-aplica-fotoinmunoterapia-tratar-tipo-cancer-mama-20250203110019.html
https://www.infosalus.com/salud-investigacion/noticia-estudio-aplica-fotoinmunoterapia-tratar-tipo-cancer-mama-20250203110019.html
https://gacetamedica.com/investigacion/foto-inmunoterapia-tratar-cancer-mama-her2/
https://gacetamedica.com/investigacion/foto-inmunoterapia-tratar-cancer-mama-her2/
https://www.catalunyapress.es/articulo/saladeespera/2025-02-03/5165946-estudio-aplica-fotoinmunoterapia-tratar-tipo-cancer-mama
https://www.catalunyapress.es/articulo/saladeespera/2025-02-03/5165946-estudio-aplica-fotoinmunoterapia-tratar-tipo-cancer-mama
https://www.catalunyapress.es/articulo/saladeespera/2025-02-03/5165946-estudio-aplica-fotoinmunoterapia-tratar-tipo-cancer-mama
https://beteve.cat/societat/proven-nova-fototerapia-tractar-cancer-mama-agressiu/
https://beteve.cat/societat/proven-nova-fototerapia-tractar-cancer-mama-agressiu/
https://www.eltotbadalona.cat/lhospital-germans-trias-i-pujol-i-linstitut-quimic-de-sarria-obren-la-porta-de-la-foto-immunoterapia-com-a-nova-via-per-tractar-un-tipus-agressiu-de-cancer-de-mama/
https://www.eltotbadalona.cat/lhospital-germans-trias-i-pujol-i-linstitut-quimic-de-sarria-obren-la-porta-de-la-foto-immunoterapia-com-a-nova-via-per-tractar-un-tipus-agressiu-de-cancer-de-mama/
https://www.eltotbadalona.cat/lhospital-germans-trias-i-pujol-i-linstitut-quimic-de-sarria-obren-la-porta-de-la-foto-immunoterapia-com-a-nova-via-per-tractar-un-tipus-agressiu-de-cancer-de-mama/
https://www.bdncom.cat/notice/nova-combinacio-terapeutica-permetria-eliminar-un-tipus-agressiu-de-cancer-de-mama-en-una-sola-intervencio
https://www.bdncom.cat/notice/nova-combinacio-terapeutica-permetria-eliminar-un-tipus-agressiu-de-cancer-de-mama-en-una-sola-intervencio
https://www.3cat.cat/3cat/un-farmac-activat-amb-llum-contra-el-cancer-de-mama/noticia/3342717/
https://www.3cat.cat/3cat/un-farmac-activat-amb-llum-contra-el-cancer-de-mama/noticia/3342717/
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