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El cancer colorrectal

A. Epidemiologia

Segun datos de la Agencia Internacional para la Investigacion sobre Cancer (IARC) se
estima que en el 2012, ultimo afio del que se tienen datos oficiales, se diagnosticaron
2,7 millones de nuevos casos de cancer en los paises miembros de la Union Europea

(UE)*, de los que el 13% correspondieron a cancer colorrectal (CCR).
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Figura 1. Proporcion de muertes debido al cancer en los Estados Miembros de la Union Europea (UE) en 2013.
Eurostat, 2016. Still 1 in 4 deaths caused by cancer in the EU. Tomado de: Eurostat

http://ec.europa.eu/eurostat/web/products-press-releases/-/3-03022016-BP

Datos de la Oficina Europea de Estadistica (Eurostat) revelan que el cancer fue la causa
de mas de un cuarto (26%) de las muertes totales (Figura 1), siendo asi la segunda
casusa de defunciones en la UE, solo superada por enfermedades cardiovasculares
(37%)°. De las neoplasias malignas, el CCR caus6 el 12% del total de muertes debidas
al céancer, solo por detrds del cancer de pulmon, lo que significa el 3,1% del total de

muertes registradas en la UE.
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En Espafia, para ese mismo afio, se estima que fueron diagnosticaron 215.534 nuevos
casos de cancer, suponiendo el CCR un 15% aproximadamente (Figura 2); cifra que,
segun las previsiones poblacionales de las Naciones Unidas, se elevara a casi 246.713

nuevos casos para el afio 2020%.

Cthers Cthers

24 053 (28%) 28 140 (22%) Prostate
Breast 27853 (22%)
Stomach 25 215 (29%) Liver
2944 (3.4%) 4006 (3.1%)
Pancreas Kidney | e
3032 (3.5%) 4 346 (3.4%) P—
Ovary / Colorectum Stomach Lung
3 236 (3.7%) 12979 (15%) 4 866 (3.8%) 21 780 (17%)
Lun Corpus uteri Bladder Colorectum
4935 (5.7%) 5121 (5.9%) 11584 (9%) 19 261 (15%)
Total : 86 984 Total : 128 550

Figura 2. Incidencia estimada en Espafia para mujeres (izquierda) y hombres (derecha) por tipo de cancer . Tomado

de: GLOBOCAN 2012 http://gco.iarc.fr/

En cuanto a las cifras de mortalidad, en Espafia, el cancer fue la causa de 102.762
muertes en 2012, pero a diferencia del conjunto de la UE, el CCR fue el tipo de
neoplasia que més muertes causd, un 15% del total de muertes por cancer® (Figura 3).
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Figura 3. Mortalidad estimada en Espafia para mujeres (izquierda) y hombres (derecha) por tipo de cancer. Tomado

de: GLOBOCAN 2012 http://gco.iarc.fr/
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B. Etiopatogenia

Son muchos los factores de riesgo que estan asociados al desarrollo de CCR. Algunos
son inherentes a cada persona, y por tanto no pueden ser modificados, como el
componente genético, edad, patologias previas, antecedentes familiares...; pero ademas,
factores “modificables” como el ambiente o el estilo de vida, pueden tener un papel

importante en el desarrollo de neoplasias colorrectales”.

1. Factores genéticos

Aproximadamente entre un 5-10% de los casos de CCR tienen su origen en condiciones

hereditarias conocidas®®.

Una de ellas, el cancer colorrectal no poliposico hereditario (CCRNPH) o Sindrome de
Lynch, se asocia a alteraciones en los genes MLH1, MSH2, MSH6 y PMS2, implicados

en las rutas de reparacion del DNA?®.

Supone entre el 2-6% de los casos de CCR diagnosticados. Aproximadamente un tercio
de los afectados por sindrome de Lynch tiene alteraciones en el gen MLH1, otro tercio
en MSH2 y otros, en menor medida, en los genes MSH6 y PMS2; ademas, se cree que
otros genes aun no identificados deben tener un papel en el CCRNPH, ya que otro tercio
de los enfermos no presentan alteraciones en los genes ya descritos®. En personas
portadoras de dichas mutaciones, el riesgo de padecer CCRNPH puede aumentar hasta

un 70-80%’.

Ademas, los pacientes afectados por el Sindrome de Lynch presentan una edad mas
temprana de aparicion de CCR respecto a pacientes no afectados por dicho sindrome

(44 aios vs. 65 afos)

Otro de los tipos de CCR asociado a factores genéticos, es la poliposis adenomatosa
familiar (PAF). Supone menos de 1% de los casos de CCR y estd vinculada a
mutaciones en el gen supresor de tumores APC (Adenomatous Polyposis Coli) en
5q21%. Los individuos afectados por PAF sufren la aparicién de maltiples adenomas en

la adolescencia y, aproximadamente, el 75% de ellos desarrollan CCR antes de los 30
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afios™. Entre el 75-80% de los pacientes afectados por PAF debido a alteraciones del

gen APC tiene un familiar afectado®.

2. Edady sexo
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Figura 4. Incidencia estandarizada para la edad por sexo, area y pais en Europa en el afio 2012. (Ferlay et al., 2013)
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El riesgo de padecer CCR se incrementa con la edad. A pesar de la existencia de casos

1314 'més del 90% de los diagnésticos se realizan en

de CCR en personas jovenes
pacientes con mas de 55 afios™; ademas, el riesgo de padecer CCR es 50 veces superior
en pacientes con edades comprendidas entre los 60-79 afios que en personas menores de

40%,

El sexo de los individuos, pese a no ser un factor determinante para una mayor
predisposicion o riesgo de padecer neoplasias colorrectales, si que muestra una
incidencia ligeramente superior en hombres que en mujeres®’. Si bien, ésta incidencia

muestra una gran variabilidad en funcién de la region geografica (Figura 4).

3. Historial familiar

A pesar de que la mayoria de los pacientes con CCR no presentan en su familia
antecedentes de esta enfermedad, entre un 15-20% de los individuos con CCR tienen al

menos un familiar afectado por la misma enfermedad™® (Figura 5).

Hereditary
“d(oﬂ\e

Sy
—.3“3“—-—" _ AC-1 without MMR
Sporadic FAP; AFAP
Mixed Polyposis Syndrome
Ashkenazi 1307K
CHEK2 (HBCC)
MYH

FJP Polyposis

¢D Syndromes

PJS } Hamartomatous
BRRS

® = as yet undiscovered
hereditary cancer
variants

Figura 5. Diagrama de las causas atribuibles al origen de CCR. (Lynch, Lynch, Lynch, & Attard, 2008)

Los individuos con uno o mas familiares de primer grado afectados por CCR o polipos
adenomatosos presentan un riesgo elevado de padecer CCR, asi como aquellos con al

menos un familiar menor de 50 afios afectado por CCR o pélipos adenomatosos®®.
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Aunque las causas no son del todo conocidas, se cree que puede estar debido al
componente genético familiar (comentado anteriormente), a factores ambientales

comunes a ellos, habitos de vida similar, ...

4. Patologias previas

También se ha descrito en la bibliografia que la existencia de cierta patologia previa, se
asocia a un mayor riesgo de CCR. Los procesos fisiopatoldgicos que se desencadenan

en la enfermedad inflamatoria intestinal aumentan la incidencia de CCR?.

Los cambios moleculares que ocurren en la inflamacion cronica parecen ser una
contribucion importante a los procesos que desencadenan y favorecen la carcinogénesis,
ya que crean un microambiente adecuado para el inicio y progresion de la enfermedad.
Este estado es comun a la enfermedad de Crohn y al CCR, por lo que se asocia a un
aumento del riesgo de desarrollo de neoplasias colorrectales?*??. Tanto es asf, que un
meta-analisis de 12 articulos realizado por Canavan en 2006 revel6 que, tras el
diagnostico de la enfermedad de Crohn, el riesgo acumulado de desarrollar CCR a los

10 afios es del 2,9%, 5,6% a los 20 afios y 8,3% a los 30 afios™.

La aparicion de pélipos adenomatosos no cancerosos también predispone al desarrollo

de nuevos pélipos, ademas de CRC*%.

5. Dieta y habitos de vida

Aunque la causa no es del todo conocida, ni tampoco el modo en el que influye, los
habitos de vida poco saludables como el consumo de tabaco y alcohol se asocian con un
incremento del riesgo relativo (RR) de padecer CCR (Figura 6)*°; si bien este
incremento es mucho menor que en otros tipos de neoplasias de la cavidad oral, tracto

respiratorio y segmentos superiores del tracto digestivo, eséfago principalmente?’.

También los habitos alimenticios y la dieta influyen sobre el RR del CCR. Por un lado,
la dieta con alto contenido en fibra y un bajo contenido en grasa parece ser que tiene un

efecto reductor sobre el RR del CCR% %, La toma de alimentos ricos en vitaminas A,
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C, D y E y en carotenoides también demuestran tener un efecto en la disminucion del

riesgo de CCR®"*

Sin embargo, otros aspectos relacionados con la dieta, como el consumo de carne frita o
asada en exceso Y la generacion de productos pirrélicos, se asocian a un aumento del
RR de padecer CCR. La carne roja y la carne pre-procesada presentan una relacion

%334 o asf la carne de pollo o el pescado, que no

directa con un incremento del riesgo
mostraron relacién con el incremento del riesgo®. Esta asociacion positiva entre el
consumo de carne roja y procesada con el riesgo de CCR podria explicarse debido al
grupo hemo del hierro, aminas heterociclicas y el nitrito/nitrato presente en éstos

alimento®.

Oral cavity and pharynx

RR Colon and rectum R
3.0+

2.5
2.0

1.51

1.0+

0.54 0

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90100 O 10 20 30 40 50 60 70 80 90100
Alcohol (g day™) Alcohol (g day™)

Figura 6. Riesgo relativo (RR) e intervalo de confianza correspondiente al 95% de la relacion dosis-respuesta entre
el consumo de alcohol y el riesgo de cancer colorrectal (izquierda) y de la cavidad oral y faringe (derecha).

(Bagnardi, Blangiardo, La Vecchia, & Corrao, 2001).
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Tratamiento de las metastasis hepaticas

El higado es el 6rgano en el que mas comUnmente provocan metastasis (Figura 7)
aquellos tumores que drenan a traves de la circulacion portal, llegando hasta un 70-80%
de los casos®. Més de la mitad de los pacientes con CCR desarrollaran metéstasis
hepéaticas (MHCCR) durante su vida®®, las cuales pueden estar presentes en el
momento del diagndstico de tumor primario 0 hasta 12 meses después (metastasis
sincronicas), al menos un 25% de los pacientes segun Bengmark & Hafstrom, 1969; o

bien aparecer con posterioridad (metastasis metacrénicas).

Figura 7. Metastasis hepaticas. http://histopatologiabasica.blogspot.com.es/ (acceso 11 de agosto de 2017).

Sin tratamiento, el prondstico para aquellos pacientes diagnosticados con metastasis
hepaticas de CCR es pobre. Segun las series analizadas, la tasa de supervivencia (TS) al
afio es del 20-30% de los pacientes, porcentaje que desciende a menos del 5% a los 5

afios®%,

Hoy en dia, la Unica opcion terapéutica con intencién curativa para las MHCCR es el
tratamiento quirdrgico, si bien otras alternativas como la ablacién térmica por
radiofrecuencias o microondas podrian tener también buenos resultados, sobre todo en
pacientes clasificados inicialmente como no quirdrgicos. En pacientes donde estos

procedimientos no son suficientes, se asocian a tratamientos de quimioterapia sistémica.

11
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A. Terapias locales:

1. Propésito Curativo

Cirugia de reseccion hepatica

La cirugia de reseccion hepatica (RH) se basa en gran medida en la descripcion
anatémica de los segmentos funcionales, que a su vez se basa en el suministro de sangre
del 6rgano a través de la arteria hepatica y la vena porta, su drenaje venoso a través de

las venas hepaticas y su drenaje biliar.

La segmentacion o division anatomica del higado mayormente aceptada por los
cirujanos hepatobiliares consta de ocho segmentos funcionales*® (Figura 8). Esta
segmentacion esta basada en la distribucién interna de los vasos sanguineos que irrigan

al higado: las venas suprahepaticas y los pediculos portales.

Figura 8. Division hepatica en ocho segmentos hepaticos. http://www.radiologyassistant.nl/ (acceso 14 de agosto de

2017).

Asi, la triada portal derecha se bifurca en una rama anterior y otra posterior que, a su
vez, se bifurca en una rama superior y otra inferior, que irrigan a cada uno de los

segmentos del higado derecho: segmentos V, VI, VII y VIII. El pediculo izquierdo se

12
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divide en dos ramas anteriores (segmentos Il y V) y una rama posterior (segmento I1).
El segmento |, que recibe aporte sanguineo tanto del higado derecho como del

izquierdo, se halla entre las venas porta y cava inferior, por detras del hilio hepatico®.

A dia de hoy, la RH es el gold standard en el tratamiento de las MHCCR (Figura 9).
Este procedimiento requiere que la masa hepatica final, tras las reseccion de las
metastasis, sea suficiente como para asegurar un correcto funcionamiento del higado y

que, ademas, el tejido escindido tenga margenes libres de tumor.

Figura 9. Reseccién o lobectomia hepatica derecha. http://www.uptodate.az/ (acceso 12 de agosto de 2017).

Varias series con seguimientos a largo plazo muestran que, la supervivencia global (SG)

tras la RH va de los 33 a los 46 meses y que la TS a 5 afios oscila entre el 20-39%**.

Ablacion

a) Ablacion por Radiofrecuencias

La ablacion por radiofrecuencias (ARF) (Figura 10) es el tratamiento de eleccién en
MHCCR no resecables o en pacientes con carcinomas hepatocelulares (CHC) en los que
el trasplante hepético tiene riesgo de fracaso*®*’. El procedimiento puede llevarse a

cabo bien por via percutinea, guiado por imagen o bien mediante laparotomia. La

13
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eleccion del abordaje suele ser operador dependiente, sin que haya ninguna evidencia

que apoye una via sobre otra®.

nsertion
site and
body position

Figura 10. Ablacién por radiofrecuencias de metastasis hepaticas via percutanea con guiado mediante ecografia.

http://Aww.hopkinscoloncancercenter.org/ (acceso 14 de agosto de 2017)

La ARF utiliza corriente alterna de alta frecuencia para producir calor que destruye los
tumores, desnaturalizando las proteinas y destruyendo las membranas celulares
mediante la disolucién y la fusién de la bicapa lipidica®. Menos del 9% de los
procedimientos de ARF conlleva complicaciones, entre las que se incluyen: absceso
hepatico, derrames pleurales, neumotorax, insuficiencia renal aguda e hipoxemia; y una

baja mortalidad (0-296)>°".

Si bien las series de seguimiento presentan buenos datos, las tasas de recurrencia de los
pacientes tratados con ARF son 3 veces superiores a la RH>?, pero 3 veces menor que

los tratados mediante crioablacion®®.

Para asegurar el éxito de esta terapia hay que hacer una cuidada seleccion de los
pacientes atendiendo al nimero de focos tumorales y al tamafio del mayor de ellos. En
este sentido Solbiati et al. publicaron que la tasa de recurrencia en implantes menores de
2,5 cm apenas llegaba el 20%, pero que aumentaba hasta mas del 50% en el caso de

focos con tamafios comprendidos entre los 2.6 y 4 cm y al 70% cuando el tamafio

14
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superaba los 4 cm®*. Ademas, también es importante en el tratamiento mediante ARF
conseguir unos margenes de seguridad libres de enfermedad que variaran, en funcion

del tamafio de la lesién, entre 5 mm y 15 mm®.
b) Crioablacion

La crioablacion se fundamenta en la destruccion in situ del tejido mediante congelacion
(Figura 11), lo que induce deshidratacion de las células, desnaturalizacion de las
proteinas y destruccion de la vascularizacion de los tumores, debido al ciclo de

congelacion-descongelacion de los tejidos®®>’.

Figura 11. Corte transversal de higado con MHCCR. Imagen de resonancia magnética nuclear (IRM) preoperatoria

de MHCCR (A). Imagen intraoperatoria durante un procedimiento de crioablacion guiado por tomografia

computerizada multicorte (TCMC). (Niu, Zhou, Xu & Mu, 2013)

Generalmente aplicada via percutanea, el principal handicap de la crioablacion es la
limitacion de tamafio de la ice-ball que se forma alrededor de la punta de la sonda
empleada, es decir, el volumen de tejido que se congela alrededor de la sonda. Aunque
ésta ice-ball puede ser monitorizada continuamente mediante ecografia intraoperatoria,
es dificil predecir su tamafio y comportamiento, ya que depende en gran medida del

flujo sanguineo y del tejido circundante del tumor®®.

Debido a esto, durante la crioablacion, deben conseguirse ice-ball de gran tamafio,
incluso para implantes tumorales pequefios, ya que solo algunas partes de los mismos

alcanzarian las temperaturas necesarias para su destruccion®.
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c) Laser

Otro tipo de ablacion que emplea energia térmica para la destruccion de tejido es la
termoablacion laser (TAL). Esta técnica emplea fibra Gptica para conducir un haz de luz
laser de alta energia que, al ser absorbida por el tejido, consigue incrementos por

encima de los 150 °C, lo que induce necrosis coagulativa®.

Los resultados en pacientes con MHCCR de hasta 5 cm tratados mediante TAL se
asemejan a otros tratados mediante ARF o microondas (MO). Presentan TS que oscilan
entre 30-75% a 3 afios y entre el 10-40% a 5 afios, dependiendo de las series
analizadas®™ . A pesar de estos resultados, la TAL no suele ser considerada como una
técnica de ablacion tumoral efectiva y se excluye en revisiones o articulos

originales®®®,

d) Electroporacion irreversible

La electroporacion (EP) se sirve de energia no térmica para conseguir la
desestabilizacién temporal o permanente de la membrana plasmatica de las células sin
afectar en mayor medida a otras estructuras del tejido, lo que permite un mejor y mas

rapido crecimiento celular tras la terapia®.

La exposicion de las células a estos campos eléctricos causa la permeabilizacion de la
membrana plasmaética de las mismas. Si bien no se sabe ain en base a que fendmeno
ocurre dicha permeabilizacion, podria deberse a la aparicion de poros en la membrana

(de ahi el nombre de electro-poracién) (Figura 12).

La duracion o el tiempo que estos “poros” permanecen presentes en la membrana
celular depende en gran medida de la intensidad del campo eléctrico aplicado. Campos
eléctricos de cientos de voltios provocan, mientras son aplicados, la permeabilizacion
temporal de la membrana plasmatica, de ahi que se denomine electroporacion reversible
(EPR). La EPR, que comenzé a usarse como técnica para transfectar genes en células®’,
tiene un papel importante como técnica de insercién génica® y para el envio al interior
de las células de farmacos antineoplasicos incapaces de atravesar a la membrana

plasmética (electroquimioterapia)®®.
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Figura 12. Imagen de microscopia electrénica de transmision donde se muestran los poros (flechas rojas) aparecidos

en la membrana celular tras electroporacion irreversible (EPI). (Jourabchi, Beroukim, Tafti, Kee & Lee, 2014).

Si los campos eléctricos a los que se exponen las células son de un orden de magnitud
mayor (miles de voltios) ocasiona que los poros formados en la membrana celular no
sean temporales, sino permanentes, lo que se conoce como electroporacidn irreversible
(EPI). Entre las ventajas que la EPI aporta frente al resto de técnicas de ablacion esta la
produccion de muerte celular sin emplear energia térmica y por consiguiente, sin la

inflamacién y la inmunorreaccion asociada a ella”.

En éste sentido, Maor et al. comprobaron que, tras aplicar 10 pulsos de EPI de 3800
V/cm, de 100 ps cada uno, con una frecuencia de 10 pulsos por segundo, directamente
en la arteria carétida de ratas, no hubo cambios estructurales en el vaso ni afectacion de

la supervivencia de los animales’.

Estudios llevados a cabo en conejos portadores de implantes hepéticos de carcinomas
VX2 (linea celular tumoral de conejo, de origen incierto) han mostrado que aplicaciones
multiples de EPI consiguen la ablacion completa del tumor, sin acarrear consecuencias
destacables en los animales; siendo, ademas, un método técnicamente sencillo, rapido y

seguro para el tratamiento de CHC™2.
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Kingham et al. realizaron un estudio retrospectivo sobre 28 pacientes sometidos a EPI,
con revisiones mediante TCMC e IRM a los tres primeros meses y 6 meses de realizarse
el procedimiento. Comprobaron que solo el 14,2% de los pacientes (4) presentaron
recidivas a los 6 meses y que no hubo mortalidad asociada al tratamiento; siendo por
tanto un procedimiento seguro para el tratamiento de tumores hepaticos

perivasculares’.

Adicionalmente, Cannon et al. publicaron una serie de 44 pacientes portadores de
tumores hepéticos proximos a estructuras vitales, tanto CHC (14) como MHCCR (20) y
otras metéstasis (10). Aproximadamente el 60% de los pacientes no presentaron
recidivas 12 meses después de la EPI ni tampoco fendbmenos adversos ni dafio en

estructuras vitales’.

e) Microondas

La técnica de ablacion tumoral de méas reciente desarrollo se basa en el uso de MO,
producidas por cualquier dispositivo electromagnético que trabaja con frecuencias entre

900 y 2450 MHz.

Al igual que las técnicas anteriores, permite la aplicacion percutanea (Figura 13),
laparoscopica o a través del abordaje quirdrgico abierto; el tejido tumoral se localiza
mediante cualquiera de las técnicas de imagen disponibles para colocar una sonda de
MO en su interior.

Figura 13. Procedimiento de ablacion percutdnea mediante microondas de implantes tumorales en el pulmén.

https://kanserdeyenitedaviler.com (acceso 16 de agosto de 2017)
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Los beneficios potenciales de esta terapia incluyen temperaturas intratumorales mas
altas, mayores volimenes de ablacién tumoral, tiempos de ablaciébn mas rapidos,
calentamiento 6ptimo de las masas tumorales y menor dolor durante el procedimiento™.
En cuanto al tiempo de SG y la TS a 1, 2 y 3 afos, Shibata et al. no encontraron
diferencias entre la ablacion mediante MO y la RH (27 meses y 71%, 57% y 14% vs. 25
meses y 69%, 56% y 23%, respectivamente); si bien, la pérdida de sangre durante el
procedimiento de ablacién por MO fue 2,5 veces menor que la RH, ademés de ser un

procedimiento menos invasivo™®.

2. Proposito Paliativo:

De los pacientes con MHCCR, aproximadamente solo el 30% seran candidatos a una
terapia de las descritas anteriormente, con propdsito curativo, siendo en la mayoria de

los casos la RH el procedimiento de eleccion.

Los pacientes que no son candidatos a una terapia con intencion curativa 0 que no
reciben tratamiento adecuado tiene una SG media de 6 a 12 meses y una TS a los 5 afios
menor del 10%*"; sea cual sea la terapia paliativa que se aplique, ésta permitira el
control local y sintomatico de las MHCCR y una mejoria relativa, en alguno casos, de la

SG.

Quimioembolizacion

La quimioembolizacion transarterial (QETA) tiene como objetivo la infusion de
compuestos quimioterapéuticos junto con particulas embolizantes. Las particulas
embolizantes privan de aporte sanguineo a la masa tumoral (Figura 14), favoreciendo

una zona de hipoxia, lo cual potencia el efecto citotoxico de la quimioterapia.

Los procesos de QETA se llevan a cabo a través de un abordaje arterial periférico,
generalmente la arteria femoral, y se basan en el hecho de que el parénquima hepatico
sano recibe aproximadamente 70-80% de su aporte sanguineo por via venosa (el 20-
30% restante lo recibe por via arteria hepatica), no asi las metastasis hepaticas que son

irrigadas por via arterial”’. Esta particularidad, permite que al ascender un catéter desde
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la arteria femoral hasta la arteria hepatica, las sustancias liberadas queden depositadas

en o cerca de las metastasis.

Figura 14. Angiografia de la arteria hepatica antes (izquierda) y después (derecha) de realizar un procedimiento de

QETA para una masa tumoral en el higado derecho. http://www.sys-med.de/ (acceso el 16 de agosto de 2017).

a) QETA con compuestos grasos:

En estos procedimientos se usa unan mezcla de un farmaco quimioterapico y un aceite
etiodizado (comercialmente llamado Lipiodol®). Su alto contenido en yodo hace que
sea opaco a imagenes de rayos X, lo que permite realizar una monitorizacion mediante
fluoroscopia durante su administracion y observar si se produce reflujo del producto y el
grado de captacién de la mezcla por parte del tumor (Figura 15)®. Este tipo de QETA se

emplea de forma exclusiva en el tratamiento de CHC"*®,
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Figura 15. Secuencia de TCMC en fase arterial donde se observa un implante de CHC hiperdenso por la

hipercaptacion de yodo (A). Arteriografia con sustraccion digital (ASD) pre tratamiento con QETA donde se observa
el blush tumoral por la captacion del contraste yodado (imagen superior) y al finalizar el tratamiento (imagen
inferior), donde desaparece el blush tumoral por la sustraccion de la arteria hepatica derecha (B). TCMC 45 dias
después del tratamiento, donde se observa una masa hiperintensa correspondiente a la captacion del Lipiodol por

parte del implante tumoral (C). (Revel-Mouroz et al., 2017)

b) QETA con microesferas cargadas de farmacos

Este tipo de quimioembolizacion emplea “perlas” o microesferas cargadas con farmacos

(QETA-f) como sistema para enviarlos selectivamente al lecho tumoral (Figura 16)%".

Estudios realizados por Aliberti et al. en 2006 y Fiorentini et al. en 2007 sobre el uso de
QETA-f cargado con irinotecan (comercializado como DEBIRI™), parecen demostrar
que éste producto es efectivo en el tratamiento de pacientes con MHCCR no

resecables®?83,
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El irinotecan es un derivado de la camptotecina, compuesto citotoxico extraido del arbol
Camptotheca acuminata, con propiedades antiproliferativas sobre varias estirpes
tumorales. Actia inhibiendo el enzima topoisomerasa I, con funciones de

mantenimiento de la estructura del DNA durante la transcripcién y la division celular.

Chemoembolization
mixture (beads)

Catheter

Hepatic
artery

Figura 16. Representacion esquematica de la administracién de microesferas cargadas con citotoxicos mediante

QETA-f. https://www.baltimorevascularcare.com (acceso el 22 de agosto de 2017)

También Martin et al. en 2009 estudiaron el empleo de DEBIRI™ en pacientes con
MHCCR. Este estudio multicéntrico se realiz6 sobre 30 pacientes, entre 42 y 75 afios y
con una media de 5 lesiones (rango entre 1-20), que recibieron un total de 57 sesiones
de QETA-f con DEBIRI™. Doce de los procedimientos (21%) provocaron efectos
adversos asociados al mismo: la mitad de ellos fueron de tipo sindrome post-embolico,
otro infeccion del puerto de acceso, gastritis, deshidratacion, colecistitis, hipertension y
un fracaso hepatico que fue finalmente resuelto. Un paciente fallecié (3,3%) a
consecuencia de un fallo hepatico severo que no pudo ser revertido. La tasa de respuesta
(TR) a los 3 meses fue del 75%, bajando un 10% al medio afio. Ademas, los niveles de
antigeno carcinoembriogénico (CEA) descendieron a la mitad a los 3 meses,

manteniéndose estables a los 6 meses®*,
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El estudio clinico en fase Il publicado por lezzi et al. en 2015% tubo unos resultados
similares al de Martin et al. de 2009. Se realizaron 54 procedimientos de QETA-f con
DEBIRI™ en 20 pacientes no respondedores a dos 0 méas tratamientos quimioterapicos
previos (con una media de 3 procedimientos por paciente ( rango de 2-4)). La mayoria
de los efectos adversos que se registraron fueron de bajo grado (leucopenia, anemia,
dolo intra-procedimental, nauseas, vomitos,...) salvo en dos casos (10%): uno de ellos
con diarrea en grado 3-4 y otro con angina vasoespastica aguda. Tras los tratamientos
hubo 60% de casos de control general de la enfermedad, con una supervivencia libre de

progresion (SLP) de 4 meses y una SG ligeramente superior a los 7 meses.

Radioembolizacion

La radioembolizacion (RE) con itrio 90 (Y90) , debido a la agresividad del
procedimiento, apenas queda recomendada en la guia de ESMO de 2016, relegandose
su uso a pacientes con MHCCR refractarias a quimioterapia en los que se han

descartado otras opciones terapéuticas posibles®”’.

Al contrario que con los procedimientos de QETA (bien con contrastes yodados o con
microesferas cargadas de farmacos), para que los procedimientos de RE sean efectivos,
el aporte sanguineo y la perfusion de los implantes tumorales en el higado debe ser

adecuada.

Estas condiciones se requieren para la generacion de radicales libres mediante la
ionizacion de las moléculas de agua presentes en el tejido, lo que provoca un dafio
irreparable en una o ambas hebras de la doble hélice de DNA, desencadenando la
muerte por apoptosis de la célula. Ademas, para que la terapia sea 6ptima, la superficie
tumoral debe estar bien y uniformemente cubierta de microesferas radioactivas, para

evitar los cold-spots o zonas de baja radiacion®®.

Damm et. al en 2016 estudiaron un total de 176 RE sobre 106 pacientes con MHCCR,
una media de 2 RE por paciente (rango 1-5), con un total de 12 complicaciones graves

en 11 pacientes: Ulcera géastrica, derrame pleural, colecistitis, ascitis refractaria o fallo
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hepatico inducido por la radiacion. La mediana de la SLP fue de 3,5 meses y de 6,7
meses para al SG. Aungue no hubo mortalidad asociada directamente a la RE, todos los
pacientes fallecieron durante el periodo de seguimiento, con una supervivencia media

de 6 meses (rango 1-48 meses) (Figura 17)%’.

[-]
|

e
o
1

e
o
|

0.4 -

Overall probability of survival

I I I I I
0 12 24 36 48

months

Figura 17. Supervivencia tras la primera sesién de RE. (Damm et al. 2016)

B. Terapias sistémicas

Para aquellos pacientes que presentan metastasis generalizadas o bien que por las
metastasis existentes al momento del diagnostico no se consideran aptos para reseccion
quirdrgica, la terapia sistémica es el tratamiento de eleccion®%. Estos incluyen agentes
quimioterapicos como fluoropirimidinas, irinotecan u oxaliplatino o terapias bioldgicas

con anticuerpos monoclonales como

1. Quimioterapia

Desde los afios 50 hasta principio de los 80, la terapia sistémica indicada para CCR
metastasico era el 5-fluorouracilo (5-FU); si bien la TR, segun una revisién realizada
por Thirion en 2004 en base a 6 ensayos clinicos, apenas alcanzaba el 11% (rango 10-

15%) con una SG media de 11 meses®*,
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El 5-FU es un farmaco antineoplasico con accion antimetabolitos, ya que infiere en
procesos biosintéticos o se incorpora en macromoléculas esenciales como el DNA o
RNA (Figura 18), lo que impide su normal funcionamiento, asi como de la inhibicion

del enzima timidilato sintasa (ETS), requiriendo altas concentraciones intracelulares de

folato, siendo un cofactor necesario para su normal funcionamiento®*°.
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Figura 18. Metabolismo del 5-FU. (Longley, Harkin &Johnston, 2003).

A partir de la década de los 80, el 5-FU comenzd a administrarse combinado con folato
(Leucovorina (LV)) (5-FU/LV) como tratamiento de primera linea contra MHCCR.

Este coctel de farmacos consiguié que la TR mejorase hasta el 21% (rango 19-25%)%%.

Actualmente los regimenes terapéuticos que se emplean en clinica combinan 3 0 mas
agentes quimioterapicos: FOLFOX (Folato-Fluorouracilo-Oxaliplatino) o FOLFIRI

(Folato-Fluorouracilo-Irinotecan), por ejemplo.

El trabajo de Saltz et al. llevado a cabo con 631 pacientes demostrd que el tratamiento
combinado FOLFIRI, al compararlo con 5-FU/LV, incrementaba la SLP (mediana de 7
meses vs. 4,3 meses, p<0,01), la TR (mediana de 39% vs. 21%, p<0,001) y la SG
(mediana de 14,8 vs. 12,6 meses, p<0.05), todo ello sin pérdida de calidad de vida para
los pacientes®. Sin embargo, si la terapia FOLFIRI se emplea como quimioterapia

adyuvante tras RH, el ensayo clinico en fase Il de Ychou et al. concluyé que no habia
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diferencias significativas en la SLP y la SG, al compararlo con una quimioterapia
adyuvante de 5-FU/LV®®. Empleado como terapia neoadyuvante, el tratamiento
FOLFIRI permitio que el 33% de los paciente con MHCCR no resecables fueran aptos

para cirugfa®.

El régimen de tratamiento FOLFOX difiere en el empleo de oxaliplatino en lugar de
irinotecan. El oxaliplatino es un alquilante que previene la replicacién y la transcripcién
del DNA al crear puentes cruzados entre las bases, y como consecuencia bloquea
la division celular. Goldberg et al. llevaron a cabo un estudio en 795 pacientes y
concluyeron que los datos relativos a la SLP, la SG y la TR son significativamente
mejores empleando el tratamiento FOLFOX que con el FOLFIRI. La SLP fue de 9,3
meses con el régimen FOLFOX, 7 meses con el FOLFIRI; la SG también fue mayor,
19,5 meses vs. 15 meses respectivamente; y la TR fue casi 1,5 veces superior con el
FOLFOX respecto al FOLFIRI (45% vs 31%, respectivamente). Sin embargo, sélo el
24% de los pacientes tratados con FOLFIRI requirieron del empleo de quimioterapicos
de segunda linea, frente al 60% de los tratados con FOLFOX. Ademas otro dato
significativo es que, en el 67% de los casos del tratamiento FOLFIRI hubo que
suspenderlo debido a la progresién tumoral o a la muerte del paciente, frente al 42% en

el caso del FOLFOX %,

2. Terapias biologicas

Los farmacos, o cocteles de ellos, descritos anteriormente han demostrado una buena
respuesta en el tratamiento de las MHCCR pero, a pesar de ello, no poseen
especificidad por las células tumorales, por lo que en mayor o menor medida, también
afectan a células sanas del organismo. Es por ello que se investigan y se han
desarrollado terapias mas especificas basadas en “compuesto bioldgicos”. En gran
medida, este desarrollo ha sido posible gracias al mayor y mejor conocimiento que se
tiene hoy dia sobre las rutas moleculares implicadas en el desarrollo y crecimiento de

tumores, y en el caso que nos ocupa del CCR y de las MHCCR.

26



Tesis Doctoral

Estos “agentes o tratamientos biol6gicos” estan centrados o van dirigidos contra
factores de crecimiento (FC), receptores de factores de crecimiento (rFC) o antigenos

especificos/selectivos tumorales (AT).

La primera de éstas estrategias o tratamientos dirigidos que mostrd beneficios en el
tratamiento del CRC metastasico fue el Bevacizumab, un anticuerpo monoclonal
recombinante tipo Igl dirigido contra el factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF). Esta terapia es ampliamente usada con las MHCCR en combinacion con
algunos de los citotoxicos anteriormente descritos, con buenas TR, SLP y SG, tal y

como demuestras diversos ensayos clinicos realizados™ %,

Hurwitz et al. en 2004 realiz0, sobre un total de 813 pacientes, un estudio aleatorizado
comparando dos grupos de tratamientos: FOLFIRI méas Bevacizumab (FOLFIRI-BV) y
FOLFIRI maés placebo. La SG media fue de 20,3 meses en el grupo FOLFIRI-BV,
frente a 15,6 meses del grupo FOLFIRI; también hall6 diferencias significativas en la

SLP (10,6 vs. 6,2, respectivamente; Figura 19).
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Figura 19. Supervivencia libre de progresién (SLP) media y a lo largo del tiempo de los grupos FOLFIRI (linea

negra) y FOLFIRI-BV (linea gris). Hurwitz et al., 2004.

27



Borja Herrero de la Parte

Kabbinavar et al. en 2005 también publicaron un estudio similar en el que se comparaba
si la adiccion de Bevacizumab al tratamiento con 5-FU/LV (5-FU/LV/BV) reportaba
beneficios en los pacientes con MHCCR. La SG media mejoro significativamente con el
coctel de 5-FU/LV/BV (17,9 vs. 14,6 meses, respectivamente). Efecto similar tuvo
sobre la SLP, que present0 un incremento de tres meses en el grupo 5-FU/LV/BV (8,8
vs. 5,6 meses), y sobre la TR, donde la adicion de Bevacizumab supuso un incremento

del 10% (34,1% vs. 24,5%, p<0,05)"%",

Saltz et al. en 2008 también llevaron a cabo un estudio con iguales regimenes

terapéuticos que el estudio de Kabbinavar, obteniendo resultados similares'®.
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Figura 20. Ruta de sefalizaciéon del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFr) (Martinelli, De Palma,

Orditura, De Vita & Ciardiello, 2009)

La segunda de las rutas de sefializacion sobre las que se actua es la del receptor del

factor de crecimiento epidérmico (EGFr) (Figura 20), que ha sido ampliamente
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estudiada durante los ultimos 10-15 afios. Ya en la década de los 90 se conocia que
entre el 27-77% de los casos de CRC presentaban niveles elevados de EGFr,
determinados mediante Western Blot con anticuerpos anti-EGFr o por
inmunocitoquimica'®, y mas del 85% de los pacientes con metastasis debidas a CCR

también presentaban sobreexpresion de EGFr'>1%,

El EGFr es un receptor celular transmembrana con actividad tirosina quinasa (TK), que
tiene un papel crucial en el control en las rutas de transduccién celular que modulan la
proliferacion, supervivencia, adhesion, migracion y diferenciacion celular. Debido al
papel que desempefia en tan importantes funciones, su mal funcionamiento o mutacion
o0 el de los miembros de ésta cascada de sefializacion, tienen un papel crucial en el

crecimiento y desarrollo de las células tumorales'®"*%.

Las dos clases de inhibidores del EGFr aprobados para el CRC metastasico son los
anticuerpos monoclonales (Cetuximab o Panitumimab) que se unen al dominio
extracelular del receptor y pequefias moléculas inhibidoras de la actividad tirosina
quinasa’®™*. El bloqueo de la ruta de sefializacion del EGFr resulta en inhibicion de
las metastasis, crecimiento, proliferacion, diferenciacion y angiogenesis, lo que provoca

la apoptosis de las células tumorales™®.

Tanto el Cetuximab como el Panitumimab se emplean solos 0 en combinacion con otros
farmacos ya descritos como el irinotecan. En algunos estudios clinicos en fase Il, la
monoterapia con Cetuximab esta asociada a TR entre el 9-12%, que alcanzan el 20%
cuando el Cetuximab se combina con irinotecan en pacientes no respondedores a

monoterapia con irinotecan™?*13,

En la misma linea, el ensayo clinico en fase Il PRIME, demostré que la combinacion
de Panitumimab y FOLFOX (Panitumimab-FOLFOX) increment6 significativamente la
SLP respecto al régimen de FOLFOX (9,6 vs. 8 meses, respectivamente), pero sélo en
aquellos pacientes que presentasen el genotipo salvaje del gen KRAS. Ambos grupos de
tratamiento presentaron una tasa de muerte o progresion de la enfermedad similar (61%

en Panitumimab-FOLFOX y 65% en FOLFOX). Los pacientes que presentaban dicho
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gen mutado y fueron tratados con Panitumimab-FOLFOX, no s6lo no presentaban una
mayor SLP, sino que era significativamente menor a la monoterapia con FOLFOX (7,3
vs. 8,8 meses, respectivamente); tampoco hubo diferencias significativas en la tasa de
muerte o progresion de la enfermedad: 76% en el grupo Panitumimab-FOLFOX y 72%
en el grupo FOLFOX. Pese a las diferencias existentes en la SLP en todos los casos, la

SG no resultd en diferencias significativas entre los tratamientos™.

Ademas de la combinacion de distintos regimenes de quimioterapicos descritos hasta
ahora, cada vez viene siendo mas habitual en la practica clinica combinar tratamientos
fisicos, como puede ser la ARF, con quimioterapia. Por ejemplo, en un reciente estudio
de este mismo afo, Ruers et al. estudié la SG en pacientes como multiples MHCCR
(n<10) tratados con un tratamiento combinado de ARF y quimioterapia sistémica
(ARF+FOLFOX), frente a los tratados Unicamente con quimioterapia (FOLFOX).
Observé que habia significacion estadistica en la TS a los 3, 5 y 8 afios entre pacientes
tratados con ARF+FOLFOX frente a FOLFOX sola (56,9%, 43,1% y 35,9% vs. 55,2%,
30,3% y 8,9%, respectivamente), asi como en la SG, 45.6 meses vs. 40,5 meses,

respectivamente™.
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Nanoparticulas magnéticas en el tratamiento del cancer

La nanociencia es la ciencia que estudia los objetos de menor escala, desde unos pocos
a los 100 nm (milmillonésima parte de metro, 10° m) (Figura 21). La nanociencia tiene
muchas aplicaciones en disciplinas cientificas tan diversas entre si como la quimica, la
fisica, la ingenieria de tejidos, la farmacologia, ..., asi como en otros campos como la

industria alimenticia*'®8,
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Figura 21. Comparacién grafica del tamafio y escala de distintos elementos bioldgicos de tamafio conocido.

http://introtonanotechnology.weebly.com/the-nanoscale.html (acceso 23 de agosto de 2017).

El concepto de nanomedicina, o nanociencia aplicada en medicina, aparecio por primera
vez a finales de la década de 1960 en la Ecole Polytechnique Fédérale en Zurich. Hoy
dia, éste término se aplica al uso de compuestos o sistemas sintéticos de tamafio
nanomeétrico, disefiados exclusiva e intencionadamente con fines médicos; por tanto, la
nanomedicina no esta considerada como una rama de la medicina, sino como una

herramienta o aplicacion de la nanotecnologia o nanociencia en la medicina'*®.

En el &mbito de la medicina o la farmacologia, el empleo de la nanociencia ha ido
encaminado, principalmente, al disefio de nanofdrmacos o nanocompuestos empleados

como carriers o transportadores.
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La nanotecnologia no se queda solo en esto, sino que también, trabajos recientes
describen el uso de nanoparticulas (NPs) con elevado numero atdmico (plata, lantanidos

0 mas comunmente oro) como potenciadores o amplificadores de terapias basadas en

120-122

radiaciones ionizantes sobre las células tumorales (Figura 22)

Intracellular @ release

DNA adduct
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-
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Figura 22. Modo de accion de la terapia mediante radiacion ionizante con NPs. http://www.cam.ac.uk/ (acceso 22 de

agosto de 2017).

Ademaés de los tratamientos mediante radiacion ionizante, la nanotecnologia también
puede ayudar a incrementar el potencial terapéutico de otras terapias, como la
hipertermia local (HT). La combinacion de ambas se basa en la premisa de que al
exponer el tejido tumoral infundido con nanoparticulas magnéticas (NpM) a un campo
magnético, las NpM se convertiran en fuentes locales de calor moderado (41-46° C) con

potencial de destruir el tejido tumoral adyacente.

Esta HT ocasiona estres celular lo que desencadena la activacion de diversos procesos
extra e intracelulares que conducen a la desnaturalizacion proteica, incorrecto
plegamiento de las mismas, agregacion o entrecruzamiento erroneo de las hebras de
DNA'®. Esto acaba generando la muerte celular por apoptosis, a diferencia de otras
terapias térmicas como la ARF, que genera temperaturas superiores a los 46 °C y, por

tanto, induce necrosis, carbonizacion o coagulacion del tejido®. A nivel tisular, la HT
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ocasiona cambios en los niveles de pH, en la perfusion y oxigenacion del

microambiente tumoral, y por tanto del propio tumor'®*,

Los primeros estudios sobre la aplicacion de terapias de HT antitumoral mediada por
NpM datan de 1957, cuando Gilchrist et al. trataban de encontrar una nueva terapia para
la destruccion de las metastasis que quedaban en los nddulos linfaticos tras la
extirpacion de tumores primarios de CRC. Sus experimentos, realizados en perros,
demostraron que tras la administracion de 5 mg Fe,O3/g de tejido, los nddulos linfaticos
infundidos presentaban un gradiente diferencial de temperatura respecto al resto de

tejido™®.

A. Tipos de nanoparticulas

Las NpM empleadas con fines biomédicos podemos clasificarlas, a grandes rasgos
segun su composicion, en 3 grupos: magnéticas (NpM), metélicas (NpMt) y bimetalicas

(NpBM)

1. Nanoparticulas magnéticas

Las NpM son las mas ampliamente usadas en investigacion contra el cancer, mas
concretamente las NpM de magnetita u 6xido de hierro (I1l) (Fe3O4). Su uso
generalizado se debe a sus interesantes caracteristicas como la estabilidad quimica, baja
toxicidad biolégica, alta biocompatibilidad, alta susceptibilidad magnética,...*?®. Sin

embargo, estas NpM tienen tendencia a oxidarse y a agregarse, por lo que se hace

127-130 131

necesario su recubrimiento con polimeros , compuestos cerdmicos u otros

metales™2.

2. Nanoparticulas metalicas

Las NpMt se empezaron a usar con fines biomédicos a principios de la década de 1970,
cuando Faulk y Taylor describieron el uso de NPs de oro como método de
inmunomarcaje™®. Debido a sus propiedades fisicas (facil funcionalizacion, alta

reactividad, elevado ratio superficie/volumen, gran capacidad de carga,...) son
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134 'Muchas han sido las

facilmente manipulables y ajustables a necesidades concretas
disciplinas cientificas donde se han comenzado a investigar el uso de las NpMt. Una de
las aplicaciones mas relevantes es en el campo de diagnéstico médico, donde las NpMt
han irrumpido con fuerza ya que, debido a su tamafio nano o micrométrico, son capaces
de atravesar barreras bioldgicas y evitar la deteccion y eliminacion por parte de las
células del sistema fagocitico mononuclear (SFM) o sistema reticulo-endotelial

(SRE)™.

Haun y colaboradores emplearon NpMt fluorescentes como método de deteccién de
células tumorales en baja concentracién en muestras de sangre periférica ***; pero
también otros estudios apuntan a la posibilidad de usar NpMt con potencial terapéutico,

136,137

no solo diagndstico, en el tratamiento del cancer y de enfermedades infecciosas

138,139

3. Nanoparticulas bimetalicas

Al igual que las NpMt, las NpBM ofrecen un gran potencial de uso como agentes para
el tratamiento y diagndstico de distintas patologias, entre ellas el cancer. Si bien, éstos
sistemas bimetalicos pueden lograr catalizar reacciones que los monometalicos son
incapaces, debido a que los distintos metales que las componen pueden tener una

funcion particular en la reaccion general que origina el sistema*®.

Estudios recientes como el de Ahmed y colaboradores demuestran que las NpBM de
Au-Ag tienen un potencial efecto radiosensibilizador sobre los tejidos tumorales con
dosis relativamente bajas de radiacion, ademas de tener una buena biocompatibilidad y

una casi nula toxicidad**.

También Ghosh y colaboradores obtuvieron buenos resultados al emplear NpBM de Pt-
Pd. Comprobaron que, tras exponer células HeLa a NpBM Pt-Pl, éstas provocan una
mayor tasa de muerte celular que el empleo de compuestos monometélicos de Pt o Pl
(74,25% vs. 12,6% Vs. 33,15%, respectivamente), mostrando un buen comportamiento

antitumoral. Asi mismo, también observaron que las NpBM Pt-Pd mejoraba la
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eliminacién del éxido nitrico (NO), y los radicales superoxido (Oy), 2,2-difenil-1-

picrilhidracilo (DPPH) e hidroxilo (OH) **2.

B. Sintesis, recubrimiento y funcionalizacion de NpM de o6xido de
hierro (FezOy)

En la literatura son multiples los métodos descritos para la sintesis de NpM de dxido de
hierro (111). Esta debe hacerse con un elevado control del tamafio, la forma, la

composicion, la dispersion, la biocompatibilidad y las propiedades magnéticas.

Segun su naturaleza, los métodos de sintesis se clasifican o agrupan en métodos
quimicos, fisicos o biolégicos******. La sintesis de NpM mediante métodos fisicos
presenta el inconveniente de la incapacidad para controlar el tamafio de las NpM con
precisién nanométrica’®. Los métodos quimicos son sencillos, replicables y con un
mayor control en el tamafio y composicion de las NpM, siendo uno de los mas
ampliamente utilizados (también en la elaboracion de las NpM empleadas en este
trabajo de Tesis Doctoral)**. Por ultimo, los métodos biolégicos para la sintesis de

NpM se valen de microorganismos para su fabricacion™*’.

FeCl; + RCOONa —— (RCOO)sFe
Ol
320 °C
OH
{Oto~-F MWES 2.
| 2 "OH Ml g
:* : Fe.O.
YIEV Oleic
PEG-IO e

Figura 23. Esquema de la sintesis de NpM mediante el método de descomposicion térmica. Patsula et al. 2016.
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La descomposicion térmica de precursores metal-organicos (Figura 23) fue el método
seguido para la sintesis de NpM de oxido de hierro empleados en este Trabajo. Entre las
ventajas cabe destacar que durante la sintesis, éste método, permite un control preciso
del tamafio de las NpM; sin embargo, presenta la gran desventaja de la baja cantidad de
producto final que se obtiene tras todo el proceso de sintesis y, ademas, el producto

obtenido generalmente solo es soluble en solventes apolares™*.

Los precursores metal-organicos empleados en la descomposicion térmica incluyen
acetilacenotanos metalicos (de Fe, Mn, Co, Ni o Cr), cupferronatos metalicos o
carbonilos™*!; ademés de usarse surfactantes como el écido oleico o la
hexadecilamina. La proporcion en la que se mezclan estos reactivos, precursores metal-
organicos, surfactantes y solventes, es crucial para el control del tamafio y la forma de
las NpM, al igual que la temperatura, el tiempo total de la reaccién y el momento en el

gue se adicionan cada una de las sustancias.

Tabla 1. Polimeros o moléculas habitualmente empleadas para el recubrimiento de las NpM con fines biomédicos.

Gupta & Gupta, 2005)

Polymers/molecules

Advantages

Polyethylene glycol (PEG)

Dextran
Polyvinylpyrrolidone (PVP)
Fatty acids

Polyvinyl alcohol (PVA)
Polyacrylic acid

Polypeptides
Phosphorylcholine
Poly (b, L- lactide)
Poly(N-isopropylacryl-
amide) (PolyNIPAAM)
Chitosan

Gelatin

Non-covalent immobilization of PEG on the surface improves the biocompatibility,
blood circulation time and internalization efficiency of the nanoparticles
Enhances the blood circulation time, stabilizes the colloidal solution
Enhances the blood circulation time and stabilizes the colloidal solution
Colloidal stability, terminal functional carboxyl groups

Prevents coagulation of particles, giving rise to monodisperse particles
Increase the stability and biocompatibility of the particles and also helps in
bioadhesion

Good for cell biology, e.g. targeting to cell

Poorly complement and coagulation activating, colloidal solution stabilizer
Biocompatible, low cytotoxicity

Thermosensitive drug delivery and cell separation

A natural cationic linear polymer that is widely used as non-viral gene delivery
system, biocompatible, hydrophilic, used in agriculture, food, medicine,
biotechnology, textiles, polymers, and water treatment

Used as a gelling agent, emulsifier hydrophilic, biocompatible, natural polymer

Como ya se ha mencionado antes, éste método de sintesis genera NpM que no son
hidrosolubles, lo cual hace que no sean aptas para administrase en medios fisioldgicos,

como puede ser el torrente sanguineo. Para que esto sea posible, se hace necesario el
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recubrimiento con ligandos (Tabla 1) que las convierta en particulas hidrofilicas,

compatibles con medios y condiciones fisiolégicas y funcionalizables*****,

Este recubrimiento para dotarlas de biocompatibilidad, no debe afectar, o hacerlo lo mas
minimamente posible, a sus propiedades magnéticas, tamafio y/o forma. Ademas, la
forma en la que se haga, también tendra consecuencias en la cinética y distribucion de
las NpM en el organismo™. Por todo esto, la eleccién del compuesto para su
recubrimiento debe hacerse con sumo cuidado, valorando sus ventajas e inconvenientes

segun su destino final (Tabla 2).

Ademas del recubrimiento para dotar de un comportamiento o caracter hidrofébico a las
NpM, se suelen o pueden emplear moléculas biol6gicas como anticuerpos, ligandos,
proteinas,... para conferir a las NpM de una especificidad mayor. Normalmente, para
unir estos ligandos especificos al recubrimiento externo hidrofébico de la NpM se

emplean moléculas intermedias, llamada linker, como EDCI*, SPDP?, NHS®* o MBA*

155-157

En el caso concreto de esta Tesis Doctoral, las NpM tendrdn como finalidad la
induccion de HT antitumoral selectiva en metastasis hepatica, tras ser expuestas a un
campo magnético alterno. Se ha comprobado que, durante el desarrollo de las
metastasis, un factor clave es el desarrollo de nuevos vasos sanguineos que surtan de
sangre al tumor, fendmeno que se conoce como angiogénesis tumoral, siendo las

integrinas familia de moléculas clave en este proceso™5*%°,

Se conocen muchas moléculas que forman parte de esta superfamilia, pero se ha
observado que una en concreto, la integrina a3 tiene un papel relevante y se encuentra

sobre-expresada en etapas claves de la enfermedad tumoral como son el crecimiento y

1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
N-succinimidil-3-(2-piridil-ditio)-propionato
N-hidroxisuccinimida

N, N'-metilenbis(acrilamida)

AW N
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la invasion tumoral y la aparicién y desarrollo de metastasis™®. Esto hace que sea una

molécula muy interesante para ser usada como diana en el tratamiento de las metastasis.

Tabla 2. Biomoléculas habitualmente empleadas para la funcionalizacién de NpM con fines biomédicos. Gupta &

Gupta, 2005.

Protein/ligand Functional activity

Transferrin Widely applied as a targeting ligand in the active targeting of anticancer agents,
proteins and genes to primary proliferating cells via transferrin receptors

Lactoferrin Structurally similar to transferrin, acts as an anti-infective agent, a modulator of the

Transforming growth
factor-a(TGF-x)
Insulin

Nerve growth factor
(NGF)
Ceruloplasmin

Pullulan

Elastin
Albumin
Tat-peptide

RGD peptide
Folic acid

inflammatory response and iron absorption and an immuno-regulatory protein
Promotes proliferation and differentiation of cells and may be important for normal
wound healing

A hormone that regulates blood glucose levels, is a small protein

Promotes neurite outgrowth and neural cell survival

Principal carrier of copper in plasma, which plays an important role in iron homeostasis
and is also an effective anti-oxidant for a variety of free radicals

High water solubility, no toxicity, usefulness as a plasma expander, non-immunogenic,
non-antigenic properties. Also, evidences for receptor-mediated hepatic uptake of
pullulan in rats

A cross-linked protein in the extracellular matrix that provides elasticity for many
tissues

The major serum protein, binds a wide variety of lipophilic compounds including
steroids etc

Membrane-permeating peptide, enhances intracellular delivery

Increases cell spreading, differentiation, and enhances DNA synthesis

Preferentially target cancer cells, poorly immunogenic, folate receptor facilitates
internalization of particles

Extracellular

Cytoplasmic

Figura 24. Cambio conformacional sufrido por la integrina a,Bs, tras lo cual se expone el dominio de unién a la

secuencia RGD (estrella). Danhier et al., 2012.
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A dia de hoy hay mdltiples ligandos, como péptidos, anticuerpos 0 RNA interferente
(RNAI), que pueden ser dirigidos contra estas integrinas. La secuencia peptidica tipo
RGD (Arginina-Glicina-Acido Aspartico) es una de las que son reconocidas por el

dominio extracelular de la integrina oBs (Figura 24)'®.

Por lo tanto, la union de NpM con péptidos o peptidomiméticos con la secuencia RGD
(NpM-RGD) permite un deposito mas selectivo de las NpM alrededor del tumor, al
unirse el conjunto NpM-RGD a las células endoteliales neoformadas de los vasos

tumorales y/o a las propias células tumorales*®.

C. Tamairio, forma y propiedades magnéticas

Un aspecto crucial para que las NpM puedan ser utilizadas en una terapia de HT
magnética antitumoral son sus propiedades y comportamiento magnetico, consecuencia

directa del tamafio y la forma de las NpM*®.

1. Tamafo

En términos generales, las NpM de oOxido de hierro tienen un comportamiento
superparamagnetico, a temperatura ambiente, cuando su didmetro es inferior a 20

164,165
nm .

Chatterjee et al. estudiaron la temperatura de bloqueo (T,) en NpM con diferente
tamafo. La Ty es aquella a partir de la cual las particulas magnéticas adquieren su
comportamiento superparamagneético, es decir, por debajo de ella, las NpM tiene un
dominio sencillo estable. Vieron que la relacion entre el tamafio y la Ty es directamente

proporcional; por tanto NPs con menor tamafio tiene una T, menor*®.

Adicionalmente, el trabajo de Jun et al. también corrobora la importancia del tamafio de
la NpM en su comportamiento magnético. Estudiaron el efecto del tamafio en la sefial
de resonancia magnética (SRM) de NpM de Fe3O4 con fines de diagnostico médico.
Concluyeron que el tamafio de las NpM tenia una relacion inversamente proporcional

con la SRM de las mismas, al incrementar el tamafio la SRM disminuye (Figura 25)’.
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Esta misma hipdtesis sobre la importancia del tamafio de las NpM empleadas como
terapia antitumoral se encuentra en el trabajo de Motoyama y colaboradores. En 2008
publicaron un trabajo en el que estudiaron, entre otros parametros, la tasa de absorcion
especifica (SAR) de nanoparticulas de diferente tamafio y ratio superficie/volumen.
Concluyeron que aquellas NpM con menor tamafio y ratio superficie/volumen,
presentaban un mejor comportamiento magnético y presentaban por tanto un SAR mas
elevado tras ser expuestas a un campo magnético alterno generado por un inductor

externo de radiofrecuencias™®.

Figura 25. Efecto del tamafio de las NpM sobre el magnetismo y la sefial de resonancia magnética. Imagenes de
microscopia electrénica de transmision (TEM) de NpM de 4, 6, 9 y 12 nm de diametro (A). SRM de las NpM
obtenida en la secuencia T2 a 1,5T (B). Escala a color de la SRM obtenida a partir los valores obtenidos en la

secuencia T2. Jun et al., 2005,

2. Forma

Como hemos comentado anteriormente, la forma de los compuestos sintetizados es otro

parametro que parece importante y determina las propiedades magnéticas de las NpM.

Zhen et al. constataron que, a igual volumen, las NpM de Fe;O, de forma clbica tienen

una mayor magnetizacion comparado con NpM de forma esférica (40 vs. 31 emu/qg);
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pero las NpM esféricas presentaban una Ty, 40 grados Kelvin (K) mayor que las cubicas

(100 vs. 60 K)*°.

Noh et al. en su trabajo dieron una explicacion a por qué a igualdad de volumen entre
NpM cubicas y esféricas, las primeras tienen mayor magnetizacion (165 vs. 145 emu/g).
Encontraron, tras realizar simulaciones, que la cantidad de spines desordenados en las

esféricas apenas llegaba al 4%, pero en las clbicas éstos eran el doble, un 8%'7°.

Al contrario, Montferrand et al., también con NpM Fe3;0,, vieron que a igualdad de
tamano (12 nm), que no de volumen (V cupicas > V estéricas), 12 magnetizacion de las NpM

esféricas era el doble que las NpM cubicas (80 v. 40 emu/g)'™.

Sin embargo, hay mucha controversia al respecto y otros autores no tienen tan claro que
haya una particular influencia de la forma en el SAR, la magnetizacién o en la Ty. El
trabajo con NpM vy-Fe,Os; de Salazar-Alvarez et al. en 2008 describieron una
magnetizacion identica, 75 emu/g, para NpM cubicas y esféricas a igualdad de volumen
y distinto tamafio (12 nm de lado y 14,5 nm de diametro, respectivamente), si bien la Ty
de las NpM esféricas era 1,23 veces superior a la T, de las NpM cubicas (235 K s. 190
K, respectivamente). Sugirieron que esta mayor Ty, es debida al papel desempefiado por
la morfologia de las NPs sobre la anisotropia superficial efectiva de las muestras y la

pequefia anisotropfa intrinseca".

Song et al., con NpM de CoFe,O,4 también establecieron que tanto la magnetizacion
como la Ty de NpM cubicas y esféricas de igual volumen era la misma, 80 emu/g y 275

173
K.
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D. Vias de administracion

Otro aspecto que genera gran controversia en la aplicacion de un terapia de HT

antitumoral selectiva mediada por NpM-RGD es la via de administracion.

Si bien depende del modelo tumoral que se estudie, en general, la literatura revisada
plantea dos rutas de administracion/infusion de NpM para una terapia HT magnética
(HTM): puncion directa en el tejido tumoral y administracién endovascular (via arterial

0 Venosa).

1. Puncion directa

De las dos vias de administracion, la puncion directa es la mas sencilla, ya que consiste,
unicamente, en la inyeccion de las NPs en el interior del tumor, puncionandolo

directamente sin necesidad de un abordaje quirdrgico complicado.
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Figura 26. Efectos de la HTM mediada por NpM . Imagenes de termogramas mediante infrarrojos tomadas durante el
primer ciclo de HTM: antes, tras 5 y 30 minutos de exposicion (A). Registro térmico de las temperaturas medidas en
el tumor con NpM, recto, tumor sin NpM y la piel (B). Incrementos térmicos del tumor inyectado con nanocubos,
respecto a la piel, tumor control contralateral o recto (C). Evolucién del crecimiento tumoral en los distintos grupos
experimentales segun el tratamiento: control, doxorrubicina, 3 sesiones consecutivas de HTM y doxorrubicina + 3

sesiones consecutivas de HTM (D). Kolosnjaj-Tabi et al., 2014
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En un modelo de carcinoma epidermioide humano de la linea celular A431 con ratones
atimicos NMRI, Kolosnjaj-Tabi y colaboradores inyectaron intratumoralmente (i.t.)
nanocubos de 19 nm recubiertos con PEG (0,7 mg de Fe por animal) y los expusieron a
un campo magnético de 23,8 KA/m y 11 kHz, durante 30 minutos 3 dias consecutivos
(Figura 26A-B). La temperatura de la superficie tumoral, respecto a la de la piel, al
tumor contralateral usado como control o al recto, se incrementd 7,8 + 2,2° C en el
primer ciclo de HTM, 4,9 £ 1,2° C en el segundo y 4,5 + 1,6° C en el tercero (Figura
26C)",

Estos resultados concuerdan, a pesar de la baja dosis de Fe administrada, con los datos
experimentales publicados anteriormente por Attaluri et al., Dutz et al., y Alphandéry et

al., todos en 2011.

Attaluri et al. inyectaron 25 mg de NpM esféericas de 10 nm en ratones portadores de
tumores protaticos. Lograron elevar la temperatura del tejido tumoral por encima de los

50° C, al exponerlos a un campo magnético relativamente bajo de 3 kA/ m*™.
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Figura 27. Incremento térmico registrado durante la exposicién a HTM en ratones inyectados intratumoralmente con

NpM. Dutz et al., 2011.

El grupo de Dutz, administr6 7 mg de NpM “multicore” via i.t. en ratones

inmunodeficientes SCID y posteriormente los expuso a un campo magnético alterno de
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25 kKA/m y 44 kHz, durante 150 segundos. Consiguieron incrementos térmicos de 25 K
en el tejido tumoral infundido mientras que la temperatura del recto apenas se

incremento 2 K (Figura 27)'°

Alphandéry et al. administraron un 1 mg de extracto de magnetosomas a ratones
portadores de tumores y posteriormente los expusieron a 3 ciclos de HTM durante 20
minutos, en los cuales, los tumores incrementaron 10° C su temperatura, hasta alcanzar

los 43° C (Figura 28).

Ademas, también realizaron un seguimiento de la evolucién del tamafio tumoral tras la
exposicion a HTM. Una vez normalizado el volumen tumoral medido en el momento de
la extraccion respecto al volumen tumoral al finalizar el ultimo ciclo de HTM (30 dias
antes), observaron que, en los ratones control, dicho volumen se incrementd entre un
400 - 800% (Figura 29B); mientras que en aquellos animales que fueron sometidos a
HTM mediada por los magnetosomas, el rango del volumen tumoral normalizado, a los

30 dias, oscilaba entre el 0 y 400%, dependiendo de los individuos (Figura 29A) *"7
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Figura 28. Incremento térmico registrado en el recto y el tejido tumoral inyectado con magnetosomas, durante la

exposicion a un ciclo de HTM. Alphandéry et al., 2011.
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Figura 29. Evolucién del volumen tumoral normalizado en ratones tratados con HTM (A) y ratones del grupo control

sin tratamiento de HTM (B). Alphandéry et al., 2011.

Resultados similares publicaron Du et al. en 2009, empleando nanocompuestos de
oxido de hierro (111) encapsulados en oxido de arsénico (I11) (As,03/Fe3O4). Al exponer
a ratones desnudos BALB/C, inyectados i.t. con las NpM, durante 40 minutos a
temperaturas entre 42 a 65° C, lograron reducir el peso tumoral en un 88,21% vy el

volumen en un 91,57 8,

Cabe destacar, ademas, que la puncién i.t. directa fue usada en el primer ensayo clinico
publicado, en el que se emplearon NpM en una terapia de HTM"®. Johannsen et al.
disefiaron un inductor de radiofrecuencias (IRF) especifico en el cual, se introdujo a un
paciente de 67 afios con cancer de prostata que recibié un inyeccion transperineal de un
magnetofluido terapéutico, y se le someti6 a un campo magnético de 100 kHz.
Posteriormente Maier-Hauff et al. en 2007 y van Landeghem et al. en 2009, realizaron
otros ensayos clinicos, esta vez en pacientes afectados por gliomas'®**®!, Todos ellos
demostraron, en mayor o menor medida, ser seguros y reportar beneficios para el

paciente.

Sin embargo, a pesar de ser un procedimiento minimamente toxico para el organismo en
conjunto y conseguir altas concentraciones intratumorales de NpM, en todos estos

casos, tanto en los ensayos clinicos como preclinicos, las NpM inyectadas directamente
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en el tumor, tienen una distribucion irregular, formando agregados en los tejidos y no se
dispersan homogéneamente por ellos; ademas de ser procedimientos invasivos y no

aptos para tumores primarios o metastasis de pequefio tamafio*®'*%

2. Administracion intravascular

La infusion endovascular, menos directa que la i.t., consiste en la infusién o inyeccién
de las NpM en el torrente sanguineo, a través del cual llegaran al sitio de interés. Esta
via presenta a su vez dos posibles rutas, por via arterial (infusion intrarterial, i.a.) o por

via venosa (infusion intravenosa, i.v.).

Si bien cada autor defiende una ruta vascular diferente, si parece claro que, al menos, la
administracion i.a. evita, o cuanto menos minimiza, la perdida de NpM por la
fagocitosis de las células de SFM presentes en el higado o el bazo, comparandolo con la

infusion i.v. &,

A pesar de que la administracion endovascular no logra una captacion o recubrimiento
homogéneo del tumor con NpM, al menos si permite una cobertura mas generalizada

del tumor con NpM, si lo compramos con la puncién directa™*.

El recubrimiento completo y generalizado con NpM para conseguir ablacion tumoral no
es necesario, ya que el calor generado en las regiones con depositos de NpM es disipado
al tejido circundante, mostrando cierta eficacia en la destruccion, al menos parcial, de

los tumores'®187,

Hergt & Dutz en 2007 y Samanta et al. en 2008, en sus estudios in silica e in vitro,
concluian que esta captacion o cantidad minima de NpM, que es necesaria en el tumor
para lograr un adecuado calentamiento, se estima entre el 0,1-0,4 % del peso
tumoral*®®*%. Sin embargo, un problema afiadido a la administracion i.v. es la toxicidad
sistémica que puede generar una infusién de NpM a la concentracion necesaria para

alcanzar esos valores de intratumorales NpM en relacion al peso del tumor.

Balivada et al. en 2010, en el mismo estudio, comparan el efecto de la HTM mediada

por NpM recubiertas con porfirinas y administradas i.t. e i.v. en melanomas inducidos
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en ratones C57/BL67. En uno de los grupos, administraron tres dosis de NpM via i.t.
(una dosis al dia, durante 3 dias consecutivos) y acto seguido, cada dia, expusieron a los
animales a un campo magnético con una intensidad de 5 KA/m y frecuencia de 366 kHz,
durante 10 minutos. Otro de grupo experimental, recibié via i.v. tres dosis de NpM (una
al dia, cada dos dias) y los sometieron a un campo magnético de idénticas condiciones

el dia posterior a la infusion.

Figura 30. Microfotografias de secciones histoldgicas tefiidas con Azul de Prusia, de tejido tumoral (A), pulmén (B) e

higado (C) de animales infundidos con NpM via i.v. Balivada et al. en 2010

Concluyeron que, ambas vias de infusién, i.t. e i.v., lograron una disminucion del
volumen y peso tumoral tras periodos cortos y consecutivos de HTM, sin causar los
efectos adversos asociados a la quimioterapia tradicional. En los grupos experimentales
que recibieron las NpM por via sistémica, i.v., encontraron depdsitos de NpM tanto en
los pulmones (Figura 30B) como en el higado (Figura 30C), ademés de hallar acimulos
en el tejido tumoral (Figura 30A), por lo que se hace necesario un recubrimiento y
funcionalizacién con compuestos que mejoren la captacion y acumulacion selectiva en
el tumor, y a la vez sean capaces de evitar la fagocitosis de las células del SFM y su

acumulacion en otros tejido.
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Tabla 3. Resumen de publicaciones con administracion endovascular de NpM en terapias de HTM. Huang &

Hainfeld, 2013)

Injection, NP core SLP Amount Freq # Heat Temp Result Days
animal, size (nm) (Wig) of Fe (kHz)/ Treatments time reached assayed
tumor Field (min) ('C)

location (kAS/m)

IV, m, sc 20 ~75 -100 mg/kg  153/56 20 Doubling time 20 days 50

DreMary al. 2007
eNarda et compared to control

I'l days, no survivors

IV, m, sc 10 nm 96 ~100 mglkg 118/31 3 30 43 Survival better than 75

stinkaler s 3000 MNPs in antibody- untreated but all animals
liposomes dead by day 75

1A, r, h ~150 nm MNPs in ~54 mg 53/45 20 43-50 Tumors reduced in volume 14

Moetal MO gy e 79%; found superior to
spheres direct injection

IV, m, sc 1 754 1.7 glkg 980/38 2 60 7 of 9 (78%) tumor free at 160

Husang & Hainfeld, 2013 160 da)rs

Abbreviations: Fe, iron; Freq, frequency: h, hepatic; IV, intravenous; 1A, intraarterial; m, mice; MNP, magnetic nanoparticle; NP, nanoparticle: r, rabbit; sc. subcutaneous;
SLP, specific loss power.

En la Tabla 3 se presentan, de forma resumida, los resultados de los trabajos de
DeNardo et al., Shinkai et al., Moroz et al. y Huang et al. Todos, a excepcién de Moroz
et al., 2002 usan la administracion i.v. Puede verse que la administracion sistémica por
via i.v. obtiene unos resultados esperanzadores en términos de SLP o SG de los

animales!8:187.1%0

Como se ha comentado antes, las metéstasis hepaticas obtienen su aporte sanguineo via
arteria hepéatica’’ por lo que, a pesar de los buenos resultados que se obtienen con la
administracion i.v. de NpM (mucho mas sencilla de realizar en términos técnicos y de
procedimientos quirdrgicos), es logico pensar que resulte mas conveniente usar un

abordaje mas directo, como es la infusion i.a.

Moroz et al. de 2002, en un modelo de metéstasis hepaticas inducidas en conejos
mediante alotrasplante de piezas tumorales de 1 mm de carcinomas VX2, emplearon la
via i.a. para la administracion de NpM y posterior induccion de HT, Hipertermia tras

Embolizacion Arterial (EAHT)' .

48



Tesis Doctoral

4.50
4.00 |
3.50 |
3.00 |
2.50 |
2.00 |
1.50

1.00 |
0.50

0.00 |

Tumor Volume (cc)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 31. Comparacién del volumen tumoral de animales no tratados (barra negra) frente a animales sometidos a

EAHT con NpM vy sacrificados 14 dias después del procedimiento (barra blanca). Moroz et al., 2002.

Los tumores del grupo tratado con EAHT se calentaron hasta los 43 - 50° C durante 20
minutos. Catorce dias después del tratamiento, los conejos fueron sacrificados y los
tumores extraidos para medir su peso y volumen y llevar a cabo estudios
histopatoldgicos El volumen tumoral de los animales tratados presentd un descenso
significativo de entre un 50 y un 94% (respecto a los no tratados, p=0,005) (Figura 31);
la mediana de peso de los implantes tumorales fue de 1,73 mg vs. 8,01 mg de los no
tratados, p<0,001. Los tumores de tres de los conejos (30%) presentaron, a los 14 dias

de la EAHT, una necrosis del 100% y el resto, 7 conejos, una necrosis tumoral de 80 %.

En el otro grupo experimental, al que se administr6 NpM via i.t. y posteriormente se
incremento la temperatura de los implantes hasta los mismos valores, 43 — 50° C, el
volumen tumoral se elevé al menos un 143% con respecto a los animales no tratados y
la mediana del peso tumoral fue de 5,68 mg (p>0,05) (Figura 32). Este trabajo
demostro, en éste modelo tumoral de EAHT, que la administracion i.a. de NpM es més
efectiva que la i.t.,, seguramente debido a una mejor y mas extensa distribucion de las

NpM por todo el tumor.
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Figura 32. Comparacién del volumen tumoral de animales no tratados (barra negra) frente a animales sometidos a
HT con administracion de NpM via i.t., y sacrificados 14 dias después del procedimiento (barra blanca). Moroz et

al., 2002.

Figura 33. Seccion histoldgica de tejido tumoral expuesto a EAHT (A); se observa una region necrdtica (N) con

acimulos de NpM (A y flecha). Tejido hepatico sano extraido 7 dias después de la exposicion a EAHT (B). Yu et al.,

2011.

Resultados similares publicaron Yu et al. en 2011, empleando NpM de éxido de
arsénico (I11) (As,03) en tumores hepéticos inducidos con la linea celular VX2. Los

animales tratados con EAHT mediada por NpM de 6xido de arsénico (I11) mostraron un
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descenso en el crecimiento tumoral y un aumento en la SG. Ademas, el procedimiento
permitio inducir necrosis en el tumor, sin afectar al tejido hepéatico sano circundante
(Figura 33A). Alrededor del area necrética se encontro tejido fibrético y restos de
desechos celulares y se origind una respuesta antiinflamatoria; pero 7 dias después el

parénquima hepético recobré su aspecto histolégico normal (Figura 33B)'%.

Ademas de su potencial terapéutico, las NpM, sea cual sea su composicion, pueden ser

usadas como agente para potenciar técnicas diagndsticas actuales como la IRM.

Sheu y colaboradores realizaron ensayos en ratas portadoras de implantes tumorales
subscapulares de células de CHC McA-RH7777 en los 16bulos lateral izquierdo (LLI) y
paramediano (LPM). Tras la administracion de las NpM de éxido de hierro (111), unidas
a células natural killer (NK), observaron, una disminucion de la intensidad de sefial (IS)
en la secuencia ecogradiente T2* en ambos tejidos, tumoral (18,1 + 5 ms vs. 13,6 + 4,8
ms, pre y post administracion respectivamente) y sano (11,5+ 0,7 msvs. 8 £ 1,1 ms, pre
y post administracién respectivamente) (Figura 34A); si bien, la caida de IS en el tumor
fue mayor que en el parénquima hepatico sano (9,1 £ 4,4 ms vs. 3,5 £ 1,2 ms,

respectivamente; p<0,001) (Figura 34B)*%.
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Figura 34. Medidas de la IS en la secuencia ecogradiente T2* de IRM. Valores en el tejido tumoral y parénquima
hepatico sano pre (gris claro) y post-infusion de NpM (gris oscuro) (A). Decaimiento absoluto de la IS en el tejido

tumoral y parénquima hepatico sano (B) (Sheu et al., 2013).
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Modelos experimentales para el estudio de las metastasis

Esta claro que el mejor modelo para la investigacion de enfermedades que afectan a
seres humanos, es el propio ser humano; pero dado que éste extremo no siempre resulta
ético y/o legalmente posible, se requiere de estudios preclinicos previos que respalden

su ensayo e investigacion en clinica.

194,195 196-203

El estudio de las MHCCR emplea tanto modelos in vitro como in vivo , ya
sea tanto para conocer mas sobre la biologia y comportamiento de las mismas, como
para la busqueda de nuevos tratamientos o la mejora de otros ya existentes. Ambos
modelos son herramientas importantes y fundamentales en la investigacion contra el

cancer.

A. Modelos in vitro

Los ensayos in vitro permiten el cultivo y crecimiento de células en ambientes
absolutamente controlados, posibilitando estudios muy precisos sobre rutas
moleculares, migracion celular, respuesta a farmacos o condiciones del ambiente,... en
periodos de tiempo reducidos y con una repetitividad alta, haciendo que estos ensayos
sean ma&s baratos, tanto econdmica como temporalmente. Sin embargo, tienen la gran
desventaja de que hay una correspondencia limitada entre el comportamiento de células
aisladas en cultivo y al de las mismas en un modelo in vivo; ademas, estos estudios,
estan generalmente limitados al crecimiento de células en monocapa con cultivos puros,
de una Unica linea celular, 0 a lo sumo dos; pero como bien se sabe, los tumores estan
formados por multiples estirpes celulares (no sélo células tumorales, sino también
células inflamatorias, endoteliales, ...) que pueden modular, de forma completamente
diferente, la respuesta del tumor a la condicion experimental a la que es sometido; si
bien hoy dia, cada vez es mayor la bibliografia referente a modelo tridimensionales y

con varias estirpes celulares en el mismo cultivo?*%.

Por ejemplo, estudios relacionados con la angiogénesis 0 procesos metastasicos del

tumor no pueden ser replicados en los modelos in vitro actuales. En estudios
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farmacologicos, los modelos in vitro también tienen sus limitaciones, ya que, pese a
poder predecir, en mayor o menor medida, la farmacocinética del compuesto, no se

pueden estudiar los efectos adversos colaterales que pudiera tener en el organismo.

No se debe olvidar tampoco que los ensayos in vitro han sido y son cruciales en lo que
se ha dado en llamar el “Principio de las 3R”?®, que consiste en la reduccién, reemplazo
y refinamiento en el uso de animales con fines de investigacion. Ensayos previos al uso
de un modelo animal, permiten afinar y delimitar las condiciones experimentales que a

posteriori seran ensayadas in vivo.

B. Modelos in vivo

Los modelos in vivo, al contrario que los in vitro, tienen como sus principales handicaps
el elevado coste en tiempo y dinero que suponen y la estricta regulacion regional,
nacional e internacional a la que estan sujetos, para garantizar unas buenas préacticas y

un trato ético y humano a los animales®®' 2%,

Como ventajas, hay que destacar que los modelos in vivo de MHCCR preservan las

210,211
, la

estructura tridimensional del tumor, Ilas interacciones celulares

vascularizacion**%

y el microambiente tumoral®**?'®; todos ellos factores que se ha
visto que tiene una importancia fundamental en el los procesos de desarrollo,

crecimiento y migracion de las células tumorales.

Los factores realmente determinantes en la experimentacion con animales son la

eleccion del modelo animal y del modelo de induccién tumoral.
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1. Especies animales en investigacion de MHCCR

En este apartado se recogen las especies animales mas ampliamente utilizadas como

modelos in vivo para el estudio de las MHCCR.

Pez Cebra

En los ultimos 15-20 afios, los estudios en materia de cancer con peces cebra (Danio
rerio) (Figura 35) se han incrementado exponencialmente, sobre todo en lo relacionado
con la implicacion de los genes en el cancer, angiogénesis de los tumores,
farmacocinética,... Todo esto potenciado en gran medida por su bajo coste y bajos
requerimientos de instalaciones y manutencion, rapido desarrollo, cuerpo transparente,
facil manipulacién genética,... que permite realizar los primeros estudios en estos

modelos antes de pasar a organismos superiores.

500 pm

Figura 35. Larva de pez cebra. http://www.kyb.tuebingen.mpg.de/ (acceso 24 de septiembre de 2017).

Sin embargo, su menor desarrollo evolutivo en comparacion con los humanos y otros
modelos experimentales animales, asi como su mayor distancia filogenética con ellos,
condicionan las aplicaciones reales que el pez cebra pudiera tener. Actualmente son
limitadas las herramientas y reactivos disponibles para su uso y aplicacion en este
modelo. Por ejemplo, en su codigo genético presenta muchos genes duplicados, lo cual
complica en ocasiones su manipulacion; la vida en un medio acuoso también impide el

uso de farmacos o compuestos que no sean solubles en el mismo, ya que los solventes
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necesarios para su disolucion, podrian ser toxicos para los peces; otra desventaja es la
temperatura optima para el desarrollo y crecimiento de embriones e individuos jovenes,
28 °C, que dista de la temperatura optima de crecimiento de las células tumorales de

mamiferos, 37 °C.

A pesar de todo, son bastantes los modelos tumorales y trabajos publicados empleando

el pez cebra como modelo experimental en melanoma, radbomiosarcoma o leucemia

216-219

Raton

Segun el dltimo informe de la Comision Europea, sobre datos de 2011, el raton (Mus
musculus) es el animal m&s ampliamente usado en investigacion en el conjunto de
Estados Miembros de la Unién Europea (Figura 36). Supusieron, en 2011, casi el 61%

del total absoluto de animales usados (11,5 millones)?*°.

Prosimians+monkeys
+apes 0,05%

Carni 0,25 %
Artio+Perissodactyla arnivores % °

1,28%

Other Mammals 0,07%
Birds 5,88%

Cold-blooded animals
12,47%

Rabbits 3,12%

Mice 60,96%
Other Rodents 0,47% ’

Guinea-Pigs 1,49%
Rats 13,96%

Figura 36. Porcentaje de animales usados con fines de investigacion en los 27 Estados Miembros de la Union

Europea en 2011, clasificados por especies. European Commission, 2013.

Este hecho se puede deber, fundamentalmente, a su pequefio tamafio y coste, en
comparacion con animales de mayor tamafio, a un ciclo de vida corto, a la existencia de

maultiples modelos para diversas patologias y a que comparte con el ser humano una
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amplia variedad de caracteristicas fisioldgicas, moleculares y genéticas®*" %%

, 'Y mas
recientemente a la secuenciacion completa del genoma del ratén, que permite una

manipulacion genética a medida.

- = = A .

Figura 37. Raton desnudo con implante tumoral heterotpico de carcinoma de colon. Mittal et. al, 2015.

Ademaés de emplear ratones en los que inducir tumores singénicos a cada cepa animal
223224 na enorme ventaja que presenta éste modelo sobre el resto, es la posibilidad de
emplear animales inmunodeficientes en los que realizar xenotrasplantes de especimenes
o células tumorales de origen humano, sin causar reacciones de rechazo de injerto

contra huésped?”>?? (Figura 37).

Rata

Las ratas (Rattus norvegicus) son el segundo animal mas ampliamente usado en la UE
Junto con el ratén suponen aproximadamente, el 75% de los animales empleados en

experimentacion.

Su uso como modelo experimental en la investigacion de las MHCCR no supone
mayores 0 menores ventajas o0 inconvenientes que el uso de ratones. Si bien es una
especie que resulta ligeramente mas costosa de mantener y su ciclo de vida es mas largo

que el de los ratones, también su mayor tamafio y facilidad de manejo permiten
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procedimientos y técnicas quirurgicas que pueden replicar con mayor fidelidad las
empleadas en humanos; como por ejemplo el abordaje i.a. de la arteria hepatica para la
administracion mas directa de sustancias al lecho tumoral, estudios de imagen y

experimentos de HTM199:230.231

La existencia de lineas celulares de CCR de rata bien establecidas y descritas, permite
compaginar estudios in vitro con experiencias in vivo en ratas singénicas, lo cual, ayuda
a seguir el Principio de las 3R para el uso de animales de experimentacion. Este hecho
también supone un punto en contra de éste modelo de rata como animal de
experimentacion en MHCCR, ya que no emplea lineas humanas o no posibilita la
induccion de tumores de asiento hepatico mediante xenotrasplantes de piezas tumorales
de origen humano. Aunque existen cepas de ratas inmunodeficientes, por ejemplo las
ratas atimicas Rowett (Hsd:RH-Foxn1™ o Crl:NIH-Foxn1™), su elevado precio 4-5
veces superior a otras cepas inmunocompetentes y costoso mantenimiento, hace que

existan pocos trabajos publicados empleandolas como modelo experimental®#2%,

Conejos

En 2011, el 3% de los animales empleados en investigacion fueron conejos
(Oryctolagus cuniculus) (Figura 36)??°. Este animal se usa, en la mayorfa de los
experimentos, como modelo para replicar procedimientos intervencionistas para la

administracion i.a. de farmacos y otros compuestos, y en estudios de imagen®+2".

Un importante inconveniente que presenta el uso de conejos en el estudio de las
MHCCR es que no existen linea tumorales bien definidas y establecidas de CCR con las
que poder inducir de una manera controlada y fiable las metastasis. Las alternativas
existentes en la literatura para la induccion de metastasis hepaticas pasan por: la
inmunosupresion de los conejos con ciclosporina A para xenotrasplantar células o
piezas tumorales humanas®?; o bien, la alternativa méas cominmente empleada, inducir
las metastasis mediante la inyeccion de células de carcinoma VX2'%?**, Recientemente,
se acaba de describir un método para la produccion de conejos inmunodeficientes, pero

aun esté por determinar su utilidad en la investigacion biomédica®®.
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2. Induccion tumoral

Ademaés de los animales anteriormente descritos, una variante mas en relaciéon a los
modelos experimentales in vivo es el método empleado para inducir del desarrollo
tumoral. Entre estos métodos encontramos: la exposicion a carcin0genos quimicos,
animales genéticamente modificados (AGM), transfeccion con material virico o

trasplante de material bioldgico tumoral.

Exposicion a agentes carcinogénicos

La exposicion de los animales a agentes con efectos carcinogénicos originaria tumores
que podriamos denominar “naturales”®*®2*2. Debido a este desarrollo “natural”, estos
tumores, presenta la gran ventaja de tener una mayor similitud anatémica, histoldgica y

bioldgica con los tumores que surgen en los seres humanos.

Hay abundante bibliografia que corrobora el uso de compuestos quimicos como el 1,2-
dimetilhidracina (DMH) y el dimetilnitrosamina (DMN) o el azoximetano (AOM) en la

induccién de CCR?22* y CHC*****| respectivamente.

Para el estudio de las MHCCR, la induccion quimica no resulta un método habitual para
el desarrollo de los implantes tumorales puesto que se requieren largos periodos de
tiempo y las tasas de desarrollo de las mismas son bajas. Por el contrario, este método si
es ampliamente usado para el estudio de lesiones preneoplasicas o neoplasicas debidas a

alteraciones genéticas producidas por agentes quimicos*®.

Animales modificados genéticamente

Los AMG empleados como modelos en ensayos contra el cancer, presentan alteraciones
en su expresion genética, como la inactivacion de genes supresores de tumores (GST) o

la activacién de oncogenes, entre otros.

Estos modelos animales, proporcionan un importante conocimiento sobre la implicacion
de determinados genes, o de sus mutaciones, en el desarrollo del cancer con un

componente hereditario?”!. Pero también son necesarios modelos con alteraciones en la
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linea somatica ya que, mas del 75% de los casos de CRC se deben a mutaciones

espontaneas en lineas celulares no germinales®*°.

La presencia de estas alteraciones genéticas, inducen un desarrollo “natural”, sin
manipulacion quirdrgica posterior, lo que permite analizar las interacciones de las
células tumorales con el microambiente tumoral y los efectos en su desarrollo®®.
Ademas, también es un modelo ideal para evaluar los cambios o efectos en el sistema

inmunitario de los animales debidos al cancer, ya que éste modelo lo preserva intacto®*.

Los principales inconvenientes del uso de AMG en el estudio de las MHCCR son que

228 ademas, en el caso de hacerlo,

su desarrollo es escaso y la aparicidn no es predecible
el tiempo que tarda en ocurrir es muy largo®™? y por tanto hace que estos estudios sean

muy costosos en términos econémicos y de tiempo®>.

Transfeccion virica

Se sabe que determinados casos de CHC vy otros tipos de tumores hepéticos en seres
humanos estadn asociados a la infeccion de determinados virus como el virus de la

hepatitis B (VHB), hepatitis C (VHC) o VIH?*2%®,

Se han desarrollado algunos modelos experimentales que emplean los mecanismos
moleculares por los que los virus transfectan a las células para inducir mutaciones
puntuales que desencadenen el desarrollo de tumores® % sin embargo, en la
busqueda bibliografica realizada, no se encontraron publicaciones en las que se
emplease este mecanismo de induccién, para el desarrollo ni de tumores primarios en el

higado, ni en MHCCR.

Trasplante

Todos los anteriores métodos descritos, sin entrar a debatir su eficacia/eficiencia,
presentan los mismos inconvenientes, al menos para el estudio de las MHCCR: largos

periodos hasta el desarrollo de metastasis de un tamafio adecuado y la incertidumbre del
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lugar donde se desarrollaran, lo que, en determinados casos, puede condicionar el

abordaje posterior del modelo.

Para tener un control més preciso, en la medida de lo posible, del nimero, tamafo, sitio
y tiempo en el que se desarrollan las MHCCR, se recurre al implante de especimenes

tumorales o bien al trasplante o inoculacion de células tumorales.

a) Implante de especimenes tumorales

En estos modelos hay tres cuestiones cruciales a tener en cuenta: el grado de la
respuesta inmune que puede o0 va a generar la pieza implantada, el lugar de la
implantacion y la vascularizacion de la misma; todas ellas altamente interrelacionados

entre si.

La respuesta inmune del animal variara segun su propio estado inmunitario y/o el origen
del implante. En general, la eleccion de este método de induccion tumoral lleva
asociado el uso de animales desnudos, en los que, gracias a la deprivacion del sistema
inmune, se logra eliminar la reaccién de injerto contra huésped y el consiguiente
rechazo del implante tumoral. Sin embargo, Rashid et al. en 2014 emplearon ratones
desnudos Balb/c en los que indujeron el desarrollo de tumores mamarios y observaron
que, pese a ser animales inmunodeprimidos, hubo cierta reaccién contra el tumor en los
casos de implante subcutaneo, encapsulando el tejido tumoral e impidiendo asi un
desarrollo normal al compararlo con el implante ortotopico en el propio tejido

mamario?®°.

En el caso de emplear tejido de origen humano en animales, lo que se denomina
xenotrasplante, hay que ser especialmente cautelosos en la interpretacion de los
resultados que se puedan derivar de esos experimentos. La reaccion que genera un
tejido extrafio en el cuerpo del receptor puede imitar, camuflar o alterar completamente

los efectos del desarrollo tumoral en el huésped?®’.

A modo de ejemplo, la respuesta en la generacion de metastasis por parte del tumor
primario va a variar del todo a la nada dependiendo del sitio donde se aloja el

xenoinjerto Por ejemplo, xenoinjertos de CRC pueden presentar distinta sensibilidad a
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la quimioterapia dependiendo de la localizacién anatomica de los xenoinjerto en el
cuerpo del raton®2. Los trasplantes heterotdpicos de xenoinjertos, como el implante
subcutaneo de tumores de pancreas o mamarios en el flanco de los animales, que
conllevan procedimientos quirurgicos faciles y un buen control y monitorizacién del
tamano tumoral, tienen la gran desventaja que nunca o en la mayoria de las casos van a
desarrollar metéstasis en otros érganos, por lo que no podria comprobarse, por ejemplo,
la utilidad de fArmacos o tratamientos para impedir la invasién metastasica?®>%*: si bien
son muy usados como avatares 0 “xenopacientes” para predecir la respuesta especifica
del tumor de cada paciente ante los tratamientos®®. Por el contrario, los modelos
basados en trasplantes ortotdpicos de xenoinjertos estan considerados como los que méas
se aproximan o mejor imitan al comportamiento natural de los tumores en el propio
paciente, al comparar la histologia tumoral y la expresion genética de la muestra; en

éstos, el espécimen se trasplanta en su localizacion anatomica, es decir, en el 6rgano

donde se origina®®®.

Ya se ha hablado con anterioridad de la importancia que tiene la vascularizacion en los
procesos tumorales, sobre todo en relacion a la necesidad de un buen aporte vascular
alrededor del tumor para su correcto desarrollo, pero también, en éste caso, la
vasculatura propia de los especimenes tumorales trasplantados tendra influencia en el

modelo generado y los resultados obtenidos.

En 2010, Graves et al. presentaron un trabajo en el que estudiaron implantes orto o
heterotopicos de carcinoma humano de pulmén A549 en ratones desnudos mediante
tomografia de emision de positrones (PET) e inmunohistoquimica para marcadores de
hipoxia. En él, se constata que los implantes heterotopicos subcutaneos, en éste modelo,
presentan un incremento significativo en los marcadores de hipoxia, respecto a los

implantes ortotdpicos o lo tumores generados espontaneamente®®’.

Un trabajo mas reciente de Vilalta y colaboradores estudié las diferencias en la
perfusion vascular alrededor de implantes tumorales generados de forma espontanea o
bien mediante trasplantes ortotopicos o heterotdpicos. Para el seguimiento, formacion y

localizacion precisa de los tumores, realizaron pruebas de imagen mediante
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microtomografia computarizada de rayos X (micro-TCMC) y estudios dindmicos de
IRM tras administracion de Gadolinio. Al analizar los datos obtenidos de la IRM
dindmica pudieron observar que, tanto los tumores espontaneos como los generados
mediante trasplante ortotdpico, presentaban una vascularizacion totalmente funcional,
con una buena captacion del contraste empleado; sin embargo, los implantes
heterotdpicos presentaron un menor captacién del mismo, indicando alteraciones en la

vasculatura del tumor.

Figura 38. Analisis histologicos de implantes tumorales espontaneos (A) y heterotopicos (B). Cortes de
inmunohistoquimica con Hoechst 33342 (azul, primera columna), con Meca-32 (rojo, segunda columna) y CAIX

(verde, tercera columna); tincién con hematoxilina-eosina (cuarta columna). Vilalta et al., 2017.

Estos resultados se corroboraron con los obtenidos de los analisis inmunohistoquimicos
con Hoechst 33342 (marcando los nudcleos de células vivas), Meca-32 (que
exclusivamente marca células endoteliales) y CAIX (marcador de hipoxia). Se puede
ver en la Figura 38A, cdmo los implantes espontaneos aparecen ampliamente marcados
para Hoechst 33342 y Meca-32. Es decir, tiene una gran presencia de células vivas o
funcionalmente activas y de células endoteliales por todo el implante tumoral; mientras
que en la tincion con CAIX apenas aparecen células marcadas. Justo lo contrario ocurre
en los implantes heterotdpicos subcutaneos, en los que hay pocas células que se marcan

con Hoechst 33342, lo indica un mayor numero de células apoptoticas, las células

63



Borja Herrero de la Parte

endoteliales solo aparecen marcadas con Meca-32 en la periferia del implante tumoral,

mientras que todo ello aparece ampliamente marcado para CAIX (Figura 38B).

b) Inoculacion de células tumorales

El dltimo método para la induccion de tumores en animales de experimentacion es la

puncion directa o infusion al torrente sanguineo de células tumorales.

Al igual que el trasplante de piezas tumorales, este método, nos permite emplear células

200,268-270

tumorales singénicas al animal receptor 0 bien procedentes de otra especie

distinta, de origen xenogenético?’%%"%,

Como se ha visto en el apartado anterior, este método de induccién, reproduce de forma

practicamente idéntica la vasculatura de los tumores generados de forma espontanea

267,273

Figura 39. Imagenes ecograficas de la puncion ecoguiada de células tumorales en el LLI. Se observa la aguja
(flecha) en el extremo distal del LLI antes de la infusion de la suspension celular (A) y finalizada la puncién, puede
observarse un nddulo hiperecoico correspondiente a la suspension celular (entre las flechas, B). Garcia-Alonso et al.

2013

Como ocurre con el implante de piezas tumorales, la induccion de tumores por este
método nos permite una buena monitorizacién del desarrollo del tumor asi como la

274

realizacion pareada de estudios in vitro?” e in vivo®”®, forma en la que nuestro Grupo

lleva trabajando en los ultimos afos; pero, al contrario que en el implante de piezas
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tumorales, la infusion o inyeccion de celulas tumorales directamente en el 6rgano de
interés, en nuestro caso el higado para inducir MHCCR, puede hacerse a partir de un
abordaje guiado por ecografia (Figura 39), con lo cual, eliminamos casi en su totalidad
la manipulacion quirdrgica necesaria para administrar las células, siendo necesaria

(inicamente una puncién®’®2"".
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Hipotesis de trabajo

Un magnetofluido de NpM de oOxido de hierro (IlI) funcionalizadas con
peptidomimeticos RGD administrado via arteria hepatica en animales portadores de

MHCCR deberia:

— Adbherirse selectivamente a los implantes tumorales debido a que el dominio
extracelular de las integrinas ayf3 actia como diana de los peptidomiméticos

RGD empleados para la funcionalizacion de las NpM.

— Actuar como un agente de contraste selectivo de las MHCCR, permitiendo una
mejor deteccion mediante técnicas convencionales de radiodiagndstico (IRM),
incluso de aquellas metastasis que por su pequefio tamafio no seria, en principio,

posible detectar.

— Adicionalmente, tras exponer las metastasis con NpM-RGD a un campo
magnético alterno de suficiente frecuencia e intensidad, éstas NpM-RGD
deberian generar un incremento térmico en el tumor capaz de inducir

destruccién selectiva.

Para comprobar estas hipotesis, se plantea un estudio combinando experimentos in
vitro, ex vivo y por ultimo in vivo en un modelo murino de MHCCR, capaz de imitar las

condiciones clinicas que presentan los pacientes afectados por esta patologia.

69



Borja Herrero de la Parte

Objetivos

Los objetivos de este trabajo, por tanto, son:

70

Comprobar que las NpM sintetizadas por el Dpto. de Quimica Inorgénica de la
Facultad de Ciencia y Tecnologia (Dra. Oihane Arriortua) son seguras,
biocompatibles y capaces de inducir HT en el parénquima hepatico, tras su

administracion por via sistémica.

Demostrar, in vitro, el deposito o la adhesion selectiva de dichas NpM a la linea
celular CC531 (empleada para la induccién tumoral), tras la funcionalizacion

con peptidomiméticos RGD.

Desarrollar un modelo quirdrgico experimental, seguro y reproducible, que
permita un abordaje vascular similar al empleado en clinica humana para el

tratamiento intravascular selectivo de MHCCR.

Estudiar la biodistribucion de las NpM-RGD una vez infundidas a animales

portadores de implantes tumorales.

Valorar la utilidad de las NpM-RGD como método de contraste selectivo para la

deteccion de MHCCR.

Analizar la capacidad de las NpM-RGD para inducir HT in vivo y su utilidad

como terapia en el tratamiento de MHCCR en un modelo murino.



MATERIAL Y
METODOS
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En este apartado se describen sucesivamente los materiales utilizados (nanoparticulas,
células tumorales y animales), el equipamiento empleado, asi como los diferentes
procedimientos practicados. Por Gltimo se exponen las experiencias disefiadas para el

desarrollo de este trabajo de Tesis Doctoral.
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Materiales

A. Nanoparticulas magneticas

En las diferentes experiencias que componen este trabajo de Tesis Doctoral se han
utilizado dos tipos distintos de NpM, con una serie de modificaciones posteriores a su

sintesis.

1. Nanoparticulas de sintesis propia

Sintesis de NpM

La sintesis de nanoparticulas de magnetita (FesO4) superparamagneticas, fue realiza por
la Dra. Oihane Arriortua, del Departamento de Quimica Inorgénica de la Facultad de
Ciencia y Tecnologia de la UPV/EHU, durante el desarrollo de su trabajo de Tesis
Doctoral®’®. El procedimiento elegido para ello fue el método de descomposicién
térmica de precursores metal-organicos**®. Las NpM resultantes de éste método se

emplearon como semilla para la sintesis posterior de NpM de mayor tamafio®’®.

Estas NpM son de naturaleza altamente hidréfoba y, puesto que se usaran en un modelo
bioldgico in vivo, se hace necesario su adaptacion para un medio acuoso. Para producir
este cambio hay descritos cuatro protocolos experimentales: la modificacion del
ligando, su intercambio, la incorporacién de un recubrimiento organico de polimeros de
alto peso molecular o los estabilizadores inorganicos que generan una capa adicional

sobre el nucleo de las NpM mediante enlaces covalentes (Figura 40).

75



Borja Herrero de la Parte

=@ =

Nanoparticula magnetica

Revestimiento
condcido oleico Encapsulamiento

@

Funcionalizacion molecular Recubrimiento polimérico

Figura 40. Métodos de recubrimiento de NpM

Para el recubrimientos de las NpM empleadas en este trabajo de Tesis Doctoral, se optd
por utilizar polimeros de alto peso molecular; mas concretamente, el protocolo
experimental se basé en la adicion de moléculas anfifilicas que se agregan a los
ligandos superficiales de las NpM mediante interacciones hidrofobicas, dando como
resultado la creacion de una bicapa organica, la cual orienta hacia el exterior de las
NpM su region hidrofilica. ElI polimero anfifilico empleado fue el poli(anhidrido
maleico-alt-1-octadeceno) (PMAO) (Figura 41) ya que presenta un elevado nimero de
terminaciones alifaticas que permiten mas sitios de anclaje a la monocapa interior de las

NpM 280

[ CH,(CHy)CHs }~

o o O

n

Figura 41. Representacion esquematica de la férmula estructural del PMAO (Fuente: Sigma-Aldrich)
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Caracterizacion estructural, morfoldgica y magnética de las NpM

Para conocer las caracteristicas estructurales y morfoldgicas y la respuesta magnética de

las NpM sintetizadas por nuestro Grupo se emplearon técnicas de:

Difraccion de Rayos X (XRD), que aporta informacion sobre la estructura, la

cristalinidad y el tamafio de particula.

— Microscopia Electronica de Trasmision (TEM).

— Espectroscopia de Infrarrojo (IR), para confirmar la presencia de los ligandos
unidos a la superficie de las NpM.

— Difusion Dinamica de la Luz (DLS) y Analisis Termogravimétrico (TGA), para

conocer la cantidad de materia organica en el producto final.

Figura 42. Microfotografia de Microscopia Electrénica de Transmision (TEM) de las NpM sin recubrimiento (A) y

con recubrimiento de PMAO (B).

La XRD constato la presencia de estructuras nanocristalinas, hecho que se corrobor6
con analisis de las NpM mediante TEM; técnica que ademas permitié descartar la
presencia de agregados interparticulares y determinar el tamafio de las NpM que resultd
de 19 £ 2 nm (Figura 42A). Ademas, gracias a las imagenes y medidas obtenidas
mediante esta técnica, se pudo comprobar que el recubrimiento con PMAO no afectaba

a su tamafio ni causa la agregacion entre las NpM (Figura 42B).
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La caracterizacion de las propiedades magnéticas de las NpM se realizdO mediante
Resonancia Magnética Electronica (EMR) y medidas de imanacién frente al campo
aplicado y frente a la temperatura. Por los datos derivados del espectro obtenido
mediante EMR (Figura 43), era de esperar una alta tasa de absorcion (SAR) en las NpM

sintetizadas y por tanto una alta capacidad de inducir HTM.

I (a.u.)

1 1

(] 2000 4000 6000
H (Gauss)

Figura 43. Espectro obtenido mediante Resonancia Magnética Electronica (EMR) de las NpM.

Estas propiedades se demostraron tras realizarse medidas del SAR en NpM sometidas a
campos magneticos alternos a distintas frecuencias (149, 302, 676 y 1030 kHz) (Figura
44). Para la realizacion de éstas medidas, las NpM fueron dispersadas en agua. Los
mejores valores de SAR obtenidos correspondieron a la exposicion al campo de mayor
frecuencia (1030 kHz), sin embargo para los experimentos in vivo se decidio el empleo
de una frecuencia de campo de 606 kHz, ya que a dicha frecuencia, los valores de SAR
eran suficientemente altos como para tener capacidad de inducir HT. Ademas, al
someter a las NpM a un campo de 606 kHz de frecuencia y una intensidad de 14 kA/m,

la interpolacidn lineal dio un valor de SAR de 900 W/g en las muestras analizadas.
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Figura 44. Representacion grafica de los valores de SAR obtenidos tras la exposicién a un campo magnético (Happ)

a diferentes frecuencias en NpM cubiertas con PMAQO y funcionalizadas con RGD.

Funcionalizacion con Peptidomimeéticos RDG

Tras la adicion del PMAO, se procedio a la hidrolisis de los grupos anhidrido terminales
del polimero para formar en su lugar grupos carboxilico terminales (Figura 45),
necesarios para la posterior reaccién con un grupo amida en el siguiente paso del
proceso de sintesis de NpM de adhesion selectiva a la superficie de las células o de los

implantes tumorales.
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Figura 45. Representacion esquematica de la hidrdlisis del PMAO con NaOH 0,1M para la formacion de grupos

carboxilo terminal.

La funcionalizacion de las NpM se realiz6 mediante la adicion de una secuencia
peptidica sintética formada por 3 aminoacidos: arginina, glicina y acido aspartico o
secuencia RGD [Arg-Gly-Asp-NH(CH,CH,0)3;CH,CH,N3] que contiene un grupo

azida terminal (Figura 46).

O

Figura 46. Representacion esquematica de la férmula estructural del peptidomimético RGD con un grupo azida

terminal.

n281-283 hor |3 Dra,

Esta union se realiz6 mediante reacciones del tipo “quimica click
Maialen Sagartzazu Aizpurua, la Dra. Zaira Monasterio Peiteado y el Prof. Jesis Maria
Aizpurua del Dpto. de Quimica Organica | de la Facultad de Ciencias Quimicas de la

UPV/EHU.
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Sin embargo, esta union no pudo hacerse de manera directa ya que el extremo
carboxilico terminal de la NpM no reacciona con el grupo azida terminal del
peptidomimético RGD, por lo que se hizo necesaria la adiciébn de una molécula
intermedia o linker. Dicha molécula es un carbamato que ademas cuenta en su
estructura con una alquilamina y un cliclooctino (2-(2ciclooct-2-in-1-iloxi)etoxietil(2-
aminoetil) carbamato) (Figura 47), capaz de producir la reaccion de quimica “click” con

el grupo azida del peptidomimético RGD.

H J—

o)

Figura 47. Representacion esquematica del linker o molécula intermedia.

A modo resumen, el proceso de funcionalizacion de las NpM con el peptidomimético
RGD consistio en: activacion de los grupos carboxilico terminales de las NpM por
hidrolisis, formacion de amidas entre los extremos carboxilicos y grupo amino terminal
del linker, blogueo de las cargas superficiales con TRIS (C4H1;03N) vy, por ultimo, la
reaccion de quimica “click” entre el linker con las azidas terminales del RGD (Figura

48).
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Figura 48. Resumen esquematico de los pasos dados para la funcionalizacién de las NpM con peptidomiméticos

RGD.

2. Nanoparticulas comerciales

El otro tipo de NpM empleadas en los experimentos ex vivo fueron las adquiridas a la

empresa Nanogap Sub-Nm-Powder, S.A (A Corufia, Espafia).

Del catdlogo de materiales magnéticos con los que cuenta esta compaiiia, se emplearon
las NpM con referencia NGAP NP FeO-2204. Estas NpM, al igual que las sintetizadas
por la Dra. Arriortua, son de mineral de magnetita u 6xido ferroso-férrico y estan
recubiertas con acido poliacrilico y dispersas en agua. El diametro de las NpM era de 10
+ 2,5 nm (Figura 49A y B) y con un comportamiento superparamagnético a temperatura

ambiente, con una magnetizacion de saturacién de aproximadamente 50 emu/g.
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DAarmater i)
Figura 49. Diagrama de barras con la distribucion del diametro (A) y microfotografia de microscopia electrénica de

transmision de las nanoparticulas (TEM) (B) NGAP NP FeO-2204. Iméagenes tomadas de NpM tp://www.nanogap.es

B. Peptidomimeéticos RGD

Los peptidomiméticos que se describen en este apartado, empleado para estudios de
captacion selectiva por el tejido tumoral, también fueron desarrollados y sintetizados
por la Dra. Maialen Sagartzazu Aizpurua, la Dra. Zaira Monasterio Peiteado y el Prof.

Jesus Maria Aizpurua, al igual que los empleados para la funcionalizacion de las NpM.

1. Peptidomiméticos RGD-fluoresceina

El complejo RGD-fluoresceina ha sido usado en esta Tesis Doctoral para analizar la
afinidad de la secuencia RGD por la linea tumoral CC531 in vitro. Para poder visualizar
y realizar una determinacion de tipo cuantitativa del RGD presente en los cultivos
celulares, mediante técnica “click” se afiadié un fluordforo, la fluoresceina, que pudo
ser cuantificado y visualizado empleando un lector de fluorescencia y un microscopio

oOptico de fluorescencia.
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2. Peptidomiméticos RGD-yodado

Dentro de las técnicas de radiodiagndstico, la TCMC es una de las mas empleada en la
deteccidn de tumores, siendo necesario en la mayoria de los casos el uso de contrastes

yodados para obtener imagenes de TCMC de mayor capacidad diagnostica.

El Visipaque® es un agente de contraste intersticial, yodado, de uso extendido en el
ambito radiologico. Sin embargo, éste y otros contrastes similares no muestran afinidad
selectiva por los tejidos tumorales (Figura 50), y con frecuencia no permiten distinguir
con claridad el tejido tumoral del sano. Por esto es de gran interés el desarrollo de

soluciones de contraste con alta afinidad por los tejidos tumorales.

Figura 50. Fotografia de la biopsia hepatica del LLI con implante tumoral en su extremo distal (circulo azul) (A) e

imagen obtenida mediante TCMC de la misma pieza tras la administracion de contraste yodado Visipaque® (B).

En esta linea, la Dra. Maialen Sagartzazu Aizpurua y la Dra. Zaira Monasterio Peiteado
del Dpto. de Quimica Orgénica I de la Facultad de Ciencias Quimicas de la UPV/EHU,
desarrollaron un contraste yodado adherido a la cadena de peptidomiméticos RDG con
alta afinidad por las integrinas ayP3 que se encuentran sobreexpresadas en el tejido

tumoral.

Tras la sintesis del compuesto yodado y de los RGD por separado, ambos componentes
se unieron, al igual que en el caso de las NpM y de la fluoresceina, mediante técnica

“click”. Finalmente, antes de su uso en animales, los RGD-I se homogeneizaron con un
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equivalente molar de (L)-acido lactico y posteriormente disuelto en suero salino para su

inyeccion en ratas.

C. Reactivos biologicos

1. Animales de experimentacion

Las experiencias in vivo expuestas en este Trabajo se han llevado a cabo en ratas, tanto

sanas como portadoras de implantes tumorales en el LLI del higado.

Para ello, se han empleados ratas singénicas de la cepa WAG/RijHsd, compradas en
2011 a Harlan Laboratories, Inc. y criadas y estabuladas en el Animalario del Campus
de Bizkaia de la Universidad del Pais Vasco/Euskal Herriko Unibertsitatea UPV/EHU —

Seccion del Departamento de Cirugia y Radiologia y Medicina Fisica.

350

300

250

200

Weight (grams)
g

3 ] [} [} 7 8 a 10 11 12 13 1% | 15 |
Male (n=20) 428 66.2 923 1211 1468 1796 2013 2170 2355 2461 2589 2680 2780
—m—Female (n=20)| 397 | 57.9 | 777 | 967 | 1084 | 1214 1307 | 1372 | 147.2 1506 1561 | 156.2 | 1508

Age (weeks)

Figura 51. Curva de crecimiento para ratas machos (verde) y hembras (negro) de la cepa WAG/RIjHsd. Fuente:

Charles River

Todos los animales empleados han sido machos de entre 8 y 10 semanas y un peso
aproximado de 270-290 gramos (Figura 51), mantenidos en jaulas de plastico con lecho

de Viruta Ultrasorbible Premium Plus (ref.: 33005, Panlab) y alimentadas con pienso
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A04 Standard Safe (ref.. SF404, Panlab) y agua ad libitum, en un ritmo de luz/oscuridad

de 12 horas comenzando a las 7 de la mafiana.

2. Cultivos celulares

Las células empleadas tanto para los experimentos in vitro como para el desarrollo de
metastasis hepaticas en el modelo murino in vivo se corresponden con la linea tumoral
de adenocarcinoma de colon (ACC) CC531 (Figura 52) (ref.: 500387; Cell Line

Services, Alemania), adquiridas en pase 21 en el afio 2008.

Figura 52. Fotografia de Microscopia de Campo Claro de un cultivo tipo de la linea celular CC531.
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Equipamiento

A. Sala de Cultivos

Los cultivos celulares empleados en las experiencias que mas adelante se detallan, se
realizaron en el Laboratorio de Cultivos Celulares Animales del Departamento de

Cirugia y Radiologia y Medicina Fisica de la UPV/EHU.

Este laboratorio cuenta con los equipos necesarios que el mantenimiento, manipulacion,

crecimiento y desarrollo de los experimentos requirio:

— Campana de flujo laminar AH-100 (Telstar, Espafia).

— Cabina de seguridad biolégica HR1200-11 A2 (Haier, China)

— Microscopio invertido de campo claro y contraste de fases CK30 (Olympus,
Japon) (Figura 53A).

— Centrifugadora refrigerada Labofuge Primo 400R (Heraeus, Alemania).

— Incubador de CO, MCO-15A (Sanyo, Japon).

— Incubador de CO, MCO-19AIC UV (Sanyo, Japon).

— Lector Multimodal de placas Multiskan EX (Thermo Scientific, Estado Unidos)
(Figura 53B).

— Fluorimetro de placas SynerGy HT (BioTEK, EEUU).

— Contador de células NucleoCounter NC-100 (Chemometec, Dinamarca) (Figura
53C).

— Ultracongelador vertical de -80° C modelo 80 MDF-U53V (Sanyo, Japon).

— Recipiente de nitrogeno liquido autopresurizado TP35 (Air Liquide, Francia).

— Recipiente de nitrogeno liquido Asperge 70 (Air Liquide, Francia).
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igura 53. Detalle de alguno de los aparatos del Laboratorio de Cultivos.

Para la adquisicion de las imagenes de Microscopia Optica de Fluorescencia se recurrio
a los Servicios Generales de Apoyo a la Investigacion (SGlker) de la UPV/EHU, con la

ayuda de la Profa. Ana Alonso Varona.

B. Quirofano experimental

El Laboratorio de Cirugia Experimental del Departamento de Cirugia y Radiologia y
Medicina Fisica de al UPV/EHU cuenta con dos quir6fanos experimentales para la
realizacion de los procedimientos en animales descritos en este trabajo de Tesis
Doctoral. Uno de ello de uso general, y otro con equipamiento de microcirugia para los
procedimientos que requieran del empleo de elementos de magnificacion. Ambos estan
dotados con equipos de anestesia inhalatoria con vaporizadores de isofluorano. Ademas
el laboratorio de microcirugia cuenta con un microscopio quirurgico Wild M651 (Leica,
Alemania) dotado de sistema doble de vision para dos investigadores (Figura 54) y un

ecografo MyLab60 Xvision con una sonda de 6-18 MHz (Esaote, Italia).
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Figura 54. Microscopio quirdrgico Leica Wild M651 del quirdfano de microcirugia.

C. Inductor de radiofrecuencias

La aplicacion experimental, ex vivo e in vivo, de la terapia basada en HT requiri6 del
desarrollo de varios prototipos de IRF; en concreto, para este trabajo de Tesis se
emplearon los prototipos EM04 y EMO06, ambos disefiados y construidos por el Dr.
Eneko Garaio y el Prof. Fernando Plazaola del Dpto. de Electricidad y Electronica y el
Prof. Jose Angel Garcia del Dpto. de Fisica Aplicada Il de la Facultad de Ciencia y
Tecnologia de la UPV/EHU.

En este apartado, se recoge las caracteristicas generales de ambos prototipos, descritos y

testados al detalle en la Tesis Doctoral de Dr. Garaio®®*,

1. Prototipo EM04

El primero de los prototipos, el EMO04, se utilizd para los experimentos de HT sobre
higado aislado. El equipo esta basado en un circuito LC resonante en paralelo
alimentado por un amplificador (ref.: 1140LA, Bell Electronics NW™°, EEUU), con una
potencia disponible (Pay) de 1 kW y una impedancia de salida Zs= 50 Q. En laFigura

55 se muestra el esquema del circuito eléctrico del prototipo EMO04.
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Figura 55. Representacion esquematica del circuito eléctrico del IRF EMO04. Figura tomada de la Tesis doctoral de

Eneko Garaio.

La bobina principal del IRF se construy6 con tubo de cobre de 8 mm de diametro, con
una longitud de 6,6 cm de longitud y 5 cm de didmetro y 6 vueltas. La simulacion
llevada a cabo en 2 dimensiones para determinar la distribucién del campo magnético
(Figura 56), determind que las variaciones del campo era menores al 4% y que la bobina

del IRF tiene un volumen util de 36 mm de diametro y 22 mm de altura.

El banco de condensadores estd formado por 7 condensadores de 100 nF (Faradios)
(ref.. CHH6010M, High Energy C° EEUU) conectados todos ellos en paralelo, pero
con interruptores que permiten cambiar su configuracion a todo en serie, con todas las

opciones intermedias posibles (Figura 57).

De esta forma, la minima frecuencia del IRF, obtenida con todos los condensadores en
paralelo, es de 125 kHz; y la maxima, con todos los condensadores dispuestos en serie,

es de 856 kHz. La méaxima intensidad de campo, 18 kA/m, se obtiene con 460 kHz.
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Magnetic Field Intensity ~ kA-m’
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Figura 56. Representacion de la intensidad del campo magnético calculada por el método de elementos finitos
(FEM). La linea de puntos encierra el espacio donde el campo es homogéneo, con variaciones menores del 4%.

Figura tomada de la Tesis doctoral de Eneko Garaio.

Lo o G 0‘/,

Figura 57. Esquema del banco de condensadores del prototipo EM04. Tomada de la Tesis doctoral del Dr. Garaio.
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2. Prototipo EMO06

Los experimentos de HT in vivo se llevaron a cabo en un prototipo similar al anterior,

adaptado a las condiciones y tamafio requeridos por los animales de experimentacion.

El prototipo EMO6 estd basado en un circuito LCC resonante en paralelo, alimentado
por un amplificador (ref.: 1240LA, Bell Electronics NW'™, EEUU), que genera el doble

de Pav que el usado para el prototipo anterior, 2 kW.

.»\111|ﬂ|lf1cr output Capacitor Bank
circuit

——=—=—=-=-=-== | f————"—-"—-"——-"—= I |
| AAA L] [ I I
| VNV i |
: 500 : G, : } >, |
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: | EEEE
- | ) |

[ aw I b
:AC ) ! :c_, 2 B l[Ac:

\
I : | O . :
[ PR T L p= |
: | I |
I ‘ [
: . Re L |
L J| } \_ — J|
Main Coil

ZS:50 Q ZL:RL+J 'XL

Figura 58. Circuito eléctrico del modelo EMO06. Figura tomada de la Tesis doctoral de Eneko Garaio.

El circuito eléctrico del EMO6 es el mismo que el del prototipo el EMO05 (Figura 58)
empleado para la realizacion de las mediciones in vitro del SAR de las NpM empleada

en las experiencias de esta Tesis Doctoral.

Debido al tamafio de las ratas, hubo que redisefiar e implementar el tamafio de la bobina
del IRF para adaptarlo a volimenes diez veces mayores. El diametro y longitud de la
bobina se ampliaron hasta los 9 cm, formada por 9 vueltas de tubo de cobre de 6 mm de
diametro. Con todo esto se consiguid volumen Gtil de 3,1 cm de longitud y 4,6 cm de

didmetro, con variaciones menores del 4% en el area marcada (Figura 59).
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Magnetic Field Intensity ~ kA-m’
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Figura 59. Representacion de la intensidad del campo magnético (generado por el EMO06) calculada por FEM. La
linea de puntos encierra el espacio donde el campo es homogéneo, con variaciones menores del 4%. Figura tomada

de la Tesis doctoral de Eneko Garaio.
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Figura 60. Representacion esquematica del banco de condensadores del modelo EMO06. Figura tomada de la Tesis

doctoral de Eneko Garaio.
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En este caso, el IRF cuenta con dos bancos de condensadores (Figura 60). El banco C1
estd formado por dos condensadores de 100 nF en paralelo (iguales al prototipo EM04)
y uno de 333 nF (ref.: CHN6033M, High Energy C°, EEUU); el banco C2 lo componen
6 condensadores de 100 nF en paralelo (ref.. CSP1510400, High Energy C°, EEUU). Al
igual que el modelo previo, la construccién del IRF permite cambiar la disposicion de
ambos bancos de condensadores, lo que permitié un rango de frecuencias posibles de

100 — 1000 kHz.

Tabla 4. Rango 6ptimo de trabajo para el prototipo EM06. Tomado de Tesis Doctoral de Eneko Garaio

Cl(nF) C2(nF) Frecuencia(KHz) PL/Pav Intensidad (KA/m)

1 533 300 156 0,95 18
2 533 250 165 0,99 18
3 533 200 179 0,98 18
4 533 150 201 0,88 18
5 200 66,7 305 0,92 17
6 200 60 318 0,93 17
7 200 50 343 0,96 17
8 200 40 376 0,98 16
9 200 37,5 387 0,98 16
10 200 33,3 405 0,98 16
11 200 25 461 0,91 15
12 100 16,7 574 0,97 14
13 100 12,5 649 1,00 14
14 100 10 720 0,97 13
15 100 8,3 782 0,83 13
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A pesar del amplio abanico de frecuencias en que puede trabajar el EMO06 (debido a las
multiples combinaciones entre todos los condensadores) el indice entre la potencia del
circuito LCC vy la potencia del amplificador (P./Payv) solo se acerca a 1 (ideal) en 15
frecuencias (Tabla 4 y Figura 61). Por lo que el rango éptimo de trabajo se sitda entre

156 — 782 kHz de frecuencia.

10—t st 14“5
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Figura 61. Representacion del ratio entre PL/Pav. Figura tomada de la Tesis doctoral de

Eneko Garaio.

Podemos observar también, tanto en la Tabla 4 como en la Figura 61, que el producto
P./Pav de la frecuencia en la que se realizaron los experimentos in vivo alcanza un valor
de 1, es decir, que la potencia generada por el circuito de condensadores correspondid

con la potencia emitida por el amplificador.

En ambos prototipos de IRF, debido a las altas corrientes que pasan por ellos, es
necesario el uso de un sistema de refrigeracion conectado a los equipos. Ademas, como
puede verse en la Figura 62, todo estaba controlado a través del software informatico

LabVIEW desarrollado también por el Dr. Garaio.
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Figura 62. Esquema completo de todos los componentes que forman el IRF. Figura tomada de la Tesis doctoral de

Eneko Garaio.

D. Tomografia Computerizada Multicorte

Las pruebas de imagen mediante TCMC se realizaron en un escéner Toshiba de 64
detectores del Servicio de Radiologia del Hospital de Galdakao-Usansolo, bajo la
direccion y supervision del Dr. Jose Javier Echevarria Uraga, radidlogo intervencionista

de dicho Servicio.

E. Imagen de Resonancia Magnética

Las pruebas de IRM se practicaron en las instalaciones de Osatek, S.A. en el Hospital
de Galdakao-Usansolo, bajo la direccion y supervision del Dr. Jose Javier Echevarria

Uraga.

Para la localizacién, visualizacion y estimacion de los depdsitos de NpM-RGD en el
tejido hepético y/o tumoral, se empled un equipo Siemens Symphony de 1,5T. Se
practicaron las secuencias axial y coronal STIR, DP* y T2*, en busca de cambios en la

intensidad de sefial (IS) compatibles con la presencia de Fe.
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Procedimientos

A. Técnicas quirurgicas

Los procedimientos experimentales a los que han sido sometidos los animales en este
trabajo fueron aprobadas por el Comité de Etica de Experimentacion Animal (CEEA)
de la UPV/EHU con los codigos: CEBA/140/P02-01/2010/ALONSOVARONA,
CEEA/407/2015 HERRERO DE LA PARTE y M20 2016 023 HERRERO DE LA
PARTE.

Los procedimientos aprobados incluyen técnicas de anestesia, induccion de tumores,
obtencion de higado aislado ex vivo, desarrollo de una técnica de infusion intrarterial

hepética y eutanasia de los animales.

1. Protocolos anestésicos

En funcion del procedimiento al que fuera sometido el animal se siguid una pauta

anestésica y analgésica diferente.

Para la administracion inhalatoria, los animales fueron introducidos en primer lugar en
una camara con isofluorano (ref.: 646844.9, Nicholas Piramidal Ltd., Reino Unido) al
4% con un flujo de 0,5 I/min de O,y 1 I/min de N,O para la induccion anestésica
durante 2 — 3 minutos. Posteriormente, para el mantenimiento anestésico durante la
duracion del procedimiento al que fuera sometido el animal, la concentracion de
isofluorano se redujo a 1,5% manteniendo constantes los flujos de oxigeno y protéxido

de nitrogeno.

La otra técnica anestésica, consistio en la administracion intraperitoneal de un coctel de
Diazepam, Ketamina y Medetomidina. Los animales fueron pre-anestesiados con
Diazepam i.p. (15 mg/kg) vy, tras 10 minutos, se les administré Ketamina (80 mg/kg) y

Medetomidina (0,5 mg/kg) también por via i.p.
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2. Induccidn de tumores hepaticos

El desarrollo de tumores de asiento hepatico, se realizd mediante la inyeccion directa de

células de CRC de la linea CC531, singénicas con la cepa de ratas albinas empleadas.

Previo a la induccidn tumoral, se preparé una suspension de células CC531 con una
concentracion de 5x10° células/ml en medio Hank’s (descrito més adelante). Los
animales, anestesiados mediante anestesia inhalatoria, se colocaron en posicion decubito
supino, se procedio a rasurar la zona y se aplicd una solucién alcohdlica para aseptizar
la zona. Se realizd una laparotomia subxifoidea de aproximadamente 15 mm y, con una
ligera presion en la caja toracica, se extrajo y expuso el LLI sujetandolo con los dedos
para inyectar 0,05 ml de la suspension celular (25.000 células) con una aguja de 27 G.
Tras retirar la aguja, se mantuvo una ligera presion sobre la zona de la puncién con un
trozo de espuma hemostatica de gelatina Espongostan® Film (ref.: MS0001, Ethicon
Inc., EEUU), para evitar posibles hemorragias. Tras devolver al I6bulo a su posicién
anatomica, se procedio a la sutura de la herida en dos planos mediante puntos simples
sueltos, empleando sutura sintética absorbible de 4&cido poliglicélico (Coated
VICRYL®, ref.: J310H Ethicon Inc., EEUU) de 4/0 para el plano muscular y seda
trenzada de 3/0 (ref.: 55346, Lorca-Marin S.A., Espafia) para la piel. Una vez suturada
la herida quirurgica, subcutaneamente se administr6 Meloxicam (2mg/kg) y se dejo al
animal hasta su total recuperacién bajo una fuente de calor. Tras la recuperacion, cada
12 horas durante un maximo de 3 dias, los animales recibieron Buprenorfina s.c. (0,05

mg/kQ).

Seguimiento y estimacién del volumen tumoral

Aproximadamente, 25 dias despueés de la induccion tumoral y bajo anestesia inhalatoria,
se realiz6 un control ecografico (Figura 63) para comprobar el estado de desarrollo
tumoral, calcular su volumen y realizar la distribucion aleatoria de los animales en los

distintos grupos en cada serie experimental.
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Figura 63. Imagen del control ecogréafico realizado a los animales para evaluar el desarrollo y volumen tumoral,

tomando medidas en corte axial (A) y sagital (B).

Para permitir una correcta exploracion ecogréafica, se rasurd el pelo a los animales;
primero con una maquinilla eléctrica y, posteriormente, aplicando crema depilatoria

Veet® y asi conseguir una eliminacion completa del pelo, dejando la piel expuesta.

Ademas de permitir el seguimiento y la valoracion del desarrollo de metéstasis sin
necesidad de realidad una cirugia exploratoria, el andlisis de las imagenes ecograficas
también puede ser usado para predecir la necrosis tumoral esperada (NTE), debida al

tamano de los implantes.

Para ello, ademaés de la ecografia de control a los 28 dias, en algunos animales se realizé
otra ecografia inmediatamente antes de extraer las muestras para los analisis
histoldgicos. Se capturd una imagen en corte transversal del animal y, sin desplazar la
sonda ecografica, ésta se roto sobre su propio eje obteniendo una imagen longitudinal
del mismo punto a estudiar y, gracias al propio software del equipo, se determiné el

volumen tumoral.

En secciones histoldgicas de los implantes tumorales de éstos mismos animales, que no
fueron expuestos a ningun tratamiento experimental de los descritos en esta Tesis, el
patologo determino el porcentaje de necrosis tumoral “natural”. Con ambos datos, la

necrosis observada y el volumen tumoral, se llevo a cabo un analisis de regresion.
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3. Obtencion de higado aislado e HT ex vivo

Empleando anestesia inhalatoria, se realiza una laparotomia media y, traccionando del
marco duodenal hacia la derecha, se expone el pediculo hepatico. Mediante diseccion
roma con una pinza hemostatica, se pasan dos hebras de seda 2/0 alrededor de la porta.
Tras anudar la ligadura distal, que se utiliza para traccion, se procede a canalizar la vena
porta con un catéter de teflon (Abocath® 20G) que se fija utilizando las dos hebras de

seda.

Inmediatamente se administran 0,8 ml de heparina sédica para evitar la coagulacién de
la sangre en el interior del parénquima hepatico. Mediante una bomba peristaltica se
procede al lavado del higado con suero fisiologico (hasta clarear completamente el
parénquima hepatico). Una vez completado el lavado se liga el pediculo del LLI, para
excluirlo de la infusion de nanoparticulas y disponer de un control interno de la
experiencia. Por ultimo, se procede a la ligadura de las venas suprahepaticas y, a

continuacion, se infunde la solucion con NpM vy se tapona el catéter portal.

Figura 64. Esquema de colocacién de las sondas de registro térmico para la exposicion a HT ex vivo. La flecha roja
sefiala la sonda emplazada en el LLD, la verde la sonda colocada en el medio de suspension y la flecha amarilla

sefiala la sonda térmica colocada en el LLI (que fue excluido y no recibi6 aporte de NpM).
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El higado infundido con NpM se introduce en un tubo conico de 50 ml se deja
suspendido inmerso en agua destilada o suero salino y con las sondas de control térmico

emplazadas como refleja la Figura 64.

4. Inyeccion y deteccion mediante TCMC de peptidomiméticos RDG-I

Mediante el coctel de farmacos formado por Diazepam/Ketamina/Medetomidina
descrito anteriormente, se anestesié a los animales y se colocaron en posicion decubito
prono, para realizar una primera secuencia exploratoria mediante TCMC (Figura 65) y

obtener asi los valores basales de atenuacion hepatica.

Figura 65. Exploracion mediante TCMC de las ratas infundidas con RGD-I.

Una vez finalizado este primer procedimiento, en la base de la cola se colocd un
torniquete a fin de dilatar y facilitar el acceso vascular a las venas de la cola. Empleando
un catéter de poliuretano Introcan Safety® de 24G (ref.: 4251601-01, B. Braun,
Alemania), se cateterizo la vena de la cola y, previa salinizacion de la via, se infundio
lentamente, 0,2 — 0,4 ml/ml, la suspension de RGD-I. Una vez infundido, de administr6

de nuevo suero salino.
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Transcurridos 1, 5 y 15 minutos de la infusion del contraste yodado selectivo, se
procedié a realizar nuevas exploraciones de los animales mediante TCMC, valorandose

la atenuacion hepética y tumoral a los 5 minutos.

Finalizadas las secuencias de TCMC, se sacrificaron los animales, tomandose muestras

del tejido hepético y tumoral para realizar andlisis de ICP-MS e histopatoldgicos.

5. Técnica quirurgica de infusion intrarterial hepatica

Bajo anestesia inhalatoria, el animal se colocé en posicion decubito supino sobre una
manta calefactora y se practicd una laparotomia de 35 — 40 mm aproximadamente.
Colocando una gasa humedecida con solucion salina atemperada a 37° C, se extrajo el
paquete abdominal a la derecha del animal para exponer el tronco celiaco y asi localizar

la arteria esplénica (Figura 66).

Figura 66. Fotografia del campo quirtrgico previo a la preparacion de la arteria esplénica (flecha verde) para la
colocacién de la microcanula. Se observan también el tronco celiaco (flecha amarilla) y la arteria hepatica (flecha

negra).

Bajo microscopio quirurgico, la arteria esplénica fue disecada 'y se puncion6 empleando
una aguja de 30G (Figura 67). Posteriormente se procedi6 al clampaje de forma

reversible del tronco celiaco empleando clip de Yasargil para aneurismas cerebrales,
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impidiendo asi el sangrado por el orificio realizado, por el cual se introdujo un catéter
de perfluorocarbono de 0,4 mm de didmetro externo y 0,2 mm de diametro interno (ref.:
72-9030, Harvard Apparatus, EEUU) (Figura 68), que se gui6 hasta la bifurcacion de la

arteria hepética en el tronco celiaco.

Figura 67. Puncién de la arteria esplénica mediante aguja de 30 G.

‘.'.r"‘

Figura 68. Microcanula empleada para la cateterizacion de la arteria esplénica. La escala representa 1 cm.

Una vez introducido el catéter (Figura 69), se fij6 mediante otro clip de Yasargil a la
arteria esplénica, retirandose inmediatamente el clip del tronco celiaco para permitir el

flujo sanguineo y que éste arrastre las NpM o el vehiculo hasta el tejido hepatico.

Finalizada la infusion, se retird la canula y se realiz6 una compresion directa con la

ayuda de un bastoncillo, sujetando un trozo de Espongostan® Film durante 5 minutos
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en la zona de puncién de la arteria esplénica. Pasado este tiempo se comprobd la
ausencia de hemorragias y se retir6 el bastoncillo, dejandose el trozo de Espongostan®
Film. Finalmente, se reintrodujo el paquete abdominal en su posicion anatomica y se
procedié al cierre de la herida en dos planos mediante puntos simples sueltos,
empleando sutura sintética absorbible de acido poliglicolico Coated VICRYL® de 4/0
con aguja cilindrica (ref.: J310H, Ethicon Inc., EEUU) para el plano muscular y seda
trenzada de 3/0 con aguja triangular (ref.: 55346, Lorca-Marin S.A., Espafa) para la
piel.

Figura 69. Arteria esplénica cateterizada con la microcanula (flecha amarilla).

Tras suturar la herida quirdrgica, se administré Meloxicam s.c. (2mg/kg) y se dejo al
animal hasta su total recuperacion bajo una fuente de calor. Una vez recuperados, cada

12 horas durante un méximo de 3 dias, los animales recibieron Buprenorfina s.c. (0,05

mg/kg)
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6. Hipertermia in vivo

Para aplicar la terapia de HT en el modelo murino in vivo, los animales fueron
anestesiados empleando la mezcla de Diazepam/Ketamina/Medetomidina y colocados
en posicién decubito supino sobre una superficie especialmente disefiada para introducir

a los animales en el IRF.

Figura 70. Fotografia de la colocacion de las sondas para el registro de las variaciones térmicas durante la exposicion

al IRF.

Se limpié el area quirGrgica con una solucién alcohdlica y se les practico una
laparotomia subxifoidea de aproximadamente 1,5 — 2 mm de longitud. A través de ella,
se extrajo el LLI portador del implante tumoral (en el caso de que el animal
correspondiera a un grupo con metastasis) y se coloco en el interior del implante una
sonda de control térmico mediante puncidn, para tomar datos de la evolucion de la
temperatura; también se coloc6 una sonda entre el LLI y el I6bulo lateral derecho
(LLD), que permitié la obtencion de los datos de temperatura correspondientes al
paréngquima hepatico. Finalmente, otra sonda se coloco en el recto de los animales para
registrar la temperatura corporal a lo largo de todo el periodo de exposicién al campo
magnético. Ademas, en el interior del anillo generador del campo magnético, también

habia otra sonda que monitorizé la temperatura ambiente dentro del IRF.
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Una vez emplazadas las sondas (Figura 70), cada animal fue expuesto durante 21
minutos a un campo magnético con una frecuencia fija de 606 kHz y una intensidad de
14 kA/m, que se mantendria constante durante todo el procedimiento salvo que la sonda
que registra la temperatura hepatica llegase a los 43° C, momento en el que el campo
oscilaba automaticamente entre los 4 y 14 kA/m para impedir que el higado sobrepasase

ese limite autoimpuesto de 43° C.

7. Toma de muestras

Tras someter a los animales al procedimiento que corresponda segun el grupo
experimental al que fue asignado, se tomaron biopsias de tejido hepatico y/o tumoral y
de sangre. Si el animal no se encontraba bajo efectos de anestesia previa, se emple6 una

anestesia inhalatoria.

Para las biopsias de higado y tumor, se practicé una laparotomia subxifoidea, se extrajo
el LLI y se secciono la cantidad de tejido necesaria para los diferentes andlisis, asi como

el implante tumoral si lo tuviera.

Segun el fin de la muestra de tejido hepatico y/o tumoral tomada, se emplearon distintas
técnicas de conservacion y fijacion. Para llevar a cabo los analisis histopatologicos, los
fragmentos de tejido se fijaron empleando formaldehido al 10%; en el caso de los
analisis por ICP-MS, las biopsias se congelaron a -25° C; y finalmente, para los estudios
de metabolomica, los fragmentos de higado y tumor extraidos, se congelaron
rapidamente tras su extraccion en nitrégeno liquido y se almacenaron en

ultracongelador a -80° C hasta su procesamiento posterior.

Para la toma de muestras sanguineas, se realiz6 una laparotomia amplia para exponer la
vena cava, y, mediante una aguja de 23G, se extrajo el maximo volumen de sangre
posible, que se transfirid a un tubo de analitica con gelatina para la separacion del suero
de los componentes celulares mediante centrifugacion durante 10 minutos a 30 g. El
suero obtenido se transfirié a eppendorf de 1,8 ml y se congelaron a -25° C hasta que se

analizaron.
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8. Eutanasia

Una vez finalizados los experimentos llevados a cabo en animales, éstos se sacrificaron

de acuerdo a las normas y principios éticos establecidos en la legislacion vigente.

Los animales que no desarrollaron tumores y que por tanto no fueron empleados en los
posteriores procedimientos, se sacrificaron mediante introduccién en camara de CO, y

posterior comprobacion de la muerte por dislocacion cervical.

Para el resto de animales que si se emplearon en algin procedimientos, la extraccion del
volumen total de sangre circulante supuso la muerte por exanguinacion, la cual fue

comprobada también mediante dislocacion cervical.

B. Técnicas in vitro

Los procedimientos realizados en este trabajo en los que se emplean cultivos celulares
fueron aprobados por el Comité de Etica para la Investigacion con Agentes Biol6gicos

(CEIAB) de la UPV/EHU con el cdigo M30_2016_024 HERRERO DE LA PARTE.

1. Expansion y almacenamiento de las células

Los viales de la linea celular CC531 adquiridos fueron amplificados en las instalaciones
de la empresa Histocell hasta pase 24 (p24), a partir de los cuales las células se
expandieron a pase 26 (p26) en el Laboratorio de Cultivos Celulares del Dpto. de

Cirugia y Radiologia y Medicina Fisica de la UPV/EHU.

Para su descongelacién y expansién, un criovial p24, con una concentracion de 10°
células/ml, se atemper6 rapidamente en un bafio a 37° C, sembrandose a continuacion
en un frasco de cultivo adherente T-25 (ref.: 430639, Corning Costar Inc., EEUU) en 4
ml de medio de cultivo RMPI-1640 (ref.: 52400-025, Thermo Fisher Scientific Inc.,
EEUU) suplementado con Penicilina (100 Ul/ml) / Estreptomicina (100 pg/ml) /
Anfotericina B (0,25 pg/ml) (ref.: 516104, Calbiochem, EEUU) y 1 ml de suero bovino
fetal (SBF) (ref.: P30-3302, Pan Biotech, Alemania). Una vez adheridas las células al

fondo del frasco de cultivo, a las 4 — 5 horas aproximadamente, se retird el medio
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aspirandolo con cuidado de no despegar las células adheridas y se afiadieron 5 ml medio
de cultivo nuevo, RPMI + 10% SFB y suplementado con antibidticos. El frasco de
cultivo se mantuvo en incubador con atmdsfera himeda a 37° C y 5% de CO, (Figura

71). Tras 48 horas, se cambi6 el medio de cultivo por medio nuevo.

1~ Encender estufa (O
2- (SET): T* = 37

3« (SET): CO;
4- (ENT)(ENT

Subelar'a i
S-(SET)(SET
6- (ENT)HENT) |
Siabe £0; hasta 5 parpadeando

7-(SET)

Figura 71. Fotografia del panel de control del incubar de CO2 empleando para al expansion y crecimiento de las

células.

Cuando las células llegaron a un estado de semiconfluencia, en campana de flujo
laminar se elimin6 el medio de cultivo viejo y se afiadieron 3 ml de tampon fosfato
(PBS) (ref.: P3813-10PAK, Sigma Aldrich, EEUU), con un pH de 7,4 y atemperado a
37° C, para limpiar los restos de medio de cultivo viejo de las células adheridas al
frasco. Se elimind el PBS y se afladieron 3 — 4 ml de Tripsina-EDTA (ref.: 25300062,
Invitrogen, EEUU), metiéndose de nuevo el frasco de cultivo al incubador durante 3 -5
minutos (hasta que se observa que las células se desprenden del fondo del frasco).
Transcurrido este tiempo, las suspension celular se traspasé a un tubo conico de 15 ml
que contenia 1 ml de SFB, para detener la reaccion de la Tripsina. El tubo conico se

introdujo en la centrifuga refrigerada a 6° C durante 5 minutos a 1500 r.p.m.

Después de la centrifugacion, el sobrenadante fue desechado y se resuspendio el pellet

de células en 10 ml de medio de cultivo RPMI + 10% SFB suplementado con
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antibioticos; transfiriéndose a un frasco de cultivo T-75 (ref.: 430641, Corning Costar

Inc., EEUU).

El frasco T-75 se mantuvo de 5 a 7 dias en el incubador celular, realizandose cambio de
medio cada 48 — 72 horas, hasta que el cultivo llegd a confluencia, momento en el que

se despegaron las células del frasco mediante Tris-EDTA.

La suspension celular se centrifugd en las condiciones anteriormente descritas y el
pellet celular se resuspendio en un volumen conocido de medio RPMI para calcular el
numero de celulas. Se volvié a centrifugar la suspension de células y el pellet resultante,
de numero de células determinado previamente, se resuspendi6 en un volumen conocido
de medio de congelacion, SFB + 10% dimetilsulféxido (DMSO) (ref.: 1.02952.1000,

MERK, Alemania), para obtener un concentracion final de 10° células/ml.

Entonces, los crioviales fueron congelados durante 2 horas a -20° C y, posteriormente,
parte fueron almacenados en un ultracongelador vertical a -80° C para su uso proximo y

el resto, para una mejor y mas duradera conservacion, se almacené en nitrogeno liquido.

2. Recuento celular manual mediante hemocitémetro

Para el recuento celular mediante esta técnica, se precisa el uso de microscopio
invertido de contraste de fases, un hemocitometro o camara de Neubauer y colorante
vital de azul Tripan (ref.: T8154-20ML, Sigma Aldrich, EEUU) que permite distinguir
las células vivas de las muertas, al atravesar la membrana plasmatica de estas Gltimas y

teflirse de azul.

Concentracion celular = A x d x B x 104

Figura 72. Férmula empleada para determinar la concentracion de una suspension celular, donde A es la media del
recuento de células del hemaocitémetro, d es la dilucion realizada para el llevar a cabo el recuento y B es el volumen

en que se haya disuelto el pellet de células.
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Tras suspender las células en medio de cultivo y homogeneizar la suspension mediante
pipeteos suaves y multiples, se toma una fraccion alicuota de 50 pl que se mezclé con
otro s50 pl de azul Tripan. La mezcla se homogeneizé y se colocé en el hemocitometro
para el recuento y la determinacion de la concentracion celular, empleandose la formula

reflejada en la Figura 72.

3. Recuento automatico mediante NucleoCounter

El recuento mediante este aparato sustituye al recuento manual realizado con el
hemocitdmetro. Se trata de un microscopio de fluorescencia que permite, gracias al

software informatico que lo controla, distinguir entre células vivas y muertas.

Para ello, con las casetes que emplea el equipo (Figura 73) (ref.. 941-0002,
Chemometec, Dinamarca), se tomo una muestra de 50 pl de la suspension celular. Estas
casetes contienen yoduro de propidio (IP), que se intercala entre las bases del DNA, si
bien debido a sus caracteristicas solo es permeable en células muertas o con la
membrana plasmatica dafiada. De tal forma que tras introducirse el casete en el

NucleoCounter, se obtuvo la concentracion celular de las células muertas.

Figura 73. Casete que emplea el NucleoCounter para la determinacion de la concentracion y viabilidad celular.

110



Tesis Doctoral

Seguidamente, se tom6 una nueva muestra de 100 pl de la suspension celular y se lisé
con el mismo volumen de tampdn de lisis (ref.: 910-0003, Chemometec, Dinamarca) y
seguidamente se afiadié el mismo volumen de tampon de estabilizacion (ref.: 910-0002,
Chemometec, Dinamarca). Con este procesamiento, se consigui6 que todas las células
tuvieran la membrana plasmatica dafiada y por tanto permeable al IP. Empleando otro
casete, se tomaron 50 ul del lisado celular y se repitid el procedimiento de lectura. Tras
este segundo recuento, se obtuvo el nimero total de células presentes en el cultivo,

vivas y muertas.

Tras realizar ambas medidas, el software del equipo calcula el nimero de células

(restando la segunda lectura de la primera) y la viabilidad del cultivo.

4. Preparacion de las células para induccion tumoral

La induccion tumoral se realizd mediante puncién directa en el LLI de una suspension

de 500.000 células/ml en solucion de Hank (ref.: 24020083, Invitrogen, EEUU).

La preparacion de las células siguio el mismo protocolo descrito anteriormente para la
expansion de los crioviales, hasta que las células alcanzaron la confluencia en un frasco
de cultivo T-75. Llegadas a ese estado, las células se despegaron del frasco mediante
tripsinizacion y se centrifugaron en las condiciones antes descritas, 1500 r.p.m. a 6° C
durante 5 minutos. El pellet celular obtenido se resuspendié en un volumen conocido de
solucion de Hank para calcular la concentracion celular empleando la formula de la
Figura 72. Una vez conocida la concentracion de la suspension celular, se tomo el

volumen necesario para obtener una concentracién final de 500.000 células/ml.

5. Cultivo placas de 24 pocillos

Con los cultivos en estado de confluencia en los frascos de cultivo T-75, se despegaron
las células mediante Tris-EDTA. EIl pellet celular se resuspendié en un volumen
conocido para realizar el recuento celular y determinar la concentracion y la viabilidad
del cultivo, mediante recuento manual con hemocitometro y la formula de la Figura 72

o0 bien con el NucleoCounter.
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Conocida la concentracion, se calcul6 el volumen de esta suspension que se debe tomar
para obtener una concentracion final de 30.000 células/ml en medio de cultivo RPMI +

SFB 10%, suplementando con antibidticos.

Para la siembra en placas de 24 pocillos (ref.: 3526, Corning Costar Inc., EEUU), se
prepararon 6 pocillos que se emplearon como blanco, 6 pocillos control y el resto de los
pocillos se emplearon como problema. Los pocillos “blanco” se rellenaron con 1 ml de
medio de cultivo completo; los pocillos control y problemas se sembraron con 500 pl de
la suspension celular preparada previamente y otros 500 pl de medio de cultivo
completo, de tal manera que en cada pocillo habia 1 ml de suspension celular con

15.000 células/ml.

Tras la siembra y la comprobacion bajo microscopio invertido de que todos los pocillos
control y problema tenian células, las placas se introdujeron en el incubador de CO,, en

las condiciones habituales de cultivo.

6. Exposicion a RGD-fluoresceina, determinacion de la intensidad de fluorescencia

y captura de imagenes

Debido a la escasa bibliografia previa sobre el uso de andlogos RGD, en un primer
momento se determind la concentracion idonea de estos que permita la realizacion de

medidas de fluorescencia en un lector de placas.

Para ello, en placas de 96 pocillos sin cultivos celulares, se depositaron muestras de 100
ul de diferentes concentraciones de peptidomiméticos RGD-fluoresceina para realizar la
determinacion de la fluorescencia, en Unidades Arbitrarias de Fluorescencia (UAF)
(Figura 74). Una vez determinada la concentracion de RGD-fluoresceina a emplear, en
placas de 24 pocillos se realizaron ensayos para comprobar el tiempo que se debia
mantener el RGD-fluoresceina en cultivo con las células antes de la medicion,

manteniendo los cultivos celulares expuestos al RGD-fluoresceina distintos tiempos.

112



Tesis Doctoral

Para la lectura de las placas, se retir6 el medio suplementado con RGD-fluoresceina de
cada pocillo. Ademaés, en la mitad de ellos, para retirar el posible exceso de RGD-
fluoresceina no adherido a las células, y como paso previo a la adicién de medio fresco,
se realiz6 un lavado suave con PBS, sin provocar agitacion para no despegar las células
adheridas a la placa. Posteriormente, se eliminé el PBS de lavado y se afiadié medio

fresco de cultivo para realizar la lectura.

10 uM

J 25 uM
'~ 50 puM RGD

100 pM

Figura 74. Esquema del procedimiento de lectura de la fluorescencia emitida por diferentes concentraciones de

RGD- fluoresceina sobre placas de 96 pocillos sin células.

Todas las mediciones de fluorescencia se realizaron en el fluorimetro SynerGy HT

configurado con una longitud de onda de emision de 521 nm y de absorcion de 494 nm.

Complementariamente, para tener comprobacion directa y visual de la presencia de los
RGD-fluoresceina en la superficie celular, se tomaron microfotografias de los pocillos

empleando microscopio de fluorescencia de los SGlker de la UPV/EHU.
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7. Cultivo placas de 96 pocillos

Para la siembra de las células en placas de 96 pocillos (ref.: 3596, Corning Costar Inc.,
EEUU) y llevar a cabo los posteriores experimentos de HT in vitro, se descongel6 un
criovial p26 atemperandolo rapidamente en un bafo calefactor a 37° C y se siguio el
procedimiento explicado anteriormente para la expansion celular, llevando los cultivos a
estado de confluencia en un frasco de cultivo T-75. Las células fueron levantadas del
fondo del frasco mediante Tris-EDTA y resuspendidas en una concentracion de 25.000
células/ml en medio de cultivo RMPI + 10% SFB y suplementado con antibiotico.
Adicionalmente, se prepararon también 3 ml de medio de cultivo para emplearse como

blanco a la hora de realizar el recuento y la valoracion de la proliferacion celular.

En la campana de flujo laminar, se prepararon las placas de 96 pocillos necesarias para
llevar a cabo las experiencias, rotulandose las mismas con los distintos tiempos de
exposicion y tratamientos ensayados. En cada placa, ademas de las variables a estudiar,
6 pocillos fueron llenados con medio de cultivo sin células para tomarse como blanco a
la hora de hacer las determinaciones y otros 6 pocillos fueron empleados como
controles. Los pocillos blanco se llenaron con 100 pl de medio sin células vy el resto de
pocillos, los controles y los problema, se llenaron con 100 pl de la suspension celular
anteriormente preparada, de tal forma que en cada pocillo hay una cantidad total de

2.500 células en el momento de la siembra.

Después de comprobar que todos los pocillos fueron correctamente llenados, se
introdujeron las placas en el incubador de cultivos durante 48 horas, tras lo cual las

placas estuvieron listas para realizar los ensayos.
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8. Hipertermia in vitro

Los ensayos de HT in vitro se realizaron solos, exponiendo las células a 47° C durante
45 minutos en un incubador con atmdsfera himeda y 5% de CO, (Figura 75), o bien en
combinacion con dos farmacos ampliamente empleados en ensayos con células
tumorales, el &cido all-trans-retinoico (ATRA) (ref.: R-2625, Sigma Aldrich, EEUU),
un metabolito de la vitamina A, y el 5-Fluorouracilo (5-FU) (ref.: F6627-5G, Sigma
Aldrich, EEUU).

AT cof Siex

47.0

Figura 75. Imagen del panel de control del incubador de CO2 empleado para los procedimientos de HT in vitro, con

la temperatura determinada a 47° C.

Para la preparacion del ATRA empleado junto al tratamiento de HT, se prepard una
solucién stock de 10 M, disolviéndose para ello la cantidad necesaria de ATRA en

etanol absoluto. Este stock se almaceno a -21° C hasta su posterior utilizacion.

El 5-FU se preparé disolviendolo en medio RPMI hasta obtener una solucion stock de

0,25 mg/ml, que fue almacenado a -21° C hasta su utilizacion.

Ambos citostaticos, se afiadieron a las placas de 96 pocillos tras 48 horas de crecimiento
de las celulas, reemplazandose el medio de cultivo previo por medio nuevo (RPMI +
SBF 10%) suplementado con 10 pM ATRA o bien 0,25 pg/ml 5-FU, dejandose

expuestas las células a los toxicos durante al menos 24 horas. .
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9. Valoracién de la viabilidad celular mediante MTT

Una vez concluidos los tiempos de exposicion de cada grupo experimental, la
estimacion de la viabilidad de los cultivos se realizd mediante el uso del Test

Mitocondrial del Tetrazolio (Mitochondrial Tetrazolium Bromide Test o MTT).

|_l3

ey @J;N@

MTT  yellow MTT formazan

Figura 76. El enzima succinato deshidrogenasa (SDH) cataliza la reaccion que transforma el tetrazolio (de color

amarillento) en sales de formazan (de color violaceo).

El tetrazolio (3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-dipheniltetrazolium), sustrato del enzima
mitocondrial ~succinato deshidrogenasa, es metabolizado por las células
metabolicamente activas de los cultivos y transformado en formazan (Figura 76),
relacionandose la concentracion de éste con el nimero de células metabolicamente

activas presentes en el cultivo.

El stock de tetrazolio (ref.: M2128-5G, Sigma Aldrich, EEUU) se preparé disolviendo
100 mg en 20 ml de PBS atemperado a 37° C y agitandolo en vortex, tras lo que se
esterilizd mediante filtracion a través de un filtro con un poro de 0,2 pum. Hasta su

empleo, éste stock se almacend a 4° C.

En las pruebas de viabilidad celular, se afiadieron 10 ul del stock a cada pocillo a testar
y se incubd a 37°C y 5% de CO, durante 2 horas. Pasado el tiempo, se retir6 el medio
de cultivo con el tetrazolio, se afiadieron 100 pl de DMSO a cada pocillo para lisar las

células vy, asi, disolver los cristales de formazan producidos. Inmediatamente se realizo
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una medida de la absorbancia a 540 nm en el lector de placas, obteniéndose los

resultados en Unidades Arbitrarias de Absorbancia (UAA).

La determinacion de la citoviabilidad se realizo 0, 24, 48 y 72 horas tras la aplicacion de

HT.

C. Técnicas analiticas

Las muestras tomadas en los ensayos realizados empleando animales de
experimentacion se sometieron a alguna o varias de las técnicas analiticas descritas en

este apartado, segun fuera la finalidad de cada ensayo.

1. Analisis Histopatoldgicos

Las biopsias hepaticas y de tejido tumoral extraidas, fueron sometidas a una o ambas de
las técnicas de tincidén que se describen a continuacion. Los andlisis fueron llevados a
cabo a doble ciego por un observador externo, el Dr. Alberto Sainz Lépez, facultativo
especialista de area del Servicio de Anatomia Patolégica del Hospital de Galdakao-

Usansolo.

Todas las muestras de tejido obtenidas se tifieron con Hematoxilina-Eosina. Esta técnica

se empleo para valorar los posibles dafios y el grado de afectacion del tejido analizado.

Adicionalmente, con algunos especimenes se empled la Tincion de azul de Prusia de
Perl. Empleando esta tincién, que marca los acimulos de ion férrico (Fe®"), nos
permiti6 la visualizacion de los depositos de NpM en el parénquima hepatico y/o el

lecho tumoral tras la infusion de NpM-RGD.

Para la conservacion vy fijacion del tejido destinado a los analisis histopatolégicos, las
muestras fueron sumergidas en un solucion de formaldehido al 10% durante al menos
24 horas. Tras este tiempo, las muestras se deshidrataron empleando una secuencia de
alcoholes de graduacion creciente, se incluyeron en parafina y se obtuvieron secciones
histolégicas de 5 um de grosor que se tifieron con las técnicas anteriormente

mencionadas.
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2. Analisis elemental mediante Espectrometria de Masas con Fuente de Plasma de
Acoplamiento Inductivo (ICP-MS)

Mediante el uso de ésta técnica de quimica analitica, la Dra. Mireia Irazola Dufiabeitia y
el Prof. Néstor Etxebarria Loizate del Dpto. de Quimica Analitica de la Facultad de
Ciencia y Tecnologia de la UPV/EHU, determinaron la cantidad de yodo y hierro
presente en el tejido hepatico y tumoral tras la administracion del RGD-1 y de las NpM-
RGD, respectivamente. EI método analitico empleado para el anélisis elemental consta
de un primer paso de digestion acida mediante microondas para el posterior analisis con

ICP-MS.

3. Determinacion Enzimatica en el plasma sanguineo

El analisis enzimatico del suero, obtenido de las muestras sanguineas de las ratas que
fueron sometidas a alguno de los procedimientos quirdrgicos experimentales descritos
en esta Tesis Doctoral, se realizo por parte del Dr. Tarik Chaoui El Kaid, del Servicio de

Analisis Clinicos del Hospital Universitario de Basurto.

4. Analisis de metabolémica

Los estudios metabdlicos son una ciencia dmica que integra los efectos de los genes, la
expresion génica y las proteinas, asi como los efectos provenientes del medioambiente.
Dado que el perfil metabolico, o metaboloma, es muy sensible a los cambios, nos
proporciona informacién sobre el estado general del tejido o del organismo completo.
Por esta razon, los estudios de metaboldmica son cada vez mas frecuentes para el
diagnostico y la comprension de las causas fundamentales de la enfermedad, inclusive
para identificar los mecanismos de la enfermedad para identificar nuevas dianas
farmacoldgicas o personalizar los tratamientos farmacoldgicos y controlar los resultados
terapéuticos®®®. Sin embargo, la cantidad de muestras necesarias para observar
diferencias significativa y los requisitos para un disefio adecuado de los experimentos,

aumentan la complejidad de los mismos.
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Conjuntamente, el proceso de analisis metabolomico de los tejidos tiene, a grandes
rasgos, tres pasos: recopilar el perfil metabdlico, establecer la huella dactilar metabdlica

y, finalmente, esclarecer la via metabolica.

Para el analisis de metabolémico hay, principalmente, cuatro técnicas: espectroscopia
de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) (empelada en este Trabajo), espectrometria
de masas de alta resolucion (HRMS), espectrometria de masas acoplado a cromatografia
de liquidos (LC-MS) y espectrometria de masas acoplado a cromatografia de gases

(GC-MS).

La medicion de RMN se basa en la resonancia entre el momento magnético del nucleo
atdbmico y el campo magnético externo. Los nucleos atomicos y su desplazamiento
quimico sufren el efecto directo de los atomos que lo rodean proporcionando la
informacidn necesaria para elucidar la estructura del analito. Al realizar un analisis
metabolémico basado en mediciones de RMN, podemos analizar cientos de metabolitos

simultaneamente y de forma no especifica.

Con los datos obtenidos se realiza, posteriormente, un analisis multivariante para poder
distinguir las variables que diferencian las clases, para obtener el perfil de cada clase y
obtener una clasificacion o agrupamiento de las muestras analizadas. El analisis
quimiométrico o multivariante permite el analisis de todas las variables que pueden
influir en el estudio, revelando las mas importantes. A grandes rasos, los pasos del

analisis multivariante son tres:

(i)  Andlisis de datos. En este proceso de caracterizacion es muy util estudiar
la correlacion entre los datos, las desviaciones y la identificacion de variables. El
analisis de componentes principales (PCA) es el método mas popular para lograr este
objetivo.

(i)  Separacion y clasificacion de datos. Al realizar este tipo de analisis, se
analiza la agrupacion de datos y se estudia la posibilidad de diferenciacion debido a
la concentracion presentada por cada variable. Se usan dos tipos de clasificacion:

supervisada 0 no supervisada. En cuyo caso también se puede utilizar el PCA junto
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con el modelado suave independiente de clases analogas (SIMCA, Soft Independent
Modeling of Class Analogy). En este caso, cada clase se caracteriza por un modelo de
PCA y se utiliza para predecir la clase.

(iii) Regresién y pronostico. Mediante la regresion se relacionan dos grupos de
variables: la variable X y la variable Y, donde la variable Y depende de la variable
X. Por lo tanto, el proposito de este tipo de analisis es la prediccion de los valores Y
correspondientes a las nuevas variables X, basadas en un modelo previamente
construido. EI componente principal de regresion (Principal Component Regresion,
PCR), la regresion multivariante lineal (Multiple Linear Regression, MLR) y la
regresion parcial de minimos cuadrados (Partial Least Squares Regression, PLS- R)

se pueden utilizar como métodos para alcanzar estos objetivos.

El PCA describe los datos multidimensionales y muestra los factores que explican la
varianza maxima. Estos factores son los componentes principales (PC). Cada PC es una
combinacion lineal de las variables originales, y la suma de las PC muestra la varianza
méaxima (ya que el segundo explica lo que el anterior no explica). Por lo tanto, los
scores y los loadings obtenidos del analisis de PCA facilitan la interpretacion de la

matriz original.

En la representacion grafica de los scores, obtenemos nuevas coordenadas de cada
muestra, y cada punto representa un espectro en nuestro caso. Por lo tanto, es un

resumen de todos los espectros.

En la representacion grafica de los loadings, podemos identificar las variables que son
mas influyentes en el modelo. Se utilizaran los scores para identificar los loadings,
porque los loadings determinan la ubicacién de los scores y, en consecuencia, la

agrupacion de las muestras.

El PLS-DA es una técnica quimiométrica supervisada. EI PLS es una técnica de
regresion que se relaciona la matriz de datos X con la matriz de respuesta Y. En el

andlisis de PLS-DA tal y como ocurre en el PCA, los datos de la matriz original se
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muestran mediante variables latentes (PC o LV), que son combinaciones lineales de las

variables originales (los datos de la medida analitica).

PLS-DA, es una regresion PLS, pero la respuesta es una variable categorica, la clase de
muestra que hemos indicado previamente. Como resultado, los componente PLS
obtenidos de las variables medidas deben cumplir dos compromisos: debe ser capaces
de predecir las respuestas (clases) y ser capaces de explicar todas las variables medidas

en cada muestra de cada clase.

Para lograr un modelo simplificado, se utiliza OPLS-DA, es decir, el analisis de PLS-
DA con la correccién ortogonal de la sefial (OSC, Ortogonal Signal Correction). El
OSC excluye las variables que no responden a las respuestas o clases. OPLS-DA es
ampliamente utilizado en la metabolomica mediante RMN, por ejemplo, para reducir el

impacto de factores como edad, sexo, dieta, etc.

En los analisis de PLS-DA y OPLS-DA se obtienen los VIP (Variables Importance on
Partial Least Squares (PLS) projections). De hecho, son proyecciones de las variables
mas importantes en estos anélisis. Los valores VIP son la expresion de la varianza
explicada en el modelo PLS y el peso de las variables en el modelo. Al analizar los VIP,

se tienen en cuenta aquellos que superan el valor 1 %%

Una vez que se realizé el analisis quimiométrico, se llevo a cabo la identificacion de las
variables o desplazamientos quimicos observados partiendo de bases de datos de
internet?®2*°. Una vez identificados los metabolitos, se analizé que vias metabdlicas se
encontraban alteradas. Con la informacion recibida podemos comprender el diagnostico

de enfermedades, toxicologia, estado nutricional y los efectos de los efectos del estrés.

Uno de los problemas que se han planteado en este trabajo, es la escasa informacion y
conocimiento que hay sobre las posibles alteraciones metabolomicas que pudieran
ocurrir en el higado o en el organismo al someterse a una terapia de HT como la que es
objeto de esta Tesis Doctoral. Es por ello que se planted realizar estos analisis para

determinar los patrones o el perfil metabolémico de los grupos experimentales
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sometidos a la terapia de HT antitumoral selectiva con NpM-RGD. Estos anélisis, al

igual que los de ICP-MS, fueron realizados por la Dra. Mireia Irazola Dufiabeitia.

Tras someter a los animales a los procedimientos experimentales correspondientes en
funcion de su grupo experimental (detallado en el siguiente apartado de Experiencias
Realizadas), se tomaron las muestras de tejido hepatico y tumoral como se refleja en el

apartado Toma de Muestras de esta Tesis Doctoral.

La metodologia empleada, la preparacion de las muestras y las condiciones de medida
para el analisis metabolomico de ambos tejidos (tumor y parénquima sano) fue la

291,292

misma, adaptando los protocolos del Prof. Mark Viant y su equipo , tal y como los

describe la Dra. Irazola en su trabajo de Tesis Doctoral®*,

La metodologia analitica empleada consistio en un primer paso de homogeneizacion de
la muestra tras el cual se extrajo el componente polar y apolar, empleando una mezcla
de agua, metanol y cloroformo y manteniendo la cadena de frio durante todo el proceso.
Para este trabajo, se analiz6 la fase polar mediante espectroscopia de Resonancia
Magnético Nuclear (RMN), llevandose a cabo dos tipos de medida: *H NMR
(espectroscopia de resonancia magnética nuclear de proton, 1D) y JRES (J-resolved
spectroscopy, 2D). Finalmente, para realizar el andlisis multivariante de los datos
obtenidos se utilizo el software Matlab (MATrix LABoratory, MathWorks Inc., Natick,
Massachusetts, EE.UU.) y el PLS Toolbox (Eigenvector Research, Inc., Manson,

EE.UU).

D. Calculos estadisticos

Las variables cuantitativas descritas en este trabajo se representaron mediante la media
y desviacion estandar, a excepcion de los valores de atenuacién obtenidos mediante
TCMC, que se representaron mediante el rango. Graficamente se representaron como

gréfico de barras o de lineas.

El tratamiento estadistico de los datos se realiz6 mediante un analisis de la varianza

(ANOVA). Una vez demostradas las diferencias significativas entre los grupos mediante
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el test Kruskal-Wallis, las comparaciones de los distintos grupos entre si se efectuaron

mediante el test de comparacion multiple de Dunn.

La cantidad de Fe detectado por ICP-MS se presentd como el rango, la media y la
desviacién estandar y graficamente mediante un gréafico de columnas con la media y la

desviacion.

El analisis de correlacion entre el volumen tumoral estimado ecograficamente y la
necrosis tumoral medida por el especialista en anatomia patoldgica, se realiz6 mediante

una regresion lineal.

Todos los andlisis fueron realizados con el programa GraphPad Prism 6, aceptando un

nivel minimo de significacion p< 0,05.
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Experiencias realizadas

A. Induccion de HT mediante NpM en higado aislado ex vivo.

Para comprobar si las NpM logran aumentar la temperatura hepética, se han realizado,

sobre un total de 12 higados aislados, los siguientes experimentos:

1. Higado ex vivo con NpM comerciales en solucion acuosa

Tabla 5. Caracteristicas de las NpM infundidas y del campo magnético al que fueron expuestos los higados de la

experiencia ex vivo con NpM comerciales en solucidn acuosa.

NpM infundidas Campo Magnético utilizado
Concentracion 20 mg/ml Intensidad 699 kHz
Volumen 0,5ml Frecuencia 12 KA/m

administrado

Fe total 7,5 mg Duracion 20 minutos
infundido
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2. Higado ex vivo con NpM comerciales en solucion salina

Tabla 6. Caracteristicas de las NpM infundidas y del campo magnético al que fueron expuestos los higados de la

experiencia ex vivo con NpM comerciales en solucién salina.

NpM infundidas

Concentracion 20 mg/ml

Volumen 0,5 ml
administrado

Fe total 7,5 mg
infundido

Campo Magnético utilizado

12 exposicion 22 exposicion

Intensidad 699 kHz 699 kHz

Frecuencia 12 kA/m 12 kA/m

Duracién 15 minutos 15 minutos

3. Higado ex vivo con NpM de sintesis propia en solucién acuosa

Tabla 7. Caracteristicas de las NpM infundidas y del campo magnético al que fueron expuestos los higados de la

experiencia ex vivo con NpM de sintesis propia en solucién acuosa.

NpM infundidas

Concentracion 2,5 mg/ml

Volumen 0,7 ml
administrado

Fe total 1,75 mg
infundido

Campo Magnetico utilizado

12 exposicion 22 exposicién
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B. Experimentos in vitro sobre células tumorales

1. Efecto de la hipertermia sobre la proliferacion celular

Para estudiar el posible efecto de la HT sobre las células tumorales CC531, se han
realizado tres experimentos utilizando cultivos con tiempos previos de crecimiento de

24,48 y 72 horas (Figura 77).

En cada uno de los tres experimentos se utilizaron dos placas de 96 pocillos

simultaneamente, de las que una fue sometida a HT, y la otra se us6 como control.

Cultivo Control

Siembra
-24/-48/-72h Oh 24 h 48 h 72h
—— T ——— e —— T ————
Hipertermia
Siembra HT
\‘h
-24/-48/-72h Oh 24 h 48 h 72h
-, - -—, .=,

Figura 77. Esquema temporal de los experimentos realizados para comprobar el efecto de la HT sobre las células en

cultivo.
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2. Efecto de la quimioterapia sobre la proliferacion celular

Para valorar el efecto del ATRA y el 5-FU, solos o en combinacion, se realizd un
experimento empleando células en crecimiento durante 24 horas en dos placas de 96

pocillos. Una de ellas fue suplementada con los farmacos, y la otra se usé como control

(Figura 78).
Cultivo Control
Siembra
24h oh 24h 48 h 72h
ATRA/ 5-FU / ATRA+5-FU

Siembra -,

'\:.‘ Ea nyAS—l:Ilzﬁ u
-48 h 24 h 0h 24 h 48 h 72h

Figura 78. Esquema temporal de los experimentos realizados para comprobar el efecto de los farmacos ATRA y 5-

FU, solos 0 en combinacion, sobre las células en cultivo.

3. Efecto de la quimioterapia sobre la proliferacion de cultivos sometidos a

hipertermia

En los experimentos realizados para comprobar el efecto de la quimioterapia sobre
pretratamiento con HT, se emplearon cuatro placas de 96 pocillos con células en

crecimiento durante 24 horas (Figura 79).

Una de ellas, empleada como control, fue sometida Unicamente a HT, mientras que las
otras 3, ademas del tratamiento con HT, fueron suplementadas durante otras 24 horas

con ATRA, 5-FU 6 ATRA+5-FU..
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Hipertermia
Siembra HT
24 h Oh 24 h 48 h 72h
- , -y , - , -y ,

Hipertermia + ATRA/ 5-FU / ATRA+5-FU
HT

Sin‘ambra ATRA G
\ 2 y/o 5-FU
-48 h -24 h Oh 24 h 48 h 72h
L 2 . ol L
_, &, &, &

Figura 79. Esquema temporal de los experimentos realizados para comprobar el efecto de los farmacos ATRA y 5-

FU, solos o en combinacién, sobre cultivos celulares expuestos previamente a HT.

4. Efecto de la hipertermia sobre cultivos expuestos a quimioterapicos

Para la valoracion del posible efecto de la HT sobre los cultivos pretratados con los dos

farmacos, por separado o en combinacién, se emplearon cuatro placas de 96 pocillos.

Las células tratadas Unicamente con los fA&rmacos se emplearon como control en esta
experiencia. Las otras tres placas, fueron expuestas a HT previamente a la adicion del

ATRA, 5-FU 6 ATRA+5-FU (Figura 80).
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ATRA/5-FU / ATRA+5-FU

Sifzmbra ATRA '"
\ & ylo 5-FU )
-48 h -24h 0h 24 h 48h 72h

ATRA/ 5-FU /| ATRA+5-FU + Hipertermia

Siembra HT =,

ATRA -
\ § ylo 5-FU :{EU
-48 h -24 h 0h 24h 48 h 72h
e — T — T —— S —

Figura 80. Esquema temporal de los experimentos realizados para comprobar el efecto de la HT sobre los cultivos

pretratados con los farmacos ATRA y 5-FU, solos 0 en combinacion, sobre las células en cultivo.

C. Adhesion selectiva de la secuencia RDG a las células y al tejido

tumoral

1. Exposicion a RGD-fluoresceina in vitro

Una vez elegida la concentracion optima de peptidomimético RGD-fluoresceina para
emplear in vitro, se emplearon nueve placas de 24 pocillos para medir la emision de
fluorescencia. Una placa, sin RGD-fluoresceina, se utilizé6 como control y las otras 8 se
suplementaron con RGD-fluoresceina, con o sin lavado previo a la lectura de la

fluorescencia, tal y como se ilustra en la Figura 81.
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Siembra Cultivo Control

24 h 0h

Oh 1h 2h 3h 4 h
5 5 =y =
<& J - 4

Siembra RGD-fluoresceina lavado
RGD |
| — | —— —
-24 h Oh 1h 2h ~3h 4h
5 95 15 -5

Figura 81. Esquema temporal de los experimentos realizados para medir la fluorescencia emitida por los cultivos

celulares expuestos a RGD-fluoresceina, con o sin lavado previo con PBS a la realizacion las medidas.

D. Experimentos in vivo

1. Ensayo in vivo de adhesion selectiva de RGD-I

Para comprobar la adhesién in vivo de los RGD, se emplearon 16 animales, dos de ellos
no recibieron contraste alguno y se emplearon como control, otros dos recibieron

Visipaque® y el resto recibieron diferentes dosis de RGD-I (Tabla 13 y Figura 82).
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Figura 82. Esquema del procedimiento de inyeccion i.v. de RGD-I y posterior realizacion de los estudios de imagen

mediante TCMC.

2. Localizacion y cuantificacion de las NpM-RGD

A modo de ilustrativo, la Figura 83 refleja la secuencia de procedimientos realizados en
los animales que fueron sometidos a pruebas de IRM para la deteccion in vivo de las

NpM-RGD.

Induccion

Tumoral Ecografia Infusion

— 0.5

- 28 dias ‘ - 2-3 dias ‘ -12h ‘ Oh |
NpM-RGD *

(n=5)

Figura 83. Esquema de los procedimientos realizados en las experiencias de deteccién de NpM-RGD mediante IRM.
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3. Hipertermia mediada por NpM-RGD

Para analizar los posibles efectos, sobre el tejido hepéatico y tumoral, que tienen los
diferentes procedimientos implicados en la terapia de HTM, se realizaron 3 experiencias

en 3 grupos experimentales de animales (Figura 84):

a) Grupo HT (n=6): animales expuestos Unicamente a HTM.

b) Grupo Salino+HT (n=10): animales sometidos a la intervencion quirtrgica
necesaria para la administracion de un fluido y posterior HTM.

c) Grupo NpM-RGD+HT (n=18): animales infundidos con NpM-RGD y sometidos
aHTM.

Extraccion y analisis
de muestras

Induccion
Tumoral

Ecografia Infusién

-  ©

- 28 dias - 2-3 dias -12h 0h 12 h
HT (n=6) ] [ pe———
Salino*HT R .
(n=10)
NpM-RGD+HT e e
(n=18)

Figura 84. Esquema de los procedimientos realizados in vivo en las experiencias de induccion de HTM.

4. Deteccidn de metabolitos hepaticos y determinacion enzimatica

Por ultimo, se estudiaron también los efectos de todos los procedimientos sobre el
estado fisiolégico y el metabolismo de los animales, siguiendo la secuencia temporal y
de procedimientos que se detalla en la Figura 85. Para la determinacion del perfil
metabolomico hepatico y los niveles séricos de enzimas, en cada grupo experimental se

analizaron biopsias de tejido hepatico y tumoral y muestras de plasma sanguineo.
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Extraccion y andlisis

Induccion "
Tumoral Ecografia 5‘_‘:_;5 Infusion 3; HT __ de muestras

- 28 dias - 2-3 dias -12h 0h 12 h 10 dias

Control (n=3)
Tumor (n=3)
Salino 12h (n=5) _

HT 12h (n=5)

Tumor HT 12h (n=6)

Tumor Salino+HT
12 h (n=5)

HT 10dias (n=6)

Tumor HT
10dias (n=6)

Tumor Salino N Y
10dias (n=4)

Figura 85. Esquema de los procedimientos realizados in vivo sobre cada uno de los grupos experimentales de los ensayos de determinacion de enzimas séricos y metabolitos hepaticos.
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Para exponer de una manera ordenada y mas sencilla de leer, este apartado de lo hemos
organizado en cinco epigrafes diferenciados. Comenzamos detallando los resultados
obtenidos en las experiencias de induccion de hipertermia “in vitro” y “ex vivo”,

previas a los ensayos en animales.

El segundo apartado detalla los resultados de los experimentos llevados a cabo para
estudiar la capacidad de la secuencia RGD de adherirse selectivamente a las células

tumorales.

Los tres altimos apartados describen nuestros hallazgos al aplicar campos magnéticos a

animales con tumor que recibieron infusion de nanoparticulas.
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Induccion de hipertermia hepatica in vitro y ex vivo

El primer objetivo de esta tesis es demostrar la viabilidad técnica de un aumento
controlado de la temperatura en el higado, mediante la estimulacion con campos

magnéticos variables de NpM inoculadas por via arterial.

Previamente era necesario averiguar el comportamiento de las células tumorales ante la
exposicion a HT. Para ello, se expusieron cultivos de células de la linea CC531 a

distintas condiciones experimentales.

Comprobada la sensibilidad in vitro de las células tumorales a la HT, se procedio a
comprobar que ocurria en un modelo ex vivo de higado aislado. Posteriormente, se
acometieron las experiencias in vivo, con animales portadores de NpM en el parénquima

hepatico.

A. Experimentos de hipertermia in vitro sobre células tumorales

En un primer apartado se recogen los efectos que la exposicion durante 45 minutos a
47° C produce sobre los cultivos de las células CC531. A continuacién se exponen los
resultados obtenidos al tratar los cultivos con los dos quimioterdpicos descritos en el
epigrafe anterior. En el tercer apartado, se analiza el efecto de la HT sobre cultivos
expuestos a los farmacos. Por Gltimo, en el cuarto apartado se determina el efecto de los

quimioterapicos sobre cultivos expuestos a HT.

1. Efecto de la hipertermia sobre la proliferacion celular

Se ha estudiado el efecto de la HT sobre la proliferacion de células tumorales en
condiciones normales de cultivo. Para ello, se han realizado tres réplicas de un
experimento en el que, tras someter a HT a los cultivos celulares, se midié su viabilidad

celular a distintos tiempos de crecimiento previo: 24, 48 y 72 horas.
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1.0+
——  Control

—e=— Hipertermia
0.8+

Absorbancia

0.0

T T T

4 4 7
0 2 Horas 8 2

Figura 86. Proliferacion de los cultivos (en UAA) control y sometidos a HT tras 24 horas de crecimiento inicial . La

linea de puntos muestra el recuento celular previo al inicio de los experimentos (en UAA).

Como puede apreciarse en las Figuras 86, 87 y 88, la HT origind un importante declive
en la curva de crecimiento, con una disminucién progresiva del nimero de células en el
cultivo durante las 48 horas subsiguientes, de tal manera que en ninguna de las tres

experiencias pudo recuperarse el nivel de los controles, transcurridas 72 horas.

1.0
—— Control
—e— Hipertermia

0.8

Absorbancia

0.0

T T T

4 4 72
0 2 Horas 8

Figura 87. Proliferacion de los cultivos (en UAA) control y sometidos a HT tras 48 horas de crecimiento inicial. La

linea de puntos muestra el recuento celular previo al inicio de los experimentos (en UAA).
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El efecto de la HT sobre los cultivos no fue una simple destruccion directa de células
por el factor temperatura, sino que en las 24 horas posteriores a la HT continud
habiendo muerte celular (tal como demuestra la progresiva disminuciéon de valores

absolutos de células en el cultivo).

1.0
—— Control

—e— Hipertermia
0.8+

0.6+

Absorbancia

0.44

0‘2_ PP (-

0.0

1 I I
0 24 48 72
Horas

Figura 88. Proliferacidn de los cultivos (en UAA) control y sometidos a HT tras 72 horas de crecimiento inicial . La

linea de puntos muestra el recuento celular previo al inicio de los experimentos (en UAA).

Tabla 8. Pendiente de las graficas de cultivos en las dltimas 24 horas de la experiencia (calculada en grados).

Tiempo previo de cultivo Control Hipertermia
24 horas 41,7 8,1
48 horas 53,3 16,5
72 horas 51,9 22,3
Media 48,97 15,63
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Sin embargo, las pocas células que logran sobrevivir a las 48 horas, mantienen su
capacidad proliferativa, tal como se puede ver por el repunte que ocurre a las 72 horas.
Valorando la pendiente de la curva de crecimiento, en lugar de los valores absolutos de
absorbancia, se observa que dicho repunte en el crecimiento celular apenas alcanza el

50% respecto al control (Tabla 8).

Por ultimo, al expresar el recuento de células en los cultivos sometidos a HT como
porcentaje del correspondiente valor en su cultivo control (Figura 89), se observa que el
comportamiento ha sido similar en las tres experiencias realizadas, lo que refuerza la

significacion de nuestros hallazgos.

Con independencia del tiempo previo de cultivo, 24, 48 o 72 horas, hay una
disminucion del porcentaje de viabilidad respecto al control hasta 48 horas después de

la exposicion a HT. Sin embargo, este porcentaje de viabilidad aumenta en las 72 horas.

GO0y os0otsnesnssesssersarserstsonsnessssressassntsrssns ssshssssarsarsnssnrons
mm 24h de crecimiento
mmm 48h de crecimiento

gg: mmm  72h de crecimiento

----- Control

% de viablidad celular

24 48 72
Tiempo tras la exposicion (horas)

Figura 89. Recuento celular, expresado como porcentaje respecto al control, de los cultivos sometidos a HT tras 24
48 0 72 horas de crecimiento previo al inicio de la experiencia. Lecturas realizadas 24, 48 y 72 horas después del

shock térmico.
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2. Efecto de la quimioterapia sobre la proliferacion celular

En este apartado se presentan los resultados del estudio realizado para valorar el efecto
de la adicion de los quimioterapicos ATRA y 5-FU, solos o en combinacion, sobre la

proliferacion de las células tumorales.

Acido All-trans-retinoico

Tal y como se observa en las Figura 90 la adicion de 10 uM ATRA al cultivo reduce

significativamente la proliferacion de las células.

—e—  Control
—=—  ATRA

0.6+

Absorbancia

0.4+

0.0

0 24 Horas 48 72

Figura 90. Proliferacion de los cultivos (en UAA) controles y tras completar el tratamiento con ATRA durante 24

horas. La linea de puntos muestra el recuento celular previo al inicio de los experimentos (en UAA).

Durante las primeras 24 horas, los cultivos expuestos a ATRA tuvieron un curva de
proliferacion idéntica, con pendientes sin diferencias estadisticas. A las 48 horas, pese a
obtenerse valores de absorbancia un 16% menores en los cultivos suplementados con
ATRA, respecto al control, tampoco se aprecian diferencias estadisticamente
significativas (0,566 + 0,19 vs. 0,684 £ 0,21; p>0,05). Al finalizar la experiencia, la
proliferacion media de los cultivos tratados fue un 35% menor que el control (0,582 +

0,10 vs. 0,898 + 0,09; p<0,0001)
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5-Fluorouracilo

El segundo apartado de estas experiencias refleja los efectos producidos por la adicion

de 0,25 pg/ml 5-FU a los cultivos.

1.0+
—— Control
—=— 5FU
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0.4+

0.2 erssennes

0.0
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Figura 91. Proliferacion de los cultivos (en UAA) controles y tras completar el tratamiento con 5-FU durante 24

horas. La linea de puntos muestra el recuento celular previo al inicio de los experimentos (en UAA).

En la Figura 91 se observa como, durante las primeras 24 horas tras la exposicion, los
cultivos suplementados con 5-FU no mostraron diferencias significativas, respecto al
control, en los valores de absorbancia medidos (0,454 + 0,18 vs 0,392 * 0,14; p>0,05).
Sin embargo, entre las 24 y las 48 horas, se produjo un efecto meseta en la curva de
crecimiento, durante el cual la proliferacion celular se detuvo, de tal manera que al final
de dicho periodo, la absorbancia en los cultivos tratados, fue un 30% inferior de la de
los controles (0,468 + 0,14 vs. 0,684 + 0,22; p<0,05). La diferencia fue ligeramente
mayor en terminos absolutos al finalizar el experimento, si bien, calculada como
porcentaje respecto al control, siguié siendo un 30% menor (0,574 + 0,16 vs. 0,898 +

0,09; p<0,001).
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Acido All-trans-retinoico con 5-Fluorouracilo

Por ultimo, se aborda la presentacion de los resultados obtenidos al asociar los dos
farmacos en los cultivos (10 uM ATRA + 0,25 pg/ml 5-FU). En términos globales, el

resultado de esta experiencia difiere poco de lo observado al utilizar inicamente ATRA.

1.0+
—+— Control

—=—  ATRA + 5-FU
0.8+

0.6+

Absorbancia

0.4+

0.0

0 24 48 72

Figura 92. Proliferacion de los cultivos (en UAA) controles y tras completar el tratamiento con ATRA y 5-FU

durante 24 horas. La linea de puntos muestra el recuento celular previo al inicio de los experimentos (en UAA).

Asi, en los cultivos tratados, se observa que en las primeras 24 horas no hay diferencia
en la proliferacion celular, respecto al control (0,380 + 0,10 vs 0,393 + 0,14; p>0,05). A
las 48 horas ocurre lo mismo, los valores de absorbancia son un 18% menores en los
cultivos tratados, pero sin que esto suponga diferencias estadisticamente significativas
respecto al control (0,566 + 0,12 vs 0,684 + 0,21; p>0,05). En cambio, una vez
transcurridas 72 horas, al igual que ocurria al tratar s6lo con ATRA, en los cultivos
tratados se miden unos niveles medios de absorbancia un 35% inferiores al valor medio

de los controles (0,592 £ 0,07 vs 0,900 + 0,09; p<0,0001) (Figura 92).

Finalmente, al representar el nimero de células viables de los cultivos tratados con los
quimioterapicos como porcentaje con respecto al valor correspondiente en el cultivo
control (Figura 93), se observa de forma mas clara el efecto antiproliferativo de los

farmacos estudiados.
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Figura 93. Recuento celular expresado como porcentaje respecto al control en los cultivos tratados con los distintos

farmacos o su combinacion.

En las tres experiencias realizadas, tanto empelando los farmacos en solitario como
combinados, se observa que, a las 72 horas de la exposicion a los tdxicos, el porcentaje
de células viables respecto a su control es idéntico en las tres situaciones, alrededor del
64-66%. Si bien es cierto que, en nuestras experiencias, el 5-FU es el farmaco que mas
rapidamente consigue disminuir el porcentaje de células viables; a las 48 horas de la
exposicion, los cultivos expuestos a 5-FU ya habia alcanzado un 68% de viabildiad,
mientras que en los cultivos expuestos a ATRA fue de un 82%, al igual que en el caso

de la combinacion de ATRA+5-FU.

146



Tesis Doctoral

3. Efecto de la quimioterapia sobre la proliferacion de cultivos sometidos a

hipertermia

A continuacion, se muestran los resultados de las experiencias llevadas a cabo para
conocer el efecto que el tratamiento con HT tiene sobre cultivos celulares sometidos a

los dos agentes quimioterapéeuticos utilizados, ATRA y 5-FU y a ambos juntos.

Acido All-trans-retinoico

La combinacion del tratamiento con ATRA y la HT, mostréd una mayor atenuacion en

la proliferacion de los cultivos con respecto a los tratados unicamente con HT.
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Figura 94. Proliferacion celular (en UAA) tras completar el tratamiento con ATRA, posterior a la exposicion a HT.

La linea de puntos muestra el recuento celular previo al inicio de los experimentos (en UAA).

Los cultivos expuestos a HT y tratados ademas con ATRA durante 24 horas (Figura 94)
muestran una curva de crecimiento similar a su control, expuesto Unicamente a HT. Se
produce un descenso en el recuento de células hasta las 48 horas después de la
aplicacion de la HT, alcanzando los valores minimos en tanto en los cultivos tratados
con HT+ATRA como los expuestos Unicamente a HT (0,020 + 0,008 vs 0,030 + 0,002;

p>0,05). Veinticuatro horas después, los cultivos expuestos Unicamente a HT

147



Borja Herrero de la Parte

experimentan un leve repunte en el recuento celular (0,045 £ 0,015), sin embargo, los
cultivos tratados con ATRA permanecen estables y no experimentan variaciones en el

numero de células (0,023 £ 0,005).

5-Fluorouracilo

El tratamiento con 0,25 pg/ml 5-FU combinado con HT demostro tener un menor efecto

sobre la proliferacion celular, respecto al tratamiento de ATRA e HT.
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Figura 95. Proliferacion celular (en UAA) tras completar el tratamiento con 5-FU, posterior a la exposicion a HT.

La linea de puntos muestra el recuento celular previo al inicio de los experimentos (en UAA).

Los cultivos suplementados durante 24 horas con 5-FU y posteriormente expuestos a
HT (Figura 95), muestran un patron de crecimiento similar al control, expuesto sélo a
HT. Ambos sufren una disminucion del nimero de células durante las 48 primeras
horas, si bien Unicamente presentan diferencias estadisticamente significativas entre
ellos a las 24 horas (0,055 + 0,02 vs 0,103 + 0,025; p<0,01). A las 48 y 72 horas (no
existen diferencias en los cultivos tratados con 5-FU tras la HT respecto al control, s6lo

expuesto a HT.
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A pesar de ello, el cultivo control muestra, al final de la experiencia, una recuperacion
en su capacidad proliferativa. Asi, a las 72 horas, el cultivo tratado con 5-FU tras la HT
presenta un 52% menos de viabilidad que el control Gnicamente sometido a HT (0,023 +

0,008 vs 0,044 + 0,015; p>0,05).

Acido All-trans-retinoico con 5-Fluorouracilo

En la Figura 96 se muestra el efecto que ejerce sobre la proliferacion celular el
tratamiento combinado de ATRA + 5-FU e HT, el cual ha mostrado tener un mayor

efecto antiproliferativo sobre las células.
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Figura 96. Proliferacion celular (en UAA) tras completar el tratamiento con ATRA, posterior a la exposicion a HT.

La linea de puntos muestra el recuento celular previo al inicio de los experimentos (en UAA).

En el experimento realizado con exposicion a ambos farmacos (Figura 100) tras el
insulto térmico, Unicamente se han encontrado diferencias significativas, al igual que
con ambos toxicos por separado, a las 24 horas. Ambos presentaron, a las 24 horas, una
disminucion progresiva del numero de células, con una caida acusada del namero de
células en el cultivo tratado con ATRA+5-FU e HT, respecto al control (0,032 + 0,014
vs 0,103 £ 0,025; p<0,0001). El valor medido en los cultivos tratados con HT vy los

farmacos se mantiene estable hasta las 72 horas (0,025 + 0,011). En las ultimas 24
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horas, en el cultivo control, Unicamente expuesto a HT, hay un incremento en el nUmero

de células, siendo 58 superior (0,025 £ 0,011 vs 0,044 + 0,015; p>0,05).

Finalmente, al representar el recuento celular de los cultivos tratados con HT y los
farmacos como porcentaje de viabilidad respecto a los cultivos Gnicamente expuestos a
HT, se observa como la quimioterapia potencia el efecto de la HT en las primeras 24,
reduciendo la viabilidad del cultivo a un 60% (ATRA), 53% (5-FU) y 31% (ATRA+5-
FU) (Figura 97).

% de viablidad celular

24 48 72
Tiempo tras la exposicién (horas)

Figura 97. Recuento celular expresado como porcentaje de la viabilidad celular de los cultivos expuestos al
tratamiento combinado de HT y quimioterapia, respecto al control tratado Gnicamente con HT (linea discontinua de

puntos).

Sin embargo, 48 horas después de la exposicion a los farmacos, sélo el ATRA, y el 5-
FU ligeramente, parecen mantener el efecto potenciador mencionado anteriormente,
logrando mantener la viabilidad de los cultivos suplementados con ATRA en un 60% y

un 90% en el caso del 5-FU, respecto a la HT Gnicamente.

En el caso del uso combinado de ATRA+5-FU tras la HT, se obtiene un porcentaje de
viabilidad del 100%, es decir, el mismo valor medio de absorbancia que la exposicién

Unicamente a HT.
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En la medicion realizada a las 72 horas, los porcentajes de viabilidad en los tres casos,

se sitlian en torno al 52-58%.

4. Efecto de la hipertermia sobre cultivos expuestos a quimioterapicos

Por ultimo, en este apartado se analiza el efecto combinado de la HT junto con la
quimioterapia sobre la proliferacion celular en cultivo. Las células tratadas con 10 uM
ATRA, 0,25 pg/ml 5-FU o la combinacion de ambas durante distintos periodos de
tiempo, se sometieron a HT y se midid la viabilidad celular de los cultivos a distintos

tiempos tras el insulto térmico.

Acido All-trans-retinoico

La exposicion a HT de los cultivos tratados con ATRA 10 uM tiene un claro efecto

negativo sobre la viabilidad celular.
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Figura 98. Proliferacion celular (en UAA) tras completar el tratamiento con HT, posterior a la exposicién a ATRA.

La linea de puntos muestra el recuento celular previo al inicio de los experimentos (en UAA).

Tras una exposicion al ATRA durante 24 horas (Figura 98), se observa que los cultivos
sometidos posteriormente a HT sufrieron una reduccion significativa de la viabilidad

celular inmediatamente después de la finalizacién del insulto térmico (0 horas), respecto
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a los tratados Gnicamente con ATRA (0,104 + 0,04 vs. 0,215 + 0,07; p<0,05). Esta
reduccidn continda hasta las 48 horas, alzando el minimo valor de absorbancia recogido

(0,020 £+ 0,008 vs. 0,566 + 0,197; p<0,0001).

5-Fluorouracilo

Los cultivos tratados con 5-FU (0,25 pg/ml) e HT, al igual que el caso anterior, sufren

una marcada reduccion en el nimero de células.

Tras la exposicion durante 24 horas a 5-FU (Figura 99) y posterior HT, se observan
diferencias en los valores de absorbancia inmediatamente después del insulto térmico (0
horas), respecto al control Unicamente tratado con 5-FU (0,111 + 0,05 vs 0,249 + 0,12;
p<0,01). Los cultivos sometidos ademéas a HT muestran una reduccion casi lineal en el
recuento celular, llegando a las 72 horas a unos valores de absorbancia de 0,023 +
0,005, mientras que en ese mismo tiempo, los cultivos sometidos Unicamente al

farmaco, registran valores de absorbancia de 0,582 + 0,10 (p<0,0001).
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Figura 99. Proliferacion celular (en UAA) tras completar el tratamiento con HT, posterior a la exposicién a 5-FU. La

linea de puntos muestra el recuento celular previo al inicio de los experimentos (en UAA).
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All-trans-retinoico con 5-Fluorouracilo

Por ultimo, en éste apartado, se analizan los efectos sobre los cultivos de la exposicion

combinada a ATRA 10 uM y 5-FU 0,25 pg/ml y laHT a 47° C.

Tras una exposicion durante 24 horas a ambos toxicos (Figura 100), los cultivos
sometidos a HT mostraron, inmediatamente después, una disminucién significativa del
numero de células (0,108 + 0,041 vs 0,264 + 0,107; p< 0,0001), alcanzandose
rapidamente un efecto deletéreo sobre la proliferacion celular a las 24 horas y
manteniéndose en el tiempo a las 48 y 72 horas (0,032 + 0,01; 0,0312 + 0,014, 0,026 +
0,011, respectivamente). El recuento celular se redujo un 90%, 95% y 97%

respectivamente.

1.0+
ATRA + 5-FU

0.8{ —— (ATRA +5-FU)+HT

1

0.4 ]

0 24 Horas 48 72

Absorbancia

—
i

0.0

Figura 100. Proliferacion celular (en UAA) tras completar el tratamiento con HT, posterior a la exposicion a

ATRA+5-FU. La linea de puntos muestra el recuento celular previo al inicio de los experimentos (en UAA).

Para poder analizar de forma mas detallada el efecto de los tratamientos sobre la
proliferacion celular, se representa el numero de células viables de los cultivos
sometidos ademas HT como porcentaje del correspondiente control tratados Unicamente

con quimioterapia (Figura 101).
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Figura 101. Viabilidad de los cultivos expuestos a los farmacos y posteriormente HT, respecto al control (tratado

Unicamente con los farmacos, linea discontinua de puntos).

Este analisis confirma las observaciones realizadas previamente y permite ver que los
cultivos tratados con la combinacién de farmacos e HT pierden capacidad proliferativa
respecto al control sometido Gnicamente a quimioterapia. Este hecho es préacticamente
independiente del quimioterapico empleado; sin embargo, no lo es respecto al tiempo
tras la HT, ya que 48 horas después de la agresion térmica se observa ain una

disminucion en el porcentaje de viabilidad, que se mantiene hasta las 72 horas.
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B. Experimentos ex vivo de induccion de hipertermia en el higado

Para proceder de lo mas sencillo a lo mas complejo, se realizaron primero experiencias
con NpM comerciales, de elevado SAR. Una vez ajustados los pardmetros, se procedio

a repetir las experiencias ya con NpM de produccion propia.

1. Experiencia con nanoparticulas de elevado SAR

El primer experimento se llevo a cabo con NpM C1, de elevado SAR, suspendidas en
agua destilada. Tras 20 minutos de exposicion del higado a 12 KA/m y 699 KHz se
registrd un incremento de catorce grados en la sonda insertada en uno de los I6bulos
perfundidos con la solucién de NpM. En cambio, en el LLI, que se excluyo a la hora de
realizar la perfusion de las NpM, el incremento térmico fue de menos de tres grados; la

sonda externa apenas registr6 cambios en la temperatura (Tabla 9).

Tabla 9. Modificaciones de la temperatura tras estimular las NpM

Inicial Final AT?

Lébulo con NpM 28,9° 43° 14,1°
Tejido hepatico normal 28,3° 30,9° 2,6°
Sonda ambiente 28,1° 28,4° 0,3°

A continuacion se repitio la experiencia con otro higado perfundido con las mismas
NpM, pero esta vez se suspendieron en suero salino, en lugar de en agua destilada

(Tabla 10).
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Tras quince minutos de exposicion a 12 KA/m y 699 KHz tan solo se observo un
incremento de 4° C en el parénquima perfundido, por lo que se procedio a modificar las
condiciones del IRF, reduciendo la intensidad a 9 KA/m pero incrementando la
frecuencia a 918 MHz. De esta manera se logr6 aumentar la temperatura otros tres

grados en el higado con NpM.

Tabla 10. Modificaciones de la temperatura tras estimular las NpM suspendidas en suero salino.

12 estimulacion 22 estimulacion

Inicial Final AT? Inicial Final AT?

Lobulo con NpM 26,7° 30,7° 40 29,5° 32,5° 3°
Tejido hepatico normal 27,1° 29° 1,9° 29,7° 30,5° 0,8°
Sonda ambiente 26,7° 26,7° Qe 29,8° 31,8° 2°

2. Experiencia con nanoparticulas de sintesis propia

La tercera experiencia en higado “ex vivo” se llevd a cabo con las NpM sintetizadas por
el Departamento de Quimica Inorganica de nuestra Universidad, que tienen una menor
concentracion de hierro, pero un SAR mayor. Debido a que el descenso de rendimiento
observado tras la vehiculizacion en suero salino se atribuyo a la agregacion de las NpM,
la experiencia se llevd a cabo utilizando como solvente agua destilada, mientras se

estudiaba como evitar la agregacion en suspensiones salinas.
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Se inicio la experiencia con una exposicion a 12 KA/m y 608 KHz durante 10 minutos,
obteniéndose un incremento de algo menos de tres grados en el parénquima sembrado
con NpM, mientras que en el higado normal y en el medio externo apenas se registro
calentamiento (Tabla 11). Tras otros veinte minutos de exposicion a idéntica intensidad
y 699 KHz, se logro otro incremento de casi cuatro grados en el tejido con NpM, frente

a so6lo un grado en el higado normal y medio grado en el ambiente.

Asi pues, se reprodujeron los resultados de la experiencia anterior, pero con una

concentracion de 6xido férrico ocho veces menor.

Tabla 11. Modificaciones de la temperatura (° C) tras estimular las NpM de produccién propia, suspendidas en agua

destilada.
12 estimulacion 2% estimulacion
Inicial Final AT2 Inicial Final AT?
Lébulo con NpM 27° 27,9° 2,7° 27,8° 31,8° 40
Tejido hepatico normal 26,2° 26,5° 0,3° 26,7° 27,8° 1,1°
Sonda ambiente 25,9° 26,4°  0,5° 26,5° 27° 0,5°

3. Estudio anatomopatoldgico de los especimenes

Con la finalidad principal de constatar la presencia de NpM en los érganos utilizados, se
procedio al estudio anatomopatologico de muestras de los higados perfundidos con

NpM suspendidas en medio acuoso.
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Figura 102. Seccion histoldgica del LP de la rata G2 tefiida con Hematoxilina-Eosina.

El higado de la rata que recibi6 una infusién de NpM comerciales, que experimentd un
incremento térmico de 14° C, presentd, a nivel histologico, un aspecto completamente
normal. No mostro afectacion celular compatible con termocoagulacién, ni afectacion
alguna atribuible a la infusion acuosa (Figura 102). En el LLI, no infundido con NpM,
considerado como control interno del experimento, tampoco se observaron lesiones

(Figura 103).

Figura 103. Seccion histologica del LLI de la rata G2 tefiida con Hematoxilina-Eosina.
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Figura 104. Seccion histolégica del LP de la rata G2 tefiida con tincion de Perl’s.

Al estudiar mediante la tincion de Perl’s las muestras de higado perfundido con NpM,
se aprecia una importante cantidad de hierro. Los depdésitos parecen situarse, sobre todo,
a nivel de los sinusoides hepéticos (Figura 104). En cambio, en las muestras de tejido

hepatico sin NpM no se aprecia apenas coloracion (Figura 105).

Figura 105. Seccion histologica del LLI de la rata G2 tefiida con tincion de Perl’s.
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Figura 106. Seccion histoldgica del LP de la rata E1 tefiida con Hematoxilina-Eosina.

Por altimo, las muestras obtenidas del higado perfundido con NpM P1 mostraron unos
hallazgos que son practicamente superponibles al caso anterior (Figura 106 y Figura

107).

Figura 107. Seccion histolégica del LP de la rata E1 tefiida con tincion de Perl’s.
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4. Estudio de los especimenes con TCMC

En los estudios realizados con TCMC de los higados infundidos con NpM, no se ha
podido visualizar la mayor concentracion de Fe3O4 que reveld la tincion de Perl’s con
Azul de Prusia. El equipo utilizado no ha constatado una mayor densidad radioldgica en

los 16bulos infundidos, comparando con los no infundidos.
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Adhesion selectiva de la secuencia RDG a las células y al

tejido tumoral

Paralelamente a la comprobacion de la eficacia de las NpM como agente capaz de
inducir HT antitumoral, se llevaron a cabo estudios para comprobar y verificar la
afinidad de la secuencia de peptidomiméticos RGD por la linea celular empleada en esta

Tesis Doctoral.

Para ello, se completaron dos experiencias: una in vitro en la cual, los cultivos celulares
de dicha linea celular anteriormente mencionada, estuvieron expuestos al RGD-
fluoresceina; y otra in vivo sobre animales de experimentacion con metastasis hepaticas,
los cuales recibieron RGD-yodado y a los que posteriormente se les realiz6 pruebas de

diagnostico mediante TCMC.

A. Experimentos in vitro de adhesion selectiva con RGD-fluoresceina.

1. Deteccion de la fluorescencia emitida por RGD-fluoresceina

Previamente a iniciar los estudios de adhesion de los peptidomiméticos RGD sobre las
células CC531, se determind la emision de fluorescencia (UAF) de diferentes

concentraciones de los analogos RGD marcados con fluoresceina.

Para ello, en una placa de 96 pocillos, se dispusieron un rango de concentraciones de
RGD-fluoresceina (10, 25, 50, 100 y 1000 uM) y se evalu6 la emision de fluorescencia
en un fluorimetro, obteniéndose unos valores de 9536 + 156, 14783 + 1321, 23542 +

2116, 37852 £ 4175y 76013 + 1704 UAF, respectivamente (Figura 108).

Se determiné que la concentracion de peptidomimeéticos RGD oOptima a emplear en los
posteriores ensayos de adhesion sobre células CC531 es la concentracion de 50 uM, ya
que dicha concentracién permite obtener sefial de suficiente intensidad, manteniendo

una relacion coste-beneficio aceptable.
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Figura 108. Representacion grafica de los valores promedio y desviacion estandar de la fluorescencia (UAF) emitida

por diferentes concentraciones de RGD-fluoresceina en medio de cultivo.

2. Adhesion de RGD-fluoresceina a células tumorales CC531

Se realizd un ensayo en placas de 24 pocillos para determinar el tiempo y las
condiciones Optimas de cultivo. Se pusieron en contacto las células en crecimiento
exponencial con los peptidomiméticos y se realizaron medidas de la fluorescencia
emitida tras un tiempo de exposicion de 1, 2, 3 y 4 horas. Con el objetivo de determinar
la fluorescencia emitida por los peptidomiméticos RGD-fluoresceina adheridos
especificamente a las células, se analizo la sefial emitida por los RGD-fluoresceina de

los pocillos lavados con PBS como paso previo a la lectura en el fluorimetro.

Como se observa en la Tabla 12, tras una hora de exposicion se detecta fluorescencia
emitida por los RGD-fluoresceina en los pocillos de las placas de cultivo. Tras una
exposicion de 2 horas, la fluorescencia detectada es un 57% mayor respecto a la
observada en el tiempo de 1 hora y, ademas, es el valor maximo alcanzado, ya que la

intensidad de fluorescencia decae a las 3 y 4 horas.
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Tabla 12. Valores promedio y desviacion estandar de la fluorescencia (UAF) emitida por los RGD-fluoresceina:

cultivo control no expuesto y tras 1, 2, 3 y horas de exposicion

Control 1 hora 2 horas 3 horas 4 horas

1.909 + 3.016 £ 2.093,6 + 2.466 +

Lavado con PBS 201,8 479,8 322,7 468

59,33

2,58 78520+  86.030+ 73478+ 76.357 +

No lavado con PBS 910 859,3 1224 32376

90000~
=®= Sin Lavar
=eo= |avado con PBS

85000
80000+
75000+

70000~
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Unidades Arbitrarias de Fluorescencia

1000+
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Figura 109. Representacion grafica del promedio y desviacion estandar de la fluorescencia (UAF) emitida por los
RGD-fluoresceina a distintos tiempos de exposicion, lavados con PBS (linea azul y sin lavar (linea roja) antes de la

lectura de la fluorescencia (linea azul).

Por otro lado, el lavado de los pocillos de las placas de cultivo con PBS provoca una
caida de la sefial de fluorescencia detectada, siendo la intensidad de los pocillos lavados
entre 30-40 veces menor a la fluorescencia detectada en los pocillos sin lavar (Figura

109).

Adicionalmente, y como evidencia visual de que los RGD-fluoresceina estaban

adheridos a las células en cultivo, se tomaron imagenes de microscopia de fluorescencia
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(Figura 110A) y microscopia de campo claro (Figura 110B). En ambas imagenes se
observa como el RGD-fluoresceina aparece adherido en la superficie de las células
aisladas y Unicamente en la periferia de aquellas células que habian proliferado

formando agregados, sin que difundan al interior de los mismos.

Figura 110. Microfotografias de microscopia de fluorescencia 100x (A) y microscopia de campo claro 200x (B) de
células CC531 cultivadas con RGD-fluoresceina. Las flechas sefialan la zona de unién de los RGD-fluoresceina a las

célula situadas en las periferia de los agregados.

Teniendo en cuenta estos resultados y dado que no se encontraron estudios previos ni
protocolos testados para el empleo de andlogos de péptidos RGD sobre células
tumorales en cultivo, se establecié un tiempo de 2 horas de exposicion de las células
CC531 a los RGD-fluoresceina, ya que en ese periodo de tiempo los peptidomiméticos
se adhieren a la superficie celular. Ademas, también se establecid, como paso previo a
la lectura en el fluorimetro, el lavado de los pocillos con PBS para eliminar toda la
fluorescencia que debida a la adhesion inespecifica de los RGD-fluoresceina al fondo de

los pocillos de las placas de cultivo.
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B. Ensayos de afinidad in vivo de la secuencia RGD-yodada

Una vez comprobada la adhesion en cultivo de la secuencia de peptidomiméticos RGD
a células de la linea CC531, se procedié a realizar un ensayo de adhesion in vivo de
dicha secuencia por las metastasis hepaticas inducidas mediante inyeccion directa de la

linea celular empleada en los ensayos in vitro.

La mediana de la atenuacion del tejido hepatico en los animales que no recibieron la
administracion de ningin compuesto yodado fue de 92 (82-99) UH, mientras que en el
tejido tumoral, dicho valor fue de 55 (36-65) UH (Tabla 13). Ademas, mediante ICP-
MS se determind la concentracion de yodo en ambos tejidos, siendo de 23 pg/g en el

tejido hepatico sano y 39 pug/g en los implantes tumorales.

Tabla 13. Rango de valores de atenuacion radiolégica en Unidades Hounsfield (HU) y concentracion de yodo por
gramos de tejido fresco determinada por ICP-MS. (*no se detectaron cambios en la cantidad de yodo basal

determinada en ambos tejidos)

o Higado Tumor
Agente de I administrado
contraste (mg)
HU [1] no/g HU [1]ma/g
Visipaque® 30 114-220 32 79-87 35
RGD-i 35 27 129-137 112+48  188-201  113+33
RGD-i 53 24 123-152 * 95-123 *
RGD-i 52 17 103-133 * 96-113 *
Sin contraste 0 82-99 23 36-65 39

Los animales recibieron tres tipos de agentes de contraste RGD-i con distintas

cantidades de yodo cada uno de ellos, como recoge la Tabla 13. Ademas, también se

empled un compuesto utilizado en clinica como agente de contraste de uso habitual.
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Se observa que solo con el RGD-i 35 se consiguid un aumento significativo de la
atenuacion radioldgica selectiva en el tejido tumoral, comparandolo con el tejido
hepético (Figura 111). Sin embargo, estos datos no se correlacionaron de igual manera
con la cantidad de yodo exdgeno cuantificada por ICP-MS, donde no existen diferencias
significativas entre el tejido hepatico y el tejido tumoral, 113 + 33 pg/g y 112 + 48 ug/g

(p>0,05), respectivamente (Figura 112).

4N TCMC

Pre infusion

Figura 111. Secuencia exploratoria mediante TCMC, pre-infusion y 1, 5 y 15 minutos post-infusion. El circulo

amarillo indica la zona donde se localiza el implante tumoral.

200+

P value 0.9762

150

1004

(1] ug/g

Tejido Hepatico Tumor

Figura 112. Representacion de la media y la SD de la concentracion de yodo, expresada en microgramos por gramo

de tejido tumoral (rojo) y de tejido sano (azul) de higados de ratas infundidas con RGD-I.
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C. Localizacion y cuantificacion de las NpM-RGD en el tejido tumoral

y el parénquima hepatico sano

Con el objetivo de localizar el Fe depositado en el parénquima hepético sano y el tejido
tumoral, tas la infusion de NpM funcionalizadas con la secuencia de peptidomiméticos
RGD, los animales fueron sometidos a estudios de IRM, determinacién de Fe mediante

ICP-MS en ambos tejidos y analisis histopatologicos con tincion de Perl’s.

1. Localizacion y estimacion de los depositos de Fe por medio de estudios de IRM

En primer lugar, mediante la secuencia STIR se localizaron los implantes tumorales,

que aparecieron como masas hipertensas (Figura 113A y D).

Figura 113. Plano axial de las secuencias STIR, DP* y T2* de IRM de animales no infundios (A, B y C) e infundidos
(D, Ey F) con 1 ml de la suspension de NpM-RGD con 1,5 mg Fe/ml. Los circulos naranjas enmarcan las lesiones
tumorales hepéticas. Los puntos sefialan las regiones de interés que se midieron para estimar el Fe en el tumor

(amarillo), parénquima hepatico (rojo) y musculos paravertebrales (azul).
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Una vez localizados los implantes, con las secuencias eco gradiente DP* (Figura 113B
y E) y T2* (Figura 113C y F), se pudo observar que en aquellos animales que recibieron
la infusién intrarterial de NpM-RGD se pudo medir una caida de la IS en el tejido
tumoral, y también en el parénquima hepético, atribuible a los depositos de Fe de las
NpM-RGD. La caida en la IS del tejido hepatico sano dificultd la correcta localizacion
de las areas para realizar las medidas de IS y las estimaciones del contenido de Fe; sin

embargo, pudieron usarse las secuencias STIR para su localizacion.

Tabla 14. Valores de la intensidad de sefial (IS) para la secuencias DP* y T2*, registrados tanto en animales no

infundidos como infundidos, en el tejido tumoral y el parénquima hepatico sano.

Secuencia DP* Secuencia T2*
Tejido
Control NpM-RGD Control NpM-RGD
Higado 1,04 +£0,07 0,41+ 0,24 0,99 +0,17 0,2 £0,1
Tumor 1,09 +£ 0,07 0,27 £ 0,29 1,34+0,19 0,23+0,14
p valor 0,5672 0,092 <0,0001 0,450

En primer lugar, como puede observarse en la Tabla 14 y la Figura 114, la IS medida en
la secuencia DP*, para ambos tejidos en animales control, fue practicamente idéntica,
sin que la diferencia fuera estadisticamente significativa (p=0,5672); no asi en la IS de
la secuencia T2* (Figura 115), donde vemos que la IS medida en el tejido fue,
aproximadamente, 1,3 veces superior, siendo la diferencia estadisticamente significativa

(p<0,0001).

En el caso de los animales que recibieron NpM-RGD, tampoco se apreciaron
diferencias estadisticamente significativas entre ambos tejidos, en ninguna de las dos

secuencias eco gradiente.
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Figura 114. Representacion de la media y la SD de los valores de la IS en la secuencia DP*, en el tejido tumoral y

hepatico de ratas sin NpM-RGD (rojo) e infundidas con NpM-RGD (azul).

Comparando ambos grupos experimentales, con o sin NpM-RGD, la IS medida en la
secuencia DP* en el tejido hepatico sano y tumoral de aquellos animales que recibieron
la infusién de NpM-RGD fue un 60% y un 75% inferior, respectivamente; es decir,
ambos tejidos presentaban una imagen hipointensa, debido a los depositos de hierro

tanto en el tumor como en el parénquima hepatico sano.
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Figura 115. Representacion de la media y la SD de los valores de la IS en la secuencia T2*, en el tejido tumoral y

hepatico de ratas sin NpM-RGD (rojo) e infundidas con NpM-RGD (azul).
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En la secuencia T2*, los valores de atenuacion en ambos tejidos presentaron una
disminucion aproximada del 80%, al comparar el grupo con NpM-RGD respecto al

grupo control.

Tabla 15. Concentracion de Fe estimada mediante IRM en los tejidos de animales con o sin infusiéon de NpM-RGD.

[Fe] (umol/g)

Tejido
Control NpM-RGD
Higado 19+5,2 115,3+43,3
Tumor 13,20+ 2,8 148,9 + 55,80
p valor <0,0001 <0,05

Ademas de las mediciones de la IS de cada tejido, el equipo de IRM empleado, también
permitio realizar una estimacion de la concentracion de Fe por gramo de tejido seco

umol/g) (Tabla 15 y Figura 116).

[Fe] estimada por RMN
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Figura 116. Representacion de la media y la SD de la [Fe] estimada mediante IRM en el tejido tumoral y el
parénquima hepatico sano de ratas que recibieron una infusion intrarterial de NpM-RGD (azul) o que no la

recibieron (rojo).
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Podemos ver por estos datos que los niveles basales de Fe en el parénquima hepatico
son significativamente mayores que en el tumor (p<0,0001); y que ademas, tras la
administracion de NpM-RGD, ésta diferencia se mantiene pero siendo, esta vez, mayor

la cantidad de Fe estimada en el tumor, respecto al higado sano (p<0,05).

2. Determinacion de los depdsitos de Fe mediante técnicas de elementales

Tras los andlisis de ICP-MS, se observa que los valores basales de hierro en el tumor
son un 66% inferiores a los registrados en el higado (p<0,0001), mientras que tras la

infusion de NpM-RGD son sélo un 54% menores (p<0,0001) (Tabla 16 y Figura 117).

Comparando los datos de tejido hepatico tras la infusion de las NpM-RGD con los
niveles basales vemos que no hay aumento significativo en la [Fe] (p=0,897). Sin
embargo, al fijarnos en el tejido tumoral de ambos grupos experimentales, aquellos
animales que recibieron aporte de Fe, procedente de las NpM-RGD, el valor de la [Fe]

es casi 1,6 veces superior, siendo éste aumento altamente significativo (p<0,001).

Tabla 16. [Fe] de hierro determinada por ICP-MS en ambos tejidos, tejido hepatico y tumoral, tanto en animales que
recibieron NpM-RGD como en aquellos que no las recibieron. Los datos se expresan tanto en a en pg/g de tejido

fresco como en pmol/g de tejido fresco.

[Fel na/g [Fe] pmol/g
Tejido
Control NpM-RGD Control NpM-RGD
Higado 196,9+62,4  194,60+50,30 11,70+ 3,7 11,60 £3
Tumor 66,60 +£ 28,70 105,60 + 36,10 5,90 + 2,50 9,40 + 3,20
p valor <0,0001 <0,0001 <0,0001 p<0,05
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Los valores de [Fe] obtenidos por ICP-MS también se expresaron como pmol/g de
tejido fresco (Tabla 16), para poder compararlos con la concentracion estimada por
MRN (Tabla 15); sin embargo, esta comparaciéon no fue posible ya que los datos
obtenidos de la IRM estan expresados en umol/g de tejido seco y para el analisis por

ICP-MS se empled el peso fresco del tejido a analizar.

[Fe] cuantificada por ICP-MS
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Figura 117. Representacion de la media y la SD de la [Fe] determinada por técnicas elementales (ICP-MS) en el

tejido tumoral y el parénquima hepatico sano de ratas que recibieron una infusién intrarterial de NpM-RGD (azul) o

que no la recibieron (rojo).

3. Anadlisis histopatolégicos

Una vez examinadas las secciones histologicas de los animales que recibieron NpM-
RGD via arteria hepatica, se pueden observar depositos de Fe en los neovasos formados
alrededor de las estructuras tumorales, asi como en el estroma fibrovascular que rodea a
las metastasis (Figura 118A y B). Sin embargo, no se localizaron depdsitos de Fe en el

interior de las estructuras glandulares tumorales.
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Figura 118. Cortes histoldgicos con tincion de azul de Prusia a 4x (A) y 10x (B) del higado de la rata 5V. Los

depositos de Fe (flecha) en el intersticio fibrovascular circundante a estructuras glandulares tumorales (asterisco)
aparecen coloreados en azul. También pueden observarse depositos de Fe en el espacio sinusoidal del parénquima

hepatico sano (cabeza de flecha). El recuadro de puntos figura A enmarca el area reflejado en la figura B.
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Hipertermia local selectiva mediante NpM-RGD

Una vez realizados los experimentos de adhesion de la secuencia peptidica RGD, se

procedieron a llevar a cabo los ensayos de HT local selectiva mediante NpM-RGD.

Se monitoriz6 la temperatura en varios tejidos en un total de 44 animales repartidos en 3
grupos experimentales: un grupo que sélo fue sometido a HT, otro grupo de animales
infundidos con suero salino que fue sometido a HT (Salino+HT) y, finalmente, otro
grupo que recibio un 1 ml de la suspension de NpM-RGD de 1,5 mg Fe/ml vy,

posteriormente, fue sometido a HT (NpM+HT).

A. Campo magnético aplicado

Los animales fueron expuestos a uno de los dos protocolos de exposicion térmica

descritos anteriormente:

— Régimen A: un campo magnético 606 kHz y 14 kA/m durante 16 minutos y 606

kHz y 11 KA/m los 5 minutos restantes, hasta completar un total de 21 minutos.

— Reégimen B: un campo magnetico alterno con una frecuencia de 606 kHz y 14
kA/m de intensidad, controlada por un sistema on/off automatico (Figura 119)
para evitar que la temperatura hepatica sobrepasase los 43° C durante los 21

minutos de exposicion.

En el caso del Régimen A, la media de la temperatura hepatica maxima que se alcanzé
fue de 43,12 + 2,07° C; con el Régimen B, esta temperatura alcanz6 un méximo de 41,1
+ 1,21° C. Podemos observar que la temperatura hepatica no presenta diferencias entre
ambos regimenes, salvo en el caso del grupo Salino+HT donde la temperatura del
Régimen A fue de 44,63 + 3,44° C y del B fue de 40,31 + 1,07° C (p<0,0001) (Figura
120).
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Figura 119. Registro representativo del campo aplicado durante la exposicion al IRF. La flecha roja sefiala el
momento (18 minutos) en el cual el sistema de control automatico de la temperatura entr6 en funcionamiento y, por

tanto, la intensidad de campo fue variable para mantener la temperatura constante-
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Figura 120. Comparacién de la temperatura hepatica maxima alcanzada en cada uno de los dos regimenes de

exposicion al campo magnético para cada uno de los grupos experimentales.
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B. Mortalidad

Analizando la supervivencia en cada grupo experimental (HT, Salino+HT o NpM+HT
tras el shock térmico), se observa que fallecen a causa del procedimiento un 22%, un
11% y un 33,3% del total de animales, respectivamente. Estos datos nos llevaron a
analizar y comparar: el tipo de régimen al que fueron expuestos, el incremento térmico
registrado en el higado y el peso de los animales que sobrevivieron y fallecieron en cada

una de las condiciones experimentales.

Régimen A vs. Régimen B
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Figura 121. Mortalidad de los animales del grupo HT, en funcién del régimen térmico al que fuera expuesto: A o B.
En verde el nimero de animales que sobrevivieron a la HT y en negro los que fallecieron a consecuencia del

procedimiento.

Diferenciando los animales de grupo HT en funcién del régimen al que fue sometido,
observamos que el 100% de los animales del régimen A fallecieron, mientras que la

mortalidad con el régimen B fue de un 18% (Figura 121).

En el grupo que, previo a la HT, recibio una infusion intrarterial de suero salino para
simular la operacion necesaria para la infusion de las NpM-RGD, se registrd una
mortalidad del 11% del total de animales del grupo (n=17). En este caso, todos los

animales que fallecieron fueron del régimen A, un 66,7% (n=2) (Figura 122).
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Figura 122. Mortalidad de los animales del grupo Salino+HT, en funcién del régimen al que fuera expuesto A o B.

En verde el nimero de animales que sobrevivieron a la HT y en negro los que fallecieron a consecuencia del

procedimiento.

Finalmente, en el grupo NpM+HT, la mortalidad global fue de un 33,3% (n=6); 2

animales en el caso del régimen A (33,4%) y 5 animales en el régimen B (27,7%)

(Figura 123).
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Figura 123. Mortalidad de los animales del grupo NpM+HT, en funcion del régimen al que fuera expuesto A o B.

En verde el nimero de animales que sobrevivieron a la HT y en negro los que fallecieron a consecuencia del

procedimiento.
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Como refleja la Figura 124, sé6lo en el grupo Salino+HT hubo diferencias significativas
en el incremento térmico registrado en el higado entre los animales que sobrevivieron al
procedimientos y los que fallecieron a consecuencia de él. Concretamente, esos
animales estuvieron expuestos al régimen A, sobrepasando en un 10% la temperatura

hepatica maxima registrada en los animales del mismo grupo expuestos al régimen B.
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Figura 124. Representacion grafica de la media y SD del incremento térmico registrado en el higado sano de cada
grupo experimental. En verde el incremento en los animales que sobrevivieron al o los procedimientos y en rojo los

que murieron a consecuencia de él. En nimero dentro de las columnas indica el nimero de animales.

Tabla 17. Media y desviacidon estandar de los animales que sobrevivieron y fallecieron a causa de los
procedimientos.

HT (g) Salino+HT (g) NpM+HT (g)
Sobreviven 238,2+ 175 2355+ 11,07 2548+ 17,4
Mueren 265 + 16,83 375 + 35,36 279,7+95
p valor <0,01 <0,0001 <0,01
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Por altimo, otra variable que se analizo debido a los datos de mortalidad, fue el peso de
los animales de cada serie (Tabla 17). En este caso (Figura 125) si que se observan
diferencias estadisticamente significativas en todos los grupos experimentales al

comparar los animales muertos con los que sobrevivieron.
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Figura 125. Representacion grafica de la media y SD del peso de cada grupo experimental. En verde el incremento
en los animales que sobrevivieron al o los procedimientos y en rojo los que murieron a consecuencia de él. En

nuimero dentro de las columnas indica el nimero de animales.

C. Incremento térmico

Debido a estos resultados, de aqui en adelante, para valorar el efecto histopatolégico y/o
sistemico de la HT local selectiva, solo se tendran en cuenta aquellos animales que

fueron expuestos al Régimen B y cuyo peso fue inferior a 280 gramos.

El incremento medio de temperatura hepatica de los grupos HT y Salino+HT, que no
recibieron infusion de NpM-RGD, fue de 4,95 + 0,98° C y 455 + 0,99° C,
respectivamente, sin que hubiera diferencias estadisticamente significativas entre ambos
(p=0,29). En el caso de los animales del grupo NpM+HT, el incremento medio de
temperatura en el higado de 6,13 + 1,42° C, siendo la diferencia estadisticamente

significativa con respecto al grupo Salino+HT (p<0,01) (Figura 126 y Tabla 18).
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Tabla 18. Incremento térmico medio y SD de la temperatura registrada durante la exposicion al IRF de los animales

de las 3 condiciones experimentales.

HT (°C) Salino+HT (° C) NpM+HT ( C)
Tumor 3,15+ 1,6 4,61+ 0,81 6,79 £ 1,63
Higado 4,95+ 0,98 4,55 + 0,99 6,13+ 1,42
Recto 1,01 + 1,37 1,19+ 1,01 1,68 +1,83

Respecto a la temperatura hepatica registrada en el tejido tumoral, como se puede ver en
la Figura 126, en los grupos HT y Salino+HT la temperatura aument6 3,15+ 1,6°C y
4,61 + 0,81° C, respectivamente (p>0,05). ElI grupo de animales que recibiéo una
infusion intrarterial de NpM-RGD increment6 su temperatura, en el tejido tumoral, 6,79
+ 1,63° C, siendo este aumento estadisticamente significativo al compararlo con los

grupos HT y Salino+HT (p<0,0001 en ambos casos).
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Figura 126. Representacion grafica del incremento térmico medio y SD de la temperatura registrada durante la
exposicion al IRF de los animales de las 3 condiciones experimentales en el tejido hepético (rojo), tejido tumoral

(azul) y recto (gris).
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Cabe destacar que en el grupo HT, que no recibié ninguna infusién via intrarterial, el
incremento térmico del higado fue casi un 60% superior que el incremento registrado en

el tejido tumoral.

En el grupo que recibid suero salino la elevacion de temperatura en ambos tejido fue
practicamente idéntica (Figura 127 y 128); sin embargo, la administracion de NpM-
RGD provocé que, en el grupo NpM+HT, el aumento térmico en el tumor no solo no
fuera igual, sino que fue un 10% superior al higado. La temperatura rectal registrada en

los 3 grupos experimentales no presento variaciones significativas.
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Figura 127. Evolucidn de la temperatura registrada durante el tiempo que los animales sin NpM-RGD estuvieron
sometidos al IRF. En negro (chl) la temperatura registrada en el tumor, en rojo (ch2) la temperatura del higado sano,
en verde (ch3) la rectal y en azul (ch4) la temperatura ambiente dentro del IRF, en la zona donde el campo es

maximo.
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Figura 128. Evolucion del incremento térmico durante el tiempo que los animales sin NpM-RGD estuvieron
sometidos al IRF. En negro (chl) el incremento en el tumor, en rojo (ch2) el incremento del higado sano, en verde
(ch3) el rectal y en azul (ch4) el incremento registrado en la sonda ambiental dentro del IRF, en la zona donde el

campo es maximo.

185



Borja Herrero de la Parte

186



Tesis Doctoral

Induccion de necrosis tumoral

Una vez comprobado que mediante la exposicion al IRF, la infusién intrarterial de
NpM-RGD consigue un incremento significativo de la temperatura de los tumores, el
siguiente paso fue analizar las consecuencias tanto a nivel local como sistémico que ello
pudo ocasionar. Con este fin, se llevaron a cabo analisis histologicos de biopsias
tomadas del tejido hepatico y tumoral, asi como otros tejidos para visualizar los posibles

depdsitos y/o dafios ocasionado por las NpM-RGD en pulmén y rifiones.

A. Depdsitos de hierro

Tal y como se observo con anterioridad (Figura 118), las NpM-RGD quedan
depositadas en el estroma peritumoral y adheridas a los neovasos formados alrededor de
los implantes tumorales. Sin embargo, estos depdsitos no se localizaron en otros

6rganos como rifiones o pulmones.

B. Dafios histologicos

Tras conseguir un incremento térmico significativo en el lecho tumoral (Tabla 18 y
Figura 126), se comprobo el grado de la lesion histologica causada por la exposicion al
IRF, tanto en el tejido tumoral como en el paréngquima hepatico, analizado 12 horas

después del ultimo procedimiento.

Tabla 19. Porcentaje y SD de la necrosis tumoral durante la exposicion al IRF de los animales de las 3 condiciones

experimentales.

HT Salino + HT NpM+HT
%necrosis  n %necrosis N %necrosis  n
Tumor 1+25 6 491498 10 19+12,7 18
Higado 0,23+ 0,6 12 0 10 8,8+£3,8 18
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La cuantificacion del porcentaje de necrosis en ambos tejidos, tumoral y sano, se realizd
a doble ciego por parte del Dr. Alberto Saiz Lopez, F.E.A. de Anatomia Patologica del

Servicio de Anatomia Patoldgica del Hospital Galdakao-Usansolo.

Una vez analizadas las secciones histoldgicas de ambos tejidos (Tabla 19 y Figura 129),
extraidos de los animales de cada uno de los grupos experimentales, pudimos
comprobar que aquellos animales sometidos Unicamente a HT apenas presentaban
necrosis, ni en el paréngquima hepatico sano circundante al tumor (0,23 + 0,6%) ni en el
tejido tumoral (1 + 2,45%), donde s6lo una de las 12 muestras analizadas presentaba

necrosis (8%).
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Figura 129. Representacion grafica del porcentaje medio de necrosis y SD tras la exposicion al IRF de los animales

de las 3 condiciones experimentales, en el tejido hepatico (rojo) y el tejido tumoral (azul).

En el grupo Salino + HT, en el que se manipularon la arteria esplénica y hepatica para la
infusion de suero salino, se observa que, tras someter a las ratas a HT, la necrosis del
tejido hepatico peritumoral siguio siendo practicamente nula, y la necrosis del tejido
tumoral analizado se elevd, aproximadamente, hasta el 5%, sin que hubiera pese a ello

diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos en ambos tejidos.

El mayor porcentaje de tejido necrdtico se observd en el grupo de animales que

recibieron una dosis de NpM-RGD previo a terapia térmica. El porcentaje de tejido
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tumoral necrético se multiplico, aproximadamente, por 4 respecto al grupo Salino + HT
(4,9 £ 4,98% vs. 19 + 12,7%; p<0,0001). En este grupo, el paréngquima hepético sano

circundante mostré una necrosis media del 8,8 + 3,8%.

C. Estimacion ecogréfica de la necrosis tumoral esperada

Secundariamente a los objetivos principales de esta Tesis Doctoral, quisimos comprobar
la utilidad de la ecografia como herramienta predictiva de la NTE de las MHCCR

debido a su propio volumen.
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Figura 130. Representacion gréafica de la media y desviacién estandar del volumen de los implantes tumorales (azul)

y la necrosis estimada en secciones histoldgicas de los mismos implantes (verde).

En 48 animales portadores de MHCCR no infundidos con NpM-GRD ni sometidos a
HTM antitumoral, se determiné de forma independiente el volumen de los implantes y
se cuantificd el porcentaje de necrosis tumoral (Figura 130). La media del volumen de
las MHCCR fue de 0,56 + 0,44 cm® y la necrosis determinada por el patélogo fue del

8,1+ 7,4%.

Con éstos datos se realizd un analisis de regresion (Figura 131), obteniendo la formula
de regresion que nos permite predecir, aproximadamente, la NTE para los implantes en

funcién de su tamafio.
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Y =11.29*X + 1.838
304

% Necrosis

0.0 0.5 1.0 1.5
Volumen tumoral (cc)

Figura 131. Andlisis y recta de regresion del volumen y la necrosis tumoral.
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Determinacion de enzimas séricos y metabolitos hepaticos

Para poder comprobar si la terapia térmica, y los procedimientos necesarios para su
aplicacion, induce algun tipo de alteracion no solo a nivel hepéatico, mas alld de la
posible necrosis tumoral, sino también sistémico, se realizaron anélisis de los niveles
séricos de determinados enzimas y también de los metabolitos hepaticos mediante

técnicas de quimica analitica.

A. Cambios enzimaticos

De las muestras sanguineas extraidas a las 12 horas o 10 dias, segin el grupo
experimental correspondiente, se analizaron los valores séricos de: alanina
aminotransferasa o0 transaminasa glutdmico—piravica (ALT o GPT), aspartato
aminotransferasa o transaminasa glutamico—oxalacética (AST GOT), fosfatasa alcalina

(ALP o FA), amilasa, creatina quinasa (CK), lactato deshidrogenasa (LDH) y creatinina.

Al observar los valores del enzima ALT (Figura 132 y Tabla 20), podemos ver que hay
una aumento de sus niveles en plasma sanguineo 12 horas después de realizar los
procedimientos, tanto en ratas portadoras o no de metastasis hepaticas, siendo este
aumento estadisticamente significativo (p<0,05) al compararlo con los niveles
enzimaticos en ratas sanas (no portadoras de metastasis y que no habian sido sometidas

a intervencion alguna).

Los valores de las muestras extraidas a las 12 horas triplicaban, aproximadamente, los
valores de referencia del grupo control (42 + 4,6 U/l). Sin embargo, en las muestras
obtenidas 10 dias después del ultimo procedimiento al que fue sometido el animal,
pudimos comprobar como los niveles séricos de ALT no presentaron diferencias

estadisticamente significativas al compararlos con las ratas sanas control

191



Borja Herrero de la Parte

Tabla 20. Valores promedio y SD de los niveles en plasma sanguineo de los distintos enzimas analizados: ALT, AST, ALP, Amilasa, CK, LDH y Creatinina. Entre paréntesis, las unidades de

medida de cada uno de los enzimas.

ALT U/l)  AST (/) ALP U/l) Amilasa(U/l) CK(U/l) LDH(U/l) Creatinina(mg/dl) n

Control 42+ 4.6 57 3,61 158 + 16,5 2361 + 152 98,3+14,2 63,7+2/,6 0,413 £ 0,035 3
Tumor 46+ 4 943+219 119+87 2083 £+ 140 115+8,5 72,7+9,3 0,397 + 0,038 3

Salino 12h 128 + 38 202+458 128+8,7 1349 + 231 180 +66,1 208 +118 0,384 + 0,057 5

HT 12h 106 + 34 370+ 739 194+304 1410+ 114 191+51,2 172+427 0,454 + 0,057 5}

Tumor HT 12h 124 + 77 388 + 119 156 + 26 1503 + 121 129+96,4 179 +58,9 0,462 + 0,091 6
Tumor Salino+HT 12h 129+ 73 331+121 124 +24;3 1928 + 180 265+82,7 170+1,53 0,462 + 0,135 S)
HT 10dias 417 61+114 111+219 1554 + 181 98,4+11,4 61,7+26,1 0,385 + 0,054 6
Tumor HT 10dias 38+5.2 89,7+ 20 115+ 14 2303 £ 227 100+ 18,8 66,2+11,4 0,328 + 0,053 6
Tumor Salino 10dias 42 +6,6 58,7+ 14,6 9B +7,6 1692 + 184 938+17,2 73,8+304 0,408 + 0,043 4
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Figura 132. Representacion grafica del valor medio y SD de los niveles del enzima ALT en los diferentes grupos

experimentales (datos expresados en Unidades/litro).

Los niveles séricos de AST (Figura 133 y Tabla 20) presentaron un comportamiento

similar, al igual que pudimos comprobar con la ALT.
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Figura 133. Representacion grafica del valor medio y SD de los niveles del enzima AST en los diferentes grupos

experimentales (datos expresados en Unidades/litro).
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Cuando se simul6 la intervencion necesaria para una administracion de NpM-RGD
(Grupo Salino 12h), los valores de enzima determinados en muestras extraidas 12 horas
post-infusion fueron 3,5 veces superiores al control (202 + 45,8 vs. 57 + 3,61 UII,

p<0,05), siendo estadisticamente significativa la diferencia entre ambos.

Lo niveles enzimaticos de los animales que recibieron HT y cuyas muestras fueron
extraidas 12 horas despues de la misma: HT 12h, Tumor-HT 12h o Tumor-Salino-HT
12h, el incremento de ATL fue de 6 veces aproximadamente, hasta valores de 370 £
73,9, 388 = 119 y 331 = 121 UJ/I, respectivamente, con diferencias altamente

significativas respecto al control (p<0,0001).

En las muestras extraidas 10 dias después del ultimo procedimiento, comprobamos,
como en el caso de la ALT, que los valores medidos del enzima no presentaron

diferencias estadisticas respecto al control.

ALP
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Figura 134. Representacion grafica del valor medio y SD de los niveles del enzima ALP en los diferentes grupos

experimentales (datos expresados en Unidades/litro).
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En el caso de la ALP (Figura 134 y Tabla 20), observamos un comportamiento diferente
que en las transaminasas AST y ALT. Solo aquellas muestras de sangre extraidas 10
dias después del ultimo procedimiento presentaron una diferencia significativa respecto

al control.

Los valores medidos en los grupos HT 10dias, Tumor-HT 10 dias y Tumor-Salino 10
dias disminuyeron, aproximadamente, un 30% respecto al control (111 £ 21,9, p<0,05;

115 + 14, p<0,05; y 95 £ 7,6 vs. 158 + 16,5 U/I, p<0,01, respectivamente).
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Figura 135. Representacion grafica del valor medio y SD de los niveles del enzima amilasa en los diferentes grupos

experimentales (datos expresados en Unidades/litro).

Lo valores cuantificados del enzima Amilasa (Figura 135 y Tabla 20) de préacticamente
todos los grupos, excepto los del grupo Tumor (2083 + 140 U/I, p>0,05) y los del grupo
Tumor-HT 10 dias (2303 + 227 U/l, p>0,5), presentaron una disminucion altamente
significativamente de los niveles séricos de éste enzima, comparandolos con el grupo

control (2361 + 152 U/I).
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Figura 136. Representacion grafica del valor medio y SD de los niveles del enzima CK en los diferentes grupos

experimentales (datos expresados en Unidades/litro).

Con la CK (Figura 136 y Tabla 20) ocurre practicamente lo contrario, solamente uno de
los grupos experimentales, Tumor Salino+HT 12h, presenta valores anormalmente
elevados respecto al control (2,7 veces; 265 + 82,7 vs. 97 £11,9, p<0,01) y respecto al

conjunto de animales analizados.

LDH
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Figura 137. Representacion gréafica del valor medio y SD de los niveles del enzima LDH en los diferentes grupos

experimentales (datos expresados en Unidades/litro).
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De similar modo que ocurria con la ALT y AST, los niveles séricos de LDH (Figura
137 y Tabla 20) se muestran significativamente elevados en aquellos grupos cuyas
muestras sanguineas se extrajeron 12 horas después del ultimo procedimiento (infusion

de salino o HT).

Finalmente la Creatinina no mostrd variaciones en sus niveles séricos en ninguno de los

grupos experimentales analizados (Figura 138 y Tabla 20)

Creatinina
Turnor Salino 10dias=—
Tumor HT 10dias
HT 10dias] —
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HT 12h- F—
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0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
mg/d|

Figura 138. Representacion grafica del valor medio y SD de los niveles de Creatinina en los diferentes grupos

experimentales (datos expresados en Unidades/litro).

B. Determinacion metabolitos hepaticos

El primer paso fue analizar muestras de tejido hepéatico para establecer el perfil
metabolémico basal del parénquima sin ser expuesto a HTM o a procedimiento

quirudrgico alguno, salvo la induccién tumoral en el grupo Tumor.

Se observa, en el andlisis multivariante mediante PLS-DA (Figura 139), un
agrupamiento de las muestras en tres grupos diferenciados, quedando bien definidos
cada uno de los tejido analizados: tejido hepatico de ratas sanas, tejido hepatico de ratas

portadoras de implantes tumorales y tejido tumoral de ratas control. Empleando las
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herramientas quimiométricas necesarias, se tratd de identificar las principales variables

responsables de estos agrupamientos.
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Figura 139. Analisis multivariante mediante PLS-DA (Partial Least Squares Discriminant Analysis) del tejido
hepatico de ratas sanas (C, rombo rojo), tejido hepatico de ratas portadoras de implantes tumorales (H-RT-C,
cuadrado verde) y tejido tumoral de ratas control (T-C, tridangulo azul). La linea discontinua marca el intervalo de

confianza del 95%.

La Figura 140, correspondiente a los loadings o variables del primer componente (PC o
LV) del analisis de PLS-DA, nos permite diferenciar entre el tejido tumoral y el tejido
hepéatico. Podemos observar un tejido caracterizado por elevadas concentraciones de
lactato, leucina, alanina, glutamato, piruvato, colina y creatina, entre otros, que
caracterizan el tejido tumoral; mientras que por otro lado, se aprecia un tejido
caracterizado por altas concentraciones de acetoacetato, D-hidroxibutirato, glucosa,
galactosa y glicogeno, entre otros, previsiblemente el tejido hepético. Este primer

analisis componente explica el 68,28% de la varianza del modelo
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Figura 140. Loadings del primer componente (PC o LV) del analisis multivariante mediante PLS-DA.
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Figura 141. Loadings del segundo PC o LV del analisis multivariante mediante PLS-DA.

Los loadings del segundo PC (Figura 141), nos diferencian, principalmente, entre el
tejido hepatico de la ratas sanas y las ratas portadoras de implantes tumorales. En este
caso las diferencias las marcan el lactato, en el tejido hepéatico de ratas sanas, y la
betaina, taurina y la N-6xido de Trimetilamina (TMAOQO), que son caracteristicas del

tejido hepatico de ratas portadoras de implantes tumorales.

Ademaés, para poder realizar una valoracién mejor, y mas visual, de las variaciones de
los metabolitos que fuimos capaces de identificar en los loadings de las Figuras 140 y
141, los datos obtenidos de los VIP se normalizaron respecto de los valores
cuantificados en el tejido hepatico del grupo control. Se observa, que los valores
relativos de los metabolitos que aparecen sobreexpresados en el tejido hepéatico sano de
ratas portadoras de tumores (Control con tumor) son detectados en menor cantidad en el

tejido tumoral de dichos animales (Tumor), y viceversa (Tabla 21).
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muestran los desplazamientos quimicos (ppm) de los metabolitos identificados.

Tabla 21. Valores VIP normalizados de los metabolitos identificados en los espectros del tejido hepatico de ratas
portadoras de tumores (Control con tumor) y tejido tumoral (Tumor), respecto a la cantidad detectada en el tejido
hepético sano de los animales del grupo Control. Sombreados en verde los metabolitos detectados en menor

cantidad respecto al tejido hepatico control y en rojo aquellos metabolitos detectados en mayor cantidad. Se

metabolite ppm Control
leucine/isoleucine 0,966 1,00
valine 0,984 1,00
D-Hydroxybutyrate 1,187 1,00
lactate 1,325 1,00
alanine 1,492 1,00
lysine 1,719 1,00
acetate, acetoacetate 1,921 1,00
N-acetyl functions of glycoprotein 2,053 1,00
glutamine 2,152 1,00
glutamate 2,359 1,00
pyruvate 2,408 1,00
gluthathione (oxidized) 2,559 1,00
aspartate 2,805 1,00
creatine 3,040 1,00
choline 3,225 1,00
GPC (sn-glycerol-3-phosphocholine) 3,233 1,00
PC (phosphatidylcholine) 3,250 1,00
taurine, trimethylamine-N-oxide 3,271 1,00
betaine 3,359 1,00
a-glucose 3,424 1,00
glycine 3,553 1,00
citrate 3,562 1,00
threonine 3,609 1,00
free glycerol 3,651 1,00
ascorbic acid 4,504 1,00

(Figura 142).

Control

Tumor

A continuacion, una vez establecidos lo niveles basales de los distintos tejidos a
analizar, se procedié a realizar otro anélisis multivariante mediante PLS-DA Unicamente
con las biopsias hepaticas obtenidas de cada uno de los grupos experimentales, tanto de
ratas sanas, ratas portadoras de implantes tumorales o cualquiera de los procedimientos

descritos anteriormente en el correspondiente apartado de experiencias realizadas
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Figura 142. Analisis multivariante mediante PLS-DA de las distintas muestras de tejido hepatico de todos los grupos

-2 0 2
Scores on LV 1 (20.97%)

4 6

x107°

experimentales. La linea discontinua marca el intervalo de confianza del 95%.

A grandes rasgos, se puede observar que obtenemos 3 grupos o clusteres de “perfiles
metabolomicos”. En la parte superior derecha se sitian las muestras de animales en los
que se simuld el procedimiento de infusion i.a. (elipse verde), en la zona media se
agrupan los grupos control empleados en las determinaciones basales que se muestran
en la Figura 139 y aquellas muestras de tejido hepatico que fueron tomadas 10 dias
después del ultimo procedimiento (elipse azul) y, finalmente, en el cuadrante superior
izquierdo, quedan agrupadas las muestras procedentes de los animales que fueron
expuestos a HTM (elipse roja). EI unico grupo experimental que no queda claramente
definido en alguna de las tres agrupaciones anteriores es el que recibi6 infusion i.a. de

salino, fue expuesto a HTM y cuyas muestras se extrajeron en las 12 horas siguientes

(circulo verde).
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Tabla 22. Valores normalizados de los metabolitos identificados en los VIPs en el tejido hepatico de los diferentes grupos experimentales, respecto al tejido hepético de ratas sanas control.

Sombreado en verde aquellos grupos en los que la determinacion metabdlica fue menor respecto al control (menor cantidad determinada cuando mayor es la intensidad del sombreado verde) y

sombreado en rojo aquellos grupos en los que la determinacion metabdlica fue mayor respecto al control (mayor cantidad determinada cuando mayor es la intensidad del sombreado rojo).

Control HT Tumor HT Tumor Salino HT Tumor HT
metabolite ppm Control con tumor 12h 12h Salino+HT 12h 10dias 10dias
leucine/isoleucine 0,966 1,00
valine 0,984 1,00
D-Hydroxybutyrate 1,187 1,00 2,24
lactate 1,325 1,00 1,94
alanine 1,492 1,00
lysine 1,719 1,00
acetate, acetoacetate 1,921 1,00
glutamate 2,133 1,00
pyruvate 2,408 1,00
glutamine 2,480 1,00
gluthathione (oxidized) 2,565 1,00
asparagine 2,960 1,00
creatine 3,040 1,00
choline 3,225 1,00
GPC (sn-glycerol-3-phosphocholine) 3,233 1,00
PC (phosphatidylcholine) 3,250 1,00
betaine 3,359 1,00
a-glucose 3,424 1,00
glycine 3,553 1,00
citrate 3,562 1,00
threonine 3,609 1,00
free glycerol 3,651 1,00
glucose-1-Phophate-(Glycogen) 4,504 1,00
ascorbic acid 4,515 1,00
glycogen 5,416 1,00
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Al igual que en el primer analisis multivariante con los tejidos control, se realizé una
normalizacion (Tabla 22) de los valores VIP de aquellos metabolitos que pudieron ser
identificados y que era responsables de los clisteres que se observan en la Figura 142,
respecto al tejido hepatico de ratas sanas (valor basal de referencia). Ademas, también
se realizO una representacion grafica a fin de facilitar la interpretacion de los datos
reflejados en la Tabla 22, incluyéndose sélo aquellos metabolitos que presentaban

mayores implicaciones en el modelo generado en la Figura 142.

& Control
i Control con tumor
10 HT 12h
ESTumor HT 12h
Tumor Salino+HT 12h
Salino+HT 12h
HT 10 dias
Tumoer HT 10 dias
reference level

VIP signal increment
[=3]

2

: .llL.u-..[.ll

Glucosa  Piruvate  Lactato Citratc  Fumarate D-hidroxibutirato

Figura 143. Valores normalizados de glucosa, piruvato, lactato, citrato, fumarato y D-hidroxibutirato de los distintos

grupos experimentales, respecto a animales sanos del grupo control (linea discontinua roja).

En las Figuras 143 y 144 se observa, con mayor claridad que en la Tabla 22, como hay
un patron en las alteraciones que sufren los distintos grupos experimentales en funcion
del tiempo en el que se realiza el andlisis. Las determinaciones que se realizaron en las
siguientes 12 horas a la realizacién del ultimo procedimiento en los animales, bien sea
HTM o la infusion de suero salino, muestran una alteracion, bien sea elevacion o
disminucion en el caso del piruvato y citrato, en los niveles de los metabolitos; por el
contrario, cuando trascurren 10 dias entre el Gltimo procedimiento y la toma de
muestras, los valores se mantiene proximos al nivel basal, o al menos, no sufren

modificaciones en gran medida respecto de él.
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Figura 144. Valores normalizados de glutation, colina, betaina y asparragina de los distintos grupos experimentales,

respecto a animales sanos del grupo control (linea discontinua roja).

El mismo patron de alteraciones sigue el ratio lactato-piruvato (L:P) (Figura 145). La
relacién de ambos en ratas portadoras de tumores se situd ligeramente por encima de
3:1. En los grupos analizados a las 12 horas, el L:P se elevd por encima de 6:1.
Mientras que, si observamos éste indice a los 10 dias, vemos que en los animales sanos
que fueron expuestos a HTM el ratio volvié a valores basales, como en el higado
control; sin embargo, permanecié ligeramente por encima de 2:1 en el tejido hepatico de

ratas portadoras de implantes tumorales.
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Figura 145. Ratio lactato-piruvato (L:P) obtenido a partir de los valores normalizados de la Tabla 22. La linea de

discontinua roja representa el L:P del tejido hepatico sano de ratas control.
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El CCR fue, en 2016, responsable directo del 3,1% de las muertes ocurridas en la UE;
siendo el segundo tipo de neoplasia en cuanto al niimero de muertes ocasionadas®. Un
elevado porcentaje de pacientes afectados por CCR desarrollaran, en algin momento de
la enfermedad, metastasis de asiento hepatico. Para estos pacientes, la opcién
terapéutica clasica, y que aun hoy dia presenta mayores SLP y SG, es el abordaje

quiruargico de las MHCCR.

Sin embargo, pese a ser el procedimiento deseado, no siempre es posible de realizar vy,
otras veces, su eficacia puede ser cuestionada, ya que micrometastasis no detectables en
el acto quirdrgico o por técnicas diagndsticas pueden quedar en el higado restante,

produciendo la reaparicién o recidiva de la enfermedad.

En este contexto se ha desarrollado este trabajo, orientado a la deteccion y tratamiento
de esas micrometastasis o células tumorales que pudieran quedar circulantes en el
organismo, mediante una terapia experimental selectiva basada en la HTM mediada por

NpM.

De aqui en adelante, se discutiran los resultados, anteriormente presentados, relativos al
uso de la HTM selectiva mediada por NpM en el tratamiento experimental de MHCCR.
También, gracias a todas las pruebas realizadas durante el periodo de experimentacion,
comentaremos la utilidad de la ecografia como elemento predictor de la necrosis
tumoral, ademéas de valorar la idoneidad de los analisis de enzimas hepaticas y
sistemicas en plasma sanguineo y el perfil metaboldmico del parénquima hepatico,

como evaluadores del dafio hepatico tras la HTM.
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Respuesta in vitro y ex vivo a la hipertermia

A. Sensibilidad a la temperatura de las células en cultivo

La exposicion in vitro de las células tumorales CC531 al insulto térmico resulté en un
descenso brusco de la capacidad de proliferacion celular (Figuras 78 — 80), coincidiendo
con resultados de otros autores que también comprobaron una mayor sensibilidad de las

células tumorales en cultivo a la HT?%42%,

Esta alta sensibilidad de las células tumorales ante la HT podria explicarse por las
diferencias fisiol6gicas que éstas presentan respecto a las células “normales” o sanas,
fundamentalmente en su metabolismo. Entre otras, por ejemplo, las células tumorales
tienen unas tasas de produccion de ATP, necesario para su crecimiento y proliferacion,
muy bajas, ya que por cada molécula de glucosa apenas producen 2 moléculas de ATP,
frente a las 36 moléculas que obtienen las células sanas; éste hecho se debe a que las
primeras emplean la ruta fermentativa, transformando glucosa en &cido lactico, mientras
que las células sanas emplean la via oxidativa del Ciclo de Krebs, mucho mas eficiente

desde el punto de vista energético®®.

La determinacion de la temperatura usada para la induccion de HT in vitro fue, junto al
tiempo, un factor critico en el disefio del protocolo experimental. Diversos trabajos
publicados emplean diferentes temperaturas y tiempos de exposicion®"=2%. El tiempo y
la temperatura a la que son expuestas la células influye en los cambios que éstas
manifestaran tras el shock térmico. Mientras que temperaturas superiores a los 43° C
(rango entre 43 — 47° C) inhiben la sintesis de DNA y RNA y algunas proteinas®® y, por
tanto, ralentiza o detiene el crecimiento celular, llegando incluso a provocar la muerte
de las células, la exposicion a temperaturas no superiores a los 41 — 42° C induce, tras
volver a temperaturas 6ptima de cultivo (37° C), la produccién de las denominadas heat
shock proteins, la cuales son capaces de producir termotolerancia en las células,

permitiendo su proliferacién en condiciones de HT moderada®=%: por tanto,
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dependiendo de la intensidad, el shock téermico puede inducir o bloquear la proliferacion

celular.

En pruebas previas llevadas a cabo en nuestro Laboratorio para definir las condiciones
experimentales a utilizar en ésta Tesis Doctoral, analizamos la combinacion de distintas
condiciones experimentales para la HT in vitro. Realizamos series experimentales a 43,
45 y 47° C de exposicion durante 30, 45 y 60 minutos. Comprobamos que a
temperaturas inferiores a las utilizadas en este Trabajo, la recuperacion celular era tan
rdpida que no dejaba tiempo a testar con posterioridad los efectos de una terapia
combinada con quimioterapicos usados con el tratamiento del CCR metastasico.
Ajustada la temperatura, el tiempo de exposicion se definio bajo el mismo criterio, con
un tiempo de incubacion de 30 minutos a 47° C la recuperacion celular era demasiado
precoz; sin embargo, cultivando las células a 47° C durante 60 minutos, el efecto sobre
la viabilidad y crecimiento celular era tal, que no permitia realizar ninguna medida
sobre la proliferacion y el estado de las células, ya que provocaba la muerte de

practicamente la totalidad de los cultivos®’.

Este descenso en la proliferacion celular se ve mantenido en el tiempo; incluso hasta 48
horas después de someter a los cultivos a HT, la proliferacién celular, estrechamente
relacionada con un 6ptimo estado funcional de las células, sigue descendiendo. Solo a
las 72 horas se aprecia un repunte en el crecimiento celular. Este comportamiento
podemos compararlo con lo que podria ocurrir in vivo tras una RH, o cualquier otro
procedimiento ablativo, que en principio parece exitosa pero que, tras un periodo de
tiempo y debido a que no se realiz6 de forma completa o al pool de células tumorales
circulantes con capacidad de recidivar, genera la reaparicion de la enfermedad

metastasica®**3%,

También vemos, comparando los datos segun el tiempo de
crecimiento de los cultivos previo a la HT, que no existen diferencias significativas

entre las células con un tiempo de cultivo previo de 24, 48 0 72 horas.

Esto, nos permite disponer de una buena herramienta para estudiar, in vitro, la
aplicabilidad clinica de combinaciones terapéuticas basadas en enfoques

interdisciplinares en el tratamiento de las MHCCR.
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En esta linea, analizamos el posible uso combinado de la HT y de dos quimioterapicos
usados comunmente para el tratamiento de las MHCCR, ATRA y 5-FU, tanto por

separado como un coctel formado por ambos.

En el caso concreto de ATRA, comprobamos que el pretratamiento durante 24 con
ATRA 10 uM resultd ser el de mayor eficacia, bien sélo o combinado con 5-FU 0,25
pg/ml. Como ya hemos comentado, tras la HT se observaba un repunte del crecimiento
celular a las 72 horas pero, combinado ambos tratamiento se aprecia que la
quimioterapia previa bloquea el reinicio de la proliferacion celular entre las 48 y las 72
horas (Figuras 82 — 84 y Figuras 88 — 90, respectivamente). Sin embargo, no podemos
atribuir al 5-FU en solitario un efecto similar, al contrario de lo que hubiésemos

esperado seguin los resultados recogidos en otros trabajos>*®%,

El uso combinado del ATRA o 5-FU, o ambos a la vez, al mismo tiempo que la HT dio
lugar a un bloqueo mas rapido y de mayor entidad del crecimiento celular, mantenido en
el tiempo hasta el final de las experiencias llevadas a cabo (Figuras 106 — 114). Asi,
segun nuestros resultados obtenidos in vitro, podriamos asumir que al igual que la
quimioterapia neoadyuvante usada como complemento a la RH ha demostrado unos

buenos resultados y tener gran utilidad clinica®*®

, la quimioterapia adyuvante en
tratamientos de ablacion tumoral mediante calor, como la HTM mediante NpM, las MO
o la ARF, podria resultar beneficiosa, tal y como se recoge algunos trabajos

recientes®103,
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B. Respuesta del parénquima hepético ante la exposicion a un campo

magnético externo

La eficacia del tratamiento y el calentamiento inducido en los tumores sometidos a
HTM mediada por NpM esta sumamente condicionada por parametros dependientes del
tejido, como su conductividad eléctrica, calor especifico o la perfusion sanguinea, y por
factores dependientes del inductor de RF (tipo de aplicador, frecuencia, intensidad,

etc)**?,

Ya que los parametros concernientes al IRF fueron ampliamente analizados y discutidos
en el trabajo de Tesis Doctoral del Dr. Eneko Garaio®®*, aqui solo se discutira lo
referente a los parametros dependientes o relacionados con el tejido en el que se aplique

el campo magneético mediante un IRF externo y la relacion entre ambos.

En la primera aproximacion realizada para la induccion de HTM se emplearon NpM
comerciales de elevado SAR suspendidas en agua destilada. Se logré una elevacién de
11° C de la temperatura respecto al 16bulo hepatico no tratado (Tabla 9). EI empleo de
este medio como vehiculizante de un magnetofluido con fines terapéuticos, sustentado

por abundante literatura®>***

, permite la Optima dispersion de las NpM, ya que la
presencia de iones en el medio ocasiona la agregacion de las mismas; sin embargo, a
pesar de los buenos resultados logrados en términos de incremento térmico en el modelo
ex vivo respecto al otro vehiculo usado, el suero salino, 11° C vs. 4° C, respectivamente,
se descartdé su uso. Esta decision se fundamenté en las indeseables consecuencias
fisiologicas asociadas a la administracion endovascular de agua destilada en el

organismo, como fracaso renal agudo®®, hemolisis y/o dafios en la intima de los vasos

sanguineos'®, entre otros.

Los incrementos térmicos totales conseguidos, tanto con NpM comerciales (Tabla 10),
como de sintesis propia (Tabla 11), fueron muy similares (6 vs. 5° C,
aproximadamente). Sin embargo, hay que destacar que, pese a las buenas medidas de
SAR que se obtuvieron de estas muestras, en ambos casos apenas se consiguié alcanzar

la mitad de la temperatura conseguida con las NpM comerciales suspendidas en agua
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destilada; todo ello pese a haber realizado dos insultos térmicos, con una duracion total
mayor que en la primera experiencia, en los que se expuso al tejido hepatico a un mayor

campo magnético.

Con todo esto, el vehiculo que finalmente se empled para la suspension de las NpM
resulté en una dilucion de PBS que contuviera la cantidad necesaria de sales para no
ocasionar dafos fisiologicos en el animal, o que éstos fueran de la menor entidad
posible, y que ademas tuviera la concentracion minima posible de iones, sobre todo de

317,318
M

cloruro, para que no propiciase la agregacion de las Np , Y que por tanto redujera

su SAR.
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Adhesion de la secuencia RGD a las células en cultivo y su
utilidad como agente de contraste selectivo por el tejido

tumoral

El RGD-fluoresceina usado in vitro demostr6 tener capacidad de adhesion a la células
tumorales de la linea CC531. Este hecho nos permitié corroborar, en parte, nuestra
primera hipdtesis de trabajo, y es que el RGD quedaba depositado sobre los clusteres de
células, tal y como nos permitieron comprobar las imagenes de microscopia 6ptica de

fluorescencia tomadas (Figura 110).

Ademas, esta adhesion podemos considerarla estable y permanente, al menos durante el
tiempo que duraron las experiencias in vitro, un maximo de 4 horas (Figura 109); si

bien, el méximo de fluorescencia emitido se registrd tras dos horas de exposicion.

Pese a no haberse encontrado publicaciones similares a esta experiencia, si que hay
trabajos que emplean la secuencia RGD para mejorar o potenciar la adhesion de las
células por otros compuestos, como diversos biomateriales. En este sentido, Hansson et
al., empleando un biomaterial de quitosano funcionalizado con RGD consiguieron
incrementar entre 3 y 5 veces la adhesion inicial de las células por el quitosano, ademas
de incrementar la interaccion del biomaterial y el tejido circundante®*®. También
Dowling et al. emplearon en sus estudios moléculas de RGD, tanto lineales como
ciclicas, para recubrir substratos, consiguiendo incrementar la adhesion celular por
ellos®®. Estos dos trabajos, a modo de ejemplos, junto con nuestros resultados in vitro
con RGD marcado con fluoresceina, nos permiten demostrar que la secuencia RGD se

adhiere a las células tras exposicién in vitro.

Para completar estos ensayos de afinidad in vitro de la secuencia RGD por la linea
celular empleada en esta Tesis Doctoral, y comprobar también su utilidad como
contraste yodado selectivo, se llevo a cabo un estudio in vivo empleando una de las
técnicas de diagndstico por imagen cominmente empleadas en la practica clinica, la

TCMC. En este caso, para poder localizar las zonas donde queda adherido el RGD, se
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empled una secuencia RGD a los que se adicionod yodo, facilmente detectable mediante

TCMC3,

Sin embargo, pese a la buena capacidad de los compuestos yodado como agentes de
contraste, su principal handicap es el limitado tiempo que permanecen en el organismo,
ya que en apenas unos minutos desde su administracion, resulta lavado y eliminado a

través de la orina (el 90% es filtrado y excretado en 20-30 minutos) y la via biliar*?.

Ya demostramos, en ensayos preliminares presentados, que el RDG-I disefiado y
empleado en este Trabajo presentaba tiempos de permanencia en el lecho tumoral

superiores a las 3-4 horas®®

. Ahora, en funcion de la cantidad de yodo administrado
junto con los RGD (Tabla 13), hemos sido capaces de determinar y definir las
diferencias de atenuacion detectadas mediante TCMC, determinando cual podria ser la

concentracion optima de yodo a administrar.

También vimos que, en todos los compuestos RGD-i empleados, las cantidades de yodo
requeridas para lograr valores de atenuacion, en el tumor y/o en el higado, similares o
superiores a los agentes tradicionales, como el Visipaque®, eran menores. Este hecho
representa 0 aporta una ventaja afiadida a las ya mencionadas antes, mayor tiempo de
permanencia en el cuerpo y a la especificidad por el tejido tumoral del RGD-i, y es que
reduce el yodo que se infunde al cuerpo vy, por tanto, reduce la toxicidad que podria
ocasionar en pacientes con otras patologias, especialmente en enfermos con una funcion
renal y/o hepatica comprometida, asi como aquellos con hipersensibilidad a los

contrastes yodados®**.

Aunque los compuestos RGD-i con menor cantidad de yodo, RGD-i 52 y RGD-i 53,
consiguieron unos valores de atenuacién hepatica y tumoral mayores que el
Visipaque®, esto no se correlaciond con un incremento de la concentracion de yodo
determinada por gramo de tejido: no se apreciaron diferencias en la cantidad de yodo
respecto al Visipaque®. Ni la bibliografia consultada, ni nuestra experiencia nos
permite dar una explicacion a este hecho o atribuirlo a alguna circunstancia del

procedimiento experimental, salvo a la propia estructura y longitud del RGD-i*®. Las
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cadenas de los linkers de los compuestos RGD-i 52 y RGD-i 53 eran de menor longitud,
lo que pudo dar lugar a una menor afinidad de las moléculas RGD por las integrinas
avPs; Si bien, esto sigue sin explicar la discordancia entre los valores de atenuacion

elevados y la baja concentracién de yodo detectada en ambos tejidos.

Esta Tesis Doctoral establece como hipétesis de partida que un magnetofluido
funcionalizado con RGD podria tener una doble funcion, por un lado potenciar la
sensibilidad diagnostica de la IRM para la deteccion de MHCCR de pequefio tamafio v,
ademaés, secundariamente ser capaz de inducir HTM al ser expuesto a un IRF externo y
provocar la ablacion de las lesiones cancerosas; es decir, que las NpM-RGD

funcionarian como un agente terandstico.

Una vez comprobado que los RGD-i se adherian al tejido tumoral y que, mediante
TCMC, fuimos capaces de detectar su presencia, se sustituyo el yodo de su estructura
guimica por NpM. Usando la IRM también pudimos observar la presencia de NpM-
RGD en el tejido tumoral (Figura 113), donde se detectd una caida de sefal del 80%

atribuible a la presencia de Fe exdgeno tras la infusion de NpM-RGD.

Estos hallazgos concuerdan con la literatura existente, donde también se demuestra que
agentes teranésticos basados en NpM potencian la sensibilidad de la IRM3**3%_ Las
imagenes de la secuencia T2* de IRM (Figura 113C y F) y los posteriores estudios
histopatolégicos con tincion de Perl’s (Figura 118) muestran una buena relacion,
aunque la deteccion sea mucho maés precisa en los analisis histologicos; las secciones
histologicas de los implantes tumorales muestran depdsitos selectivos de NpM-RGD en
el estroma peritumoral y alrededor de las estructuras vasculares, pero sin llegar a
penetrar en el interior del implante, al igual que se aprecia en las imagenes de IRM,
donde hay una caida en la IS en la periferia del tumor, apenas perceptible en el interior

del mismo.

Hecho que también fue descrito en similares términos por Lee en su trabajo®’ con
conejos portadores de CHC inducido mediante células VX2; las imagenes

histopatoldgicas evidenciaron que las microparticulas magnéticas embolizantes que
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empled quedaban depositadas en la periferia tumoral y sélo aquellas de muy pequefio
tamanos llegaban a penetrar dentro del implante, pero siempre cerca de estructuras

vasculares.

A pesar de haber comentado que nuestros resultados en la deteccion de las NpM-RGD
mediante IRM coinciden con la literatura revisada, nuestro éxito es relativo. Para la
deteccion y medida de la IS y posterior estimacion de la cantidad de Fe en los tejidos,
tuvimos que valernos de la secuencia STIR de la IRM para la localizacion anatdmica
inicial de los implantes. Las secuencias DP* y T2*, pese a detectar relativamente bien
los depdsitos de Fe, no sirvieron para realizar el diagnéstico de las lesiones tumorales
debido a la captacion de NpM-RGD por parte del parénquima hepatico sano, que
artefactd la imagen y no permitio delimitar la extension o volumen total de la masa
tumoral. Por esto mismo, tampoco se pudo correlacionar la concentracién de Fe
cuantificada mediante ICP-MS con la determinacion realizada por la IRM, ya que el Fe
de las NpM provoca tal caida de la IS que impide realizar un célculo minimamente

aproximado.

En otros trabajos, este problema no es tan evidente, o logran evitarlo, empleando
equipos con campos magnéticos mas elevados que permitan una deteccidn mas
precisa®?®, o emplean compuestos magnéticos con otro tipo de cubierta que evite la

E135

captacion de las NpM por las células del SFM o del SR 0 Su agregacion para

conseguir una mejor dispersién por la superficie tumoral®®>.

Todas estas variables implicadas requieren de estudios mucho méas exhaustivos y
profundos para poder establecer mas detalladamente las condiciones experimentales o
los protocolos a seguir dependiendo de las caracteristicas del tumor al que nos

enfrentemos.
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Modelo de induccidn de metastasis hepaticas

El desarrollo del modelo animal de metastasis hepaticas para este trabajo no presentd
demasiada dificultad, ya que nuestro Grupo tiene amplia experiencia en él y lleva

empleandolo, satisfactoriamente, en diversos trabajos en los ltimos afios?**%.

Si es verdad que nuestro modelo de induccion, comparandolo con otros también
propuestos y validados, tiene un rendimiento menor en el desarrollo de metéstasis
hepaéticas; por ejemplo, la infusién intraportal de células tumorales provoca el desarrollo
de metastasis hepaticas en aproximadamente el 90% de ratones desnudos que recibieron

una dosis de 10° células de la linea HT-29%%

, un porcentaje que es, aproximadamente,
un 20-30% superior al conseguido con el modelo utilizado en este trabajo. A pesar de
ser un método que aporta ciertos beneficios, como la reduccion del namero inicial de
animales necesarios para lograr el nimero deseado de casos positivos, no esta exento de
desventajas; por ejemplo, en este mismo estudio, Thalheimer et al. constataron que en el
63% de los ratones que desarrollaron MHCCR habia presencia de células tumorales en

la médula 6sea.

La induccién tumoral mediante la administracién intraesplénica®®’?%?232° de |as

células tumorales es otro de los modelos validados para la induccion tumoral. A través
de esta via de administracion, el porcentaje de animales que presentan MHCCR es muy

variable, desde apenas el 20% hasta el 100% de los casos, segun autores.

A pesar del menor éxito en el desarrollo de tumores, elegimos la puncion hepatica
directa como método de induccién de MHCCR por dos cuestiones cruciales para este

trabajo de Tesis Doctoral:

— En primer lugar, era necesario el desarrollo de un Unico implante tumoral en el
higado para poder realizar un seguimiento ecografico adecuado del crecimiento
y volumen tumoral.

— Y ademas, el implante debia alcanzar un tamarfio suficiente como para permitir la

colocacion del sensor térmico en su interior durante el tiempo de exposicion al
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IRF y poder observar asi las variaciones de temperatura a lo largo de éste

tiempo.

Los dos modelos anteriormente comentados, inyeccion intraportal e intraesplénica, no
cumplian ninguno de estos requisitos; el nimero de metastasis que se desarrollan no es
predecible en ninguno de los modelos, ni tampoco el lugar de aparicion de las MHCCR.
Ademas, si en estos modelos se permitiera que las metastasis alcanzasen el tamario
necesario para la introduccion en su interior de la sonda de temperatura, el grado de
invasion tumoral que presentaria el higado, haria que no fuese ético el mantenimiento

con vida de los animales de experimentacion.

Asi mismo, nuestro Grupo también presento y valido en 2011 un modelo de induccién
tumoral percutéaneo ecoguiado®’®. Esta técnica es a priori menos invasiva y lesiva para
el animal, al no requerir un abordaje quirdrgico mediante laparotomia media

subxifoidea, y, por lo tanto, agilizando o mejorando el tiempo de recuperacion posterior.

Sin embargo, al tratarse de un modelo mas costoso en términos de tiempo
procedimental, con el consiguiente aumento del tiempo que el animal esta bajo anestesia
(4 minutos mediante puncion directa vs. 10 minutos puncion ecoguiada), junto con un
dificultad afnadida para el control de la hemorragia posterior al pinchazo en el
parénquima hepatico, hizo que también fuera descartado para la realizacion de las

experiencias que aqui han sido recogidas.
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Abordaje vascular para la infusion de un compuesto

teranostico

Sobre el modelo de administracién del magnetofluido terapéutico, nos decantamos por

un abordaje quirdrgicamente mas complejo que otras vias de administracion defendidas

|174,175,177 188-190

por otros autores, como la intratumora 0 endovenosa . En las fases
iniciales del desarrollo de esa Tesis Doctoral, se plantearon y realizaron pruebas piloto
para contemplar otras posibles vias de administracién, ademas de la intrarterial

finalmente elegida.

Cuando ensayamos la via administracion i.t. resultdé ser un procedimiento sumamente
sencillo, facil de replicar y que por tanto nos podria permitir conseguir series
experimentales con un numero de animales suficientemente amplio; sin embargo, con
los andlisis histoldgicos, vimos que los depositos de NpM en el interior del tumor no
eran nada homogéneos, existiendo zonas con una elevada cantidad de NpM y otras en
las que apenas habia, y siempre condicionada su presencia a los trayectos descritos por
la aguja. Al someter estos implantes a HTM se conseguia, al igual que lo descrito por

otros autores'’4!"’

, elevadas temperaturas en el interior del tumor, causando la
consecuente necrosis de esa zona; pero la periferia tumoral y el entramado vascular que
irriga al tumor seguian intactos y, posiblemente, con capacidad de proliferar y continuar
con su crecimiento; por estos motivos rechazamos una puncion i.t. directa, pese a poder
conseguir con ella mayores concentraciones intratumorales de NpM vy evitar la
necesidad de funcionalizar las NpM con moléculas que reconozcan dianas para su

adhesion celular.

La administracion i.v. también resultd ser mas sencilla metodolégicamente hablando.
Bien a través de una pequefia incision en la zona inguinal del animal, podiamos alcanzar
la vena femoral y por ella administrar el magnetofluido, o bien mediante un laparotomia

media exponer la vena ileocélica e infundirlas sistémicamente.
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En ambos casos, si nos atenemos a los parametros que anteriormente hemos comentado
para rechazar la puncién i.t., son vias de administracion que, inicialmente, por la
vascularizacion del propio higado, podrian permitir una llegada més o menos directa de
las NpM al territorio hepético, ya que el retorno venoso de la sangre hacia el corazon
pasa previamente por el ahi. Sin embargo, durante el crecimiento tumoral, las MHCCR
desarrollan su vascularizacion a partir de ramas arteriales provenientes de la arteria
hepética’’; esta peculiaridad hace que, para que las NpM-RGD lleguen al territorio
tumoral, tengan que dar una vuelta completa al sistema circulatorio de la rata con la

consiguiente dilucién y pérdida de magnetofluido a lo largo del organismo.

Ademas, atendiendo a lo que ocurre en la practica clinica, los procedimientos
intervencionistas para el abordaje del territorio hepatico para el tratamiento de MHCCR
se realizan via arterial y, con nuestro modelo, pretendiamos replicar en la medida de lo
posible esta via de acceso. Pero sin duda, el elemento clave que nos hizo decantarnos
por la ruta de administracion i.a. fue que mediante ella podemos abordar el tratamiento
de micrometastasis de tamafio muy reducido, e inclusive células tumorales aisladas.
Para ambos casos, por su reducido tamafio y dificil o imposible deteccion y localizacion
anatémica, hoy en dia no hay tratamiento terapéutico posible, mas que la quimioterapia
sistemica poco selectiva y con efectos para todo el organismo; el planteamiento aqui
presentado permitiria llegar a tratar estas micrometastasis sin causar dafios o efectos

adversos en el organismo.

Por tanto, hemos podido validar un modelo de administracion intrarterial, que ha
demostrado ser eficaz para lograr depositos selectivos de NpM-RGD en el estroma
peritumoral y en los neovasos formados para irrigar a los implantes (Figura 118). Estos
depdsitos y su distribucion parecen coincidir con los hallazgos histologicos publicados
por otro autores que, al igual que nuestro Trabajo, se decantan por un abordaje arterial

més directo para la administracién de un magnetofluido terapéutico™® %,
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Hipertermia local selectiva mediante NpM-RGD

El objetivo principal, e hilo conductor, de ésta Tesis Doctoral ha sido el desarrollo o
ensayo preclinico de una terapia contra las MHCCR basada en NpM-RGD con

capacidad de adhesion selectiva por el tejido tumoral.

Gracias a las sondas térmicas que se colocaron en el tejido tumoral, parénquima
hepético sano y recto, pudimos registrar y determinar las variaciones de temperatura en

cada uno de estos lugares durante la exposicion al IRF externo.

El primer paso, debido a que la bibliografia existente para nuestro modelo animal y de
infusion de NpM es mas bien escasa, fue establecer el campo magnético a aplicar a los
animales, de tal forma que fuera seguro para ellos, pero a la vez consiguiese la
destruccion tumoral. En este sentido, quizds los trabajos de referencia son los

desarrollados por el Prof. I. A. Brezovich y colaboradores®®**"

, que establecieron
tedricamente el campo magnético maximo tolerable, cuando éste se aplica sobre el torax

de un individuo adulto, H-f = 4,23 x 108 A/m- s.

En estudios posteriores sobre individuos adultos que fueron sometidos durante una hora
a HT, sin que éstos describieran sensaciones de dolor o malestar, establecieron el Limite

o Criterio de Brezovich, es decir, el limite del producto de H-f al que podian ser

expuestos los pacientes para una terapia de HT, H-f = 4,85 x 10® A/m- s.

Con posterioridad a los estudios de Brezovich, otros autores han sugerido otros limites
para el producto H-f. Por ejemplo, Bellizzi y colaboradores propusieron que el Criterio
de Brezovich era muy restrictivo y poco eficaz para el tratamiento de tumores cerebrales
y que por tanto, el limite del campo magnético deberia aumentarse entre 2 y 4 veces;
ademas, esto permitiria el uso de concentraciones menores de NpM (< 10 mg/ml) y de
menor tamafio (<10 nm)**. Hergt & Dutz'*°, elevaron el Limite de Brezovich en un
orden de magnitud, 5 x 10° A/m- s, préximo al nuestro, sin que ello reportase problemas

de supervivencia o malestar en los individuos.
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En nuestro trabajo, el campo magnético empleado in vivo ha sido de 606 kHz de
frecuencia y una intensidad de 14 kA/m, con un producto H-f de 8,489 x 10° A/m- s, es

decir, casi 18 veces superior al Criterio de Brezovich.

Para las primeras experiencias in vivo realizadas en esta Tesis Doctoral, debido a la
escasa bibliografia para usarla como referencia para nuestro modelo animal de HTM,
realizamos la comparacion entre dos regimenes de exposicion de igual frecuencia pero
de intensidad variable. En cualquiera de los grupos experimentales expuestos a HTM
(HT, Salino+HT o NpM+HT), encontramos que en el régimen A hubo un mayor

porcentaje de animales fallecidos (Figura 121-Figura 123).

La diferencia entre ambos regimenes radico en la intensidad del campo magnético. En
el régimen A se mantenia la maxima intensidad (14 kA/m) durante un tiempo prefijado
de 16 minutos y, en los Gltimos 5 minutos, se bajaba a 11 kA/m. En el régimen B la
intensidad era variable entre 14 y 4 kA/m para mantener la temperatura hepatica en un
maximo de 43° C. Esta temperatura se determiné a raiz de una experiencia en las que
fallecieron casi todos los animales sometidos al régimen A y cuya temperatura hepatica

sobrepaso los 43-44° C (Figura 120 y Figura 124).

Ante estas muertes, quisimos comprobar también si otro parametro, como es el peso del
animal, podria condicionarnos en éste sentido y, por lo tanto, pudiera dar lugar a

conclusiones erroneas en este Trabajo.

Efectivamente, pudimos constatar que el peso parecia ser otro factor que debiamos
controlar para lograr la supervivencia de lo animales tras la exposicion al IRF. Vimos
que todos los animales que fallecieron durante o como consecuencia directa de la
exposicion al IRF, tras las primeras 8-12 horas, presentaban pesos superiores a los 265

gramos (Tabla 17).

No resulta aventurado suponer que a mayores pesos, mayor cantidad de grasa puede

acumularse en las ratas®*

, sobre todo cuanto mas viejos son los individuos; y, partiendo
de esto, una explicacion factible a esta elevada mortalidad, podria estaria asociada a la

elevada absorcion de calor por parte del tejido adiposo de las ratas. La energia absorbida
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en forma de calor por el tejido no tumoral durante la exposicion a HTM se debe a las
eddy currents o “corrientes parasitas”, y constituye uno de los principales efectos
adversos de la terapia, y el que mas significativamente limita la eficacia de estos
tratamientos®**. Sin duda alguna, trabajar en el disefio de IRF maés precisos y en
métodos para evitar que las eddy currents calienten en el tejido no deseado, sera una de

las lineas a seguir para mejorar las terapias basadas en HTM mediadas por NpM.

Una vez solventados los problemas con el régimen de exposicion a HTM y haciendo
una rigurosa seleccion de animales por debajo del “peso letal” comprobamos que, tanto
en los grupos infundidos (NpM+HT o Salino+HT) como el grupo no infundido (HT), la
exposicion al campo magnético no causo un aumento de la temperatura corporal de los
animales medida por la sonda emplazada en el recto; el incremento térmico maximo,
fue de 1,68 £ 1,83° C, medido en animales que recibieron NpM-RGD, sin que hubiera

diferencias entre los tres grupos (Tabla 18 y Figura 126).

Sin embargo, donde si que se observaron diferencias fue en el tejido hepéatico y tumoral,
donde los animales que recibieron NpM-RGD experimentaron un incremento térmico
de entre 3-3,5° C respecto a los que no recibieron infusion alguna. Es cierto que,
comparado con otros autores, en especial con aquellos que realizan la infusién i.t. de

NpM76182184 ‘nestros incrementos térmicos son mucho menores.

Por ejemplo, Dutz et al.*”®, en un modelo de cancer de mama con puncioén i.t. de NpM,
consiguio incrementos térmicos en el tejido tumoral de 26° K, tras la exposicion durante
140 s a un campo magnetico de 25 kA/m y 400 kHz; la temperatura rectal, en estas
condiciones, apenas experimentd un incremento de 2° K. Este gran incremento de
temperatura, entre 6-7 veces mayor que el conseguido en este trabajo, podria explicarse
por la mayor cantidad de NpM que quedan depositadas dentro del tumor. En nuestro
modelo, con nuestras NpM-RGD administradas via i.a., apenas un 5% de las NpM (75
ug) quedan adheridos a la periferia tumoral®®, mientras que los referidos experimentos
de Dutz reflejan depdsitos de NpM 11 veces superiores, 0,87 mg de NpM en 96,3 mg de

tejido tumoral, lo que supone el 1 % de la masa tumoral.
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Similares resultados podemos encontrar en el trabajo de Alphandéry et al. de 20117

En éste caso, el rango de NpM administradas a los animales, entre 1-2 mg de
maghemita, estaba préximo a la cantidad empleada para esta Tesis Doctoral (1,5 mg);
sin embargo, al administrarse mediante puncion i.t., los incrementos teérmicos
alcanzados en los distintos grupos experimentales de éste trabajo oscilaron entre los 10-
15° C. En los ensayos de biodistribucion y deteccion de NpM tras la inyeccion y la
terapia de HTM, Alphandéry y colaboradores comprobaron que tras los tres ciclos de
HTM, es decir, 6 dias después de la inyeccion i.t., el porcentaje de NpM remanente en
el tejido tumoral rondaba el 30-60%, lo cual representa depositos de, aproximadamente,
0,7 mg de NpM; una cantidad igual, en términos absolutos, a los depositos alcanzados

176

por Dutz™", pero un orden de magnitud mayor a la conseguida en modelo presentado en

ésta Tesis Doctoral.

Parece claro, con esto, que nuestro modelo experimental debe conseguir incrementar la
cantidad de NpM-RGD que quedan adheridas a la superficie tumoral; si bien ésta meta
se antoja dificil de alcanzar. Por un lado, nos vemos limitados al volumen méaximo de
fluido que puede administrarse por via endovascular en las ratas, ya que no se
recomienda la administracion de méas de 1 ml por ésta via, 0 2-3 ml si la administracion
se realiza en forma lenta (10 minutos)***3*: por otra parte, tampoco es posible la
preparacion de un suspension con mayor concentracion de NpM, al menos en nuestro

caso, ya que éstas empiezan a sufrir procesos de agregacion®’*® debido a los iones

presentes en el PBS empleado para vehiculizarlas y los iones de la propia sangre.

Una tercera via para lograr una mayor cantidad de NpM adheridas al tumor seria lograr
una mayor cantidad de peptidomiméticos RGD alrededor de cada NpM. En las
condiciones descritas en el aparatado correspondiente de Material y Métodos, se
consiguen funcionalizar un 5-15% de los grupos carboxilos originales de las NpM,
preservando al mismo tiempo las propiedades fisicoquimicas y la hidrocompatibilidad
de las NpM alquinicas, gracias a los espaciadores hidrofilicos de oligoetilénglicol?®:2%,

Cuando se funcionalizan una mayor cantidad de grupos carboxilos, las propiedades

fisicoquimicas de las NpM, en definitiva sus propiedades magnéticas, se ven alteradas,
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disminuyendo su SAR, y por tanto resultando en particulas con una menor capacidad de

inducir HTM.

Con todo ello, pese a lograr depositos de NpM e incrementos térmicos mucho menores
que los descritos en la bibliografia, la administracion i.a. de 1,5 mg de Fe en forma de
NpM-RGD de Fe304, en nuestro modelo, cumplié con las hipétesis iniciales de este
Trabajo, actuando como un agente selectivo de contraste e inductor de HTM tras las

exposicion a un IRF.

Tras la exploracion mediante IRM de los animales que recibieron NpM-RGD, se
comprobd que el magnetofluido ocasion6 una caida de la IS (Figura 115) y que,
ademas, dicha caida era detectable en implantes de pequefio tamafio. Resultados
similares hay descritos en la bibliografia que apoyan el uso de magnetofluidos
terapéuticos funcionalizados como agente selectivo de contraste'*"%; si bien en nuestro
modelo experimental, por la mala vascularizacién de los implantes tumorales, esta

captacion de NpM-RGD, y la correspondiente caida de la IS, sélo ocurria en la periferia

de los implantes y alrededor de los vasos que irrigan al tumor.

En cuanto a la capacidad terapéutica de las NpM-RGD también ha quedado constatada
con las experiencias llevadas a cabo en este Trabajo. Doce horas después de la
exposicion a la terapia de HTM mediada por NpM-RGD, las secciones histoldgicas de
las MHCCR mostraron una necrosis tumoral media cercana al 20% (Tabla 19).

Comparandolo con otros trabajos consultados™’33"3%

, Y pese a que el analisis de la
eficacia del tratamiento con HTM no lo realizan de igual modo que nosotros, podemos
comprobar que nuestros resultados siguen la misma linea. El trabajo de Hirsch®’ refleja
el éxito de la excitacion mediante l&ser infrarrojo de Np de oro, consiguiendo elevar
hasta 37° C la temperatura tumoral de los ratones tratados con Np, frente a incrementos
de 9° C en los animales del grupo control; pero lo verdaderamente importante de este
trabajo fue que todos los animales del grupo de Np sobrevivieron hasta 90 dias sin
evidencia de recurrencia 0 “reactivacion” del crecimiento tumoral, mientras que los

animales control, tuvieron que ser sacrificados a los 20 dias de la exposicion al laser

debido al crecimiento descontrolado de los tumores. Ademas como, en los animales
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expuestos a la radiacion infrarroja, no experimentaron dafios en el tejido sano, hecho
que se refleja en la misma medida en nuestros experimentos, donde el tejido hepético
sano no sufre dafios como consecuencia a la exposicion a HTM; Unicamente el
parénquima hepético circundante a los tumores muestra signos de necrosis, algo que
podria resultar positivo, ya que nos garantiza que el higado alrededor del implante

tumoral tenga unos margenes limpios y libres de enfermedad.

Por su parte, Stern lleg6 a la misma conclusion al usar también Np de oro expuestas a
ondas del espectro del infrarrojo cercano®®. Consiguié la reduccién completa de los
tumores en el 93% de los animales que fueron expuestos a laser infrarrojo para inducir
HT con Np de oro; sin embargo, los tumores del grupo de animales que unicamente

fueron expuestos al laser no mostraron efecto alguno.

Hu y colaboradores obtuvieron también resultados en esta linea, con NpM de Oxido
férrico administradas via i.v. y un campo magnético de 50kHz y 8 kA/m**.
Consiguieron reducir aproximadamente un 80% el volumen tumoral al exponer tumores
mamarios implantados en el flanco de ratones desnudos a HTM. Sin embargo, los
resultados mas satisfactorios los consiguieron al combinar la HTM mediada por NpM
con un céctel de quimioterapicos formado por doxorrubicina y paclitaxel; hubo una
reduccion précticamente del 100% del volumen de los implantes tumorales, 30 dias

después de la HTM.

En nuestros experimentos, no hemos realizado series de supervivencia a medio o largo
plazo como los descritos anteriormente con los que, ademas de valorar la evolucion
tumoral, también poder hacer una valoracion de la seguridad de la terapia de HTM y sus
consecuencias fisioldgicas en el conjunto del organismo. Sin embargo, en éste sentido,
si que hemos realizado medidas de los niveles séricos de algunos enzimas y perfil
metaboldmico del tejido hepatico, que en cierta medida nos permiten dar informacion

sobre las consecuencias que la exposicion al IRF tiene sobre lo animales.

En primer lugar, se observa que la induccién y desarrollo tumoral genera por si mismo

incrementos en los niveles de ciertos metabolitos detectados en el parénquima hepatico,
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como la betaina, taurina, TMAO o fosfatidilcolina (FC). La elevacion de estos
metabolitos concuerda con los hallazgos de otros trabajos publicados, donde se asocia la
alteracion de los niveles séricos de estas moléculas con el CCR**** Todos estos
metabolitos forman parte del metabolismo de la colina, que a tenor de los observado en
la Tabla 21 y la Figura 157, parece estar alterado en el tejido hepatico sano de ratas con

MHCCR.

El incremento de la betaina, por ejemplo, procedente de la oxidacion de la colina
(donador de grupos metilo), indica un incremento de reacciones de metilacion,
importante en los procesos de replicacion celular, reacciones de detoxificacion en el
higado o de proteccion contra el dafio hepatico. También vemos elevado, ademas, tanto
el glutation como el acido ascorbico (Tabla 21), ambos con propiedades antioxidantes,
lo que nos lleva a pensar que el tejido hepético estd sufriendo procesos de estrés

oxidativo 3433

Por otro lado, en el tejido tumoral, los niveles de aminoécidos como el aspartato,
leucina/isoleucina, valina, alanina, glicina, lisina,...estdn elevados respecto al tejido
hepatico de ratas sanas, lo que tiene relacion con las altas tasas de proliferacion de las
. . . T 344,345 .
células tumorales, para lo que son necesarios éstos aminoacidos . Ademas, en
general, las rutas metabolicas implicadas en la obtencion de energia también se

: . 346, AlinAlieio347,348
encuentran alteradas en los procesos relacionados con el cancer™: glicolisis :
biogénesis mitocondrial®*, glutaminolisis®*, etc, hecho que concuerda con la deteccién
de niveles elevados de metabolitos implicados en estas rutas: glucosa, glutamina,
piruvato, citrato, compuestos N-acetilados, etc. Es especialmente conocido el Efecto
Warburg o incremento de la ruta de la glicolisis en las células tumorales;
tradicionalmente se pensaba la via de la glicolisis era empleada para proveer de energia
a las células tumorales®*®, pero, sin embargo, cada vez hay mas pruebas de que la
glucdlisis es una adaptacion a las condiciones de hipoxia de las células tumorales y que

la glucolisis confiere una importante ventaja de crecimiento al producir los metabolitos

necesarios para las el crecimiento de las células cancerigenas®®.
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Al analizar el tejido hepatico del conjunto de grupos experimentales (Figura 142), lo
que vemos en nuestro modelo, debido a las diferentes alteraciones que ocurren en el
perfil metabolomico de cada grupo, es que tenemos 2 patrones de dafio en el
metabolismo hepatico de las ratas (se generan 3 clusteres, pero uno de ellos engloba a

los animales control, con lo cual asumimos que es el patron basal).

No es arriesgado asumir que, uno de dichos cllsteres, podemos asociarlo al dafio o
estrés quirargico debido al procedimiento de administracion del magnetofluido, puesto
que en él se enclavan las muestras del tejido hepatico de animales en los que se simuld
la operacion de infusién de NpM-RGD. Por el contrario, el cluster situado a la izquierda
de la figura, podemos relacionarlo, por el mismo argumento, al dafio tisular y
metabolico generado por las exposicion al IRF, ya que engloba a los animales que
sufrieron HTM, ademas de poder haber experimentado otros procedimientos.
Desgraciadamente, estas aseveraciones no podemos afirmarlas al 100% debido a la total
ausencia de trabajos, salvo los de nuestro propio Grupo, en los que se haya empleado la
metabolémica para determinar experimentalmente el dafio fisiolégico como

consecuencia de la exposicion a HTM.

Algo que si es posible extraer de nuestras experiencias es que la terapia de HTM, al
menos bajo las condiciones experimentales que aqui han quedado descritas, no genera
dafos cronicos o irreversibles en el metabolismo de los animales empleados. Tras un
periodo postoperatorio 0 post-terapeutico de 10 dias, los animales vuelven a presentar
un perfil metabdlico hepatico similar al basal (Figura 142), lo que constituye un claro

indicio de una recuperacion de la funcién hepatica.

Un claro ejemplo en éste sentido es el L:P, la elevacion de los niveles de lactato o de su
proporcidn respecto al piruvato es un marcador del dafio hepatico, principalmente el
dafio hepatico agudo®°=>*2, En los grupos analizados en las 12 horas siguientes al tltimo
procedimiento éste ratio se encuentra altamente elevado, siendo 6 veces mayor respecto
al tejido hepatico sano, 0 3 veces respecto al tejido hepéatico de ratas portadoras de
tumores. Puesto que L:P refleja directamente el estado o no de equilibrio entre el

producto y el sustrato de la reaccion catalizada por el enzima LDH e indirectamente el
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ratio NADH:NAD", sabemos que el estado rédox del citoplasma de las células hepaticas

esta alterado, habiendo un exceso de equivalentes reducidos (NADH>>NAD")*3,

Los clusteres o patrones de respuesta metabdlica que hemos observado en funcion de
los diferentes procedimiento pudieron ser reafirmados con los resultados obtenidos a
partir del analisis de los niveles séricos de la mayoria de enzimas analizados (Figuras

132 - 138).

De las siete moléculas analizadas en el plasma sanguineo, unicamente la creatinina
(Figura 138), producto de la degradacién de creatina en el metabolismo basal del tejido
muscular, no presento alteraciones en ninguno de los grupos experimentales, ni tampoco
respecto a los valores de referencia descritos en la bibliografia consultada al respecto,
0,4-1,5 mg/dI***>*  |o cual nos indica que la exposicién a HTM y el procedimiento
quirargico al que son sometidos los animales, no ocasiona lisis del tejido muscular o

alteraciones en su metabolismo.

En todas nuestras experiencias, la media de los niveles séricos de CK, medidos 12 horas
después del procedimiento, estaban por encima de las 150 UI/L aceptadas como limite

superior (rango de normalidad 50-150 UI/L3®°

). Ahora bien, ésta elevacion solo alcanza
diferencias estadisticamente significativas frente a nuestro grupo control en el caso de

los animales sometidos a HMT con NpM-RGD y analizados a las 12 horas.

En el caso de la amilasa, todos los grupos presentan valores medios inferiores a nuestro
control (2361 + 152 UI/L), siendo significativamente estadisticos solo en os grupos
analizados a los 10 dias. Sin embargo, basandonos en el rango consultado en
bibliografia publicada (1300-2200 U1/L**®) la practica totalidad de los valores obtenidos
se sitan dentro de ese rango, no pudiendo constatar un fallo o mal funcionamiento

pancreatico.

Los niveles séricos de LDH en las primeras 12 horas evidencian un hecho que ya
habiamos constatado con los analisis metabolémicos, vimos como hay un desbalance en
el L:P. La enzima LDH es la encargada de catalizar la reaccion de conversion de lactato

a piruvato, y viceversa, mediante la oxidacion de NADH a NAD", y asi mantener un
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ratio adecuado de L:P y un optimo estado rédox del citoplasma. Es l6gico pensar que
ante una descompensacion L:P ocurra un exceso de actividad por parte de la LDH y ésta

sea detectada en los analisis séricos*®%%>,

Por su parte, en nuestros resultados encontramos que los niveles de ALP, enzima ubicua
gue puede ser indicador tanto de enfermedades o alteraciones hepaticas, como Gseas u
otras mas>’, permanecian dentro de los rangos publicados (82-164 UI/L*®). Pero a
pesar de ello, dentro de nuestras series experimentales, los niveles analizados 10 dias
después del ultimo procedimiento, presentaban valores disminuidos respecto a nuestros
propios controles. Para este descenso no encontramos ninguna explicacion plausible, ya
que lo referenciado en la bibliografia para los descensos moderados en los niveles de
ALP se corresponden con supuestos que no se adecuan en nuestro planteamiento
experimental: tratamiento con estrogenos en mujeres con osteoporosis, nifios con
acondroplastia, tras cirugias cardiacas, hipotiroidismo, leucemia mieloide cronica,

enfermedad de Wilson, tratamiento con anticonceptivos, etc®*%3®.

Por ultimo, pero no menos importante, las dos enzimas predominantemente “hepaticas”,
la AST (0 GOT) y ALT (o GPT), describen el mismo comportamiento aunque en
distinta magnitud. Es cierto que ambas aparecen elevadas en los grupos analizados 12
horas después del ultimo procedimiento, pero la elevacion de la AST es casi 3 veces
mayor, de media, que la ALT. Podemos encontrar una explicacion sencilla a este
fenomeno atendiendo a la “especificidad” de ambas enzimas. Si bien ambos se

describen como enzimas hepaticos®™*

, Unicamente la ALT merece ese calificativo, pues
los estudios nos demuestran que esta en elevadas dosis en el higado y apenas detectable
en el resto del organismo. No asi la AST que puede ubicarse por igual en el higado,
miocardio, musculo esquelético, rifién o cerebro®*. Por lo tanto, el incremento en los
niveles séricos de la ALT es atribuible Gnicamente a un dafio agudo en el higado como
consecuencia de la realizacion de alguno de los procedimientos necesarios, o de la
combinacion de ambos. Sin embargo, el marcado aumento de la AST puede achacarse

indistintamente a algun tipo de estrés o dafio en cualquiera de los tejidos comentados

anteriormente (higado, miocardio, musculo esquelético, rifibn o cerebro) sin que
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tengamos la capacidad de esclarecer cual o cuéles de ellas resultan afectadas en mayor
medida en el momento posterior al procedimientos. Aungue sin duda, lo importante de
éstos resultados, es que, al igual que ocurre con el resto de enzimas, moléculas o
metabolitos, los niveles a los 10 dias acaban normalizandose o igualandose a los valores

basales.
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A la vista de los resultados obtenidos y presentados en este trabajo de Tesis Doctoral, es

posible establecer las siguientes conclusiones:

A. Desde un enfoque técnico y de procedimientos:

La cateterizacion de la arteria hepética, a través de un acceso via arteria
esplénica, es un abordaje exitoso y reproducible para la administracion de un

magnetofluido para el tratamiento de las MHCCR.

El perfil metabolomico del tejido hepético y la determinacion enzimética en el
plasma sanguineo, son herramientas Utiles para monitorizar los cambios
fisiolégicos ocurridos durante el proceso experimental en los animales

portadores de MHCCR.

La correlacion existente entre el volumen tumoral, evaluado por ecografia, y la
necrosis tumoral, determinada por analisis anatomopatologico, permite
desarrollar un modelo de regresion para predecir la necrosis esperada debida al

tamafio de los focos tumorales.

En nuestro modelo experimental, los procedimientos realizados para inducir
HTM no generan dafios a medio-largo plazo en el organismo de los animales y
permite reducir la proliferacion de las células tumorales de la linea tumoral de

adenocarcinoma de colon CC-531
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B. Desde un punto de vista terapéutico:

240

Las NpM de 6xido de hierro (111), sintetizadas por el método de descomposicion
térmica de precursores metal-organicos y vehiculizadas en una solucion de PBS
1:10, han demostrado ser seguras y biocompatibles tras su administracion

intrarterial en un modelo experimental murino.

La funcionalizacion de dichas NpM con peptidomiméticos con la secuencia

RGD permite dotarlas de selectividad por el tejido tumoral.

Infundidas en el organismo, las NpM-RGD tienen una distribucién limitada
exclusivamente al territorio hepatico. Sin embargo, no resultan de utilidad como
agente selectivo de contraste en IRM, ya que la captacion de NpM-RGD por

parte de las células del SFM del higado, artefacta la imagen.

La aplicacién de un campo magnético sobre implantes tumorales con NpM-
RGD consigue un incremento téermico suficiente para inducir, al menos, un 20%

de necrosis en el tejido tumoral, sin afectar al tejido hepatico sano.
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