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RESUMEN EN CASTELLANO

El cancer de endometrio (CE) es el mas frecuente de los tumores infiltrantes del tracto genital
femenino, y el tercer cancer mds prevalente entre las mujeres europeas. Aunque la
supervivencia a cinco anos es del 80%, ésta disminuye drasticamente hasta el 56% si existen
metastasis regionales, y hasta solo el 20% si las metastasis son distales. Por tanto, es necesario
desarrollar nuevas estrategias terapéuticas que mejoren el tratamiento actual y consigan una
mayor inhibicién de la diseminacién metastatica, asi como una reduccién significativa de su

toxicidad sistémica asociada a efectos adversos severos.

En colaboracién con el grupo de Nanobiotecnologia de la Universidad Auténoma de Barcelona,
nuestro grupo ha desarrollado nanoparticulas proteicas autoensamblables, basadas en el
disefio y la estructura T22-GFP-H6, que incorporan el ligando T22, capaz de dirigirse
especificamente a células con expresion del receptor de quimiocinas CXCR4 (células CXCR4").
Este receptor estd sobreexpresado a nivel de ARN y proteina en tejido tumoral de CE. Su
sobreexpresidn correlaciona con mal prondstico en varios tipos de cdncer, siendo en algunos de
ellos un marcador de células madre tumorales y una diana terapéutica. El andlisis por
inmunohistoquimica de biopsias tumorales de una cohorte de 79 pacientes del Hospital de la
Santa Creu i Sant Pau afectadas de CE demostro sobreexpresion de CXCR4 en mas del 90% de los
casos, con un patron predominantemente membranal. Esto sugiere que podria ser una buena
diana terapéutica en este tipo tumoral, siendo susceptible de ser tratado con nanoparticulas

terapéuticas dirigidas a células tumorales CXCR4".

La evaluacidn preclinica de la eficacia y toxicidad de nuevos agentes terapéuticos implica el uso
de modelos in vitro e in vivo adecuados. Debido a la falta de lineas celulares de CE CXCR4",
generamos nuevas lineas con sobreexpresion de CXCR4 y de Luciferasa, para desarrollar
modelos animales mas agresivos y que permitieran el seguimiento de las células tumorales. De
entre las lineas celulares transducidas, seleccionamos la linea AN3CA CXCR4', generando
modelos xendgrafos de implantacién subcutanea, en ratones Swiss nude, y ortotépica, en
ratones NSG. Este ultimo modelo replicd las caracteristicas clinicopatolégicas del CE en estadios
avanzados, con una tasa de implantacidon de tumor primario y desarrollo de metdstasis distales
en el 100% de los animales. Demostramos, a su vez, que la sobreexpresién de CXCR4 ejercié un

gran efecto de aumento de la diseminaciéon metastatica.



RESUMEN

La deteccion de la fluorescencia emitida por el nanotransportador proteico T22-GFP-H6 gracias
a su dominio GFP (Green Fluorescent Protein), demostrd su gran eficiencia de internalizacion y
dependencia de CXCR4 en ausencia de citotoxicidad in vitro, especialmente en la linea celular de
CE AN3CA. En el modelo subcutaneo in vivo, T22-GFP-H6 se biodistribuyd principalmente (mas
del 60% de la dosis administrada) en el tejido tumoral CXCR4", con un pico de fluorescencia a las
5 horas tras la administracién, sin observarse acumulacién o alteraciones histopatolégicas en

drganos no tumorales.

Por otro lado, tras un cribaje de diversas nanoparticulas portadoras de distintos agentes
terapéuticos, observamos que las que incorporaban toxinas bacterianas, T22-DITOX-H6 y T22-
PE24-H6, ejercian en la linea AN3CA CXCR4" un gran efecto citotdxico, con una ICs, en el rango
nanomolar bajo, que era dependiente de CXCR4 y estaba mediado por induccién de apoptosis.
Esta via de muerte celular fue confirmada in vivo en el modelo subcutédneo CXCR4" tras la
administracién de las nanotoxinas. También demostramos que ambas nanoparticulas, cuando se
administraban a dosis repetidas en el modelo subcutaneo, inhibian el crecimiento tumoral,
aumentando la supervivencia de los ratones, en ausencia de toxicidad sistémica y de

acumulacién en drganos no tumorales.

Por ultimo, la nanotoxina T22-DITOX-H6, que obtuvo un mayor efecto antitumoral en el modelo
subcutdneo, fue administrada a dosis repetidas también en el modelo ortotépico CXCR4’,
demostrando inhibir el desarrollo de metastasis peritoneales, linfaticas, hepdticas vy
pulmonares. En el caso de las metdstasis hematdgenas, disminuyd drasticamente tanto el
numero como el drea de los focos metastaticos en higado, asi como el porcentaje de tejido
invadido por células tumorales en el pulmdn. Este potente efecto antimetastatico tuvo lugar a

una dosificacion baja (5 pg q3d x 14 dosis) y en ausencia de toxicidad sistémica.

Nuestra nanoparticula T22-DITOX-H6 muestra multiples ventajas respecto a otras terapias
oncoldgicas, en cuanto a su direccionamiento activo a células CXCR4", su tamafio nanométrico
(que evita su eliminacion renal y hepdtica), y su naturaleza proteica (que evita la formacion de la
corona proteica en el torrente sanguineo y su opsonizacion y pérdida del direccionamiento), asi
como su singular mecanismo de accidon (la inhibicién de la sintesis de proteinas). Todo ello
conlleva un elevado efecto antineoplasico en ausencia de toxicidad sistémica, como ha sido
demostrado en los modelos animales de CE CXCR4" desarrollados en esta tesis. Creemos que
esta nanoparticula puede ser un excelente abordaje terapéutico, tras el pertinente desarrollo
preclinico, prometiendo contribuir a solucionar la falta de tratamiento efectivo para las

pacientes de CE CXCR4" avanzado, recurrente o con alto riesgo de recaida.
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RESUM EN CATALA

El cancer d’endometri (CE) és el més freqlient dels tumors infiltrants del tracte genital femeni, i
el tercer cancer més prevalent entre les dones europees. Malgrat que la supervivéncia a cinc
anys és del 80%, aquesta disminueix rapidament, essent del 56% quan presenten metastasis
regionals, i del 20% quan soén distals. Cal desenvolupar noves estratégies terapeutiques que
puguin millorar el tractament actual aconseguint una major inhibicio de la disseminacié
metastatica, aixi com una reduccié significativa de la seva toxicitat sistemica associada a efectes

adversos.

En col-laboracié amb el grup de Nanobiotecnologia de la Universitat Autonoma de Barcelona, el
nostre grup ha desenvolupat nanoparticules proteiques autoensamblables, basades en el
disseny i la estructura T22-GFP-H6, que inclouen el lligand T22, per a dirigir-les especificament a
cél-lules que expressen el receptor de quimiocines CXCR4 (cél-lules CXCR4"). Aquest receptor
esta sobreexpressat, a nivell d’ARN i proteina, en el teixit tumoral en CE. La seva sobreexpressio
correlaciona amb mal pronostic en molts cancers, en alguns dels quals ha sigut descrit com a
marcador de cel-lules mare tumorals i com a diana terapéutica. El seu analisis per
immunohistoquimica de biopsies tumorals d’'una cohort de 79 pacients, de I'Hospital de la Santa
Creu i Sant Pau, afectades per CE, va demostrar la seva sobreexpressié en més del 90% de les
pacients, presentant un patrd d’expressié en membrana. Aix0 suggereix que es tracta d’una
bona diana terapéutica també en aquest tipus tumoral, fent-lo susceptible d’esser tractat amb

nanoparticules terapéutiques dirigides a cél-lules tumorals CXCR4".

L'avaluacid preclinica de I'eficacia i toxicitat de nous agents terapéutics requereix I’'Us de models
in vitro e in vivo adequats. Per assolir aquest objectiu, i davant la manca de linies cel-lulars de CE
CXCR4", vam generar noves linies de CE amb sobreexpressié de CXCR4 i de Luciferasa, per
desenvolupar models animals més agressius i que permetessin el seguiment i deteccié de les
cél-lules tumorals. D’entre les linies cel-lulars que vam transduir, vam seleccionar la linia AN3CA
CXCR4" pel desenvolupament de models xenodgrafs d’implantacié subcutania, en ratolins de la
soca Swiss nude, i ortotopica, en ratolins NSG. Amb aquests Ultims vam aconseguir replicar les
caracteristiques clinicopatologiques del CE en estadis avangats, assolint una tassa d’implantacio
de tumor primari i de desenvolupament de metastasis distals del 100% dels animals. A més,
vam demostrar que la sobreexpressid de CXCR4 va exercir un gran efecte dl'augment de la

disseminacié metastatica.
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RESsum

La deteccié de la fluorescéncia emesa pel nanoportador T22-GFP-H6 gracies al seu domini GFP
(Green Fluorescent Protein) va demostrar una gran eficiencia d’internalitzacié depenent de
CXCR4 sense citotoxicitat in vitro, especialment en la linia cel-lular de CE AN3CA. En el model
subcutani in vivo, T22-GFP-H6 va ser captada principalment pel teixit tumoral (més del 60% de
la dosi administrada), CXCR4", amb un pic de fluorescéncia a les 5 hores després de

I"administracio, sense acumulacid o alteracions histopatologiques en organs no tumorals.

D’altra banda, després del cribratge amb diverses nanoparticules terapéutiques, vam observar
gue les basades en toxines bacterianes, T22-DITOX-H6 i T22-PE24-H6, exercien in vitro, a la linia
AN3CA CXCR4', un major efecte citotdxic amb una ICs, en el rang nanomolar baix, que era
depenent de CXCR4 i estava mediat per induccié d’apoptosi. Aquesta via de mort cel-lular va ser
confirmada in vivo després de I'administracié de les nanotoxines en el model subcutani CXCR4".
També vam demostrar que ambdues nanoparticules, quan s’administraven a dosis repetides en
el model subcutani, inhibien el creixement tumoral i augmentaven la supervivéncia dels

ratolins en abséncia de toxicitat sistémica i d’acumulacié en organs no tumorals.

Per ultim, I'administracié repetida de T22-DITOX-H6, la nanotoxina que va demostrar un efecte
antitumoral més potent, en el model ortotdpic CXCR4" va inhibir el desenvolupament de
metastasis peritoneals, limfatiques, hepatiques i pulmonars. Pel que fa a les metastasis
hematogenes, va disminuir drasticament tant el nombre com I'area dels focus metastatics en
fetge, aixi com I'area de teixit envait en el pulmé. Aquest potent efecte antimetastatic va tenir

lloc amb una dosificacié baixa (5 pg g3d x 14 dosis) i en abséncia de toxicitat sistemica.

La nostra nanoparticula T22-DITOX-H6 presenta multiples avantatges respecte d'altres terapies
oncoldogiques pel que fa al seu direccionament actiu a cél-lules CXCR4*, la seva mida
nanometrica (que evita I'eliminacié renal i hepatica) i la seva naturalesa proteica (evitant la
formacié d’una corona proteica a la sang i la seva opsonitzacié i perdua de direccionament), aixi
com el seu singular mecanisme d’accié (inhibicié de la sintesi proteica). Totes aquestes
propietats contribueixen a aconseguir un gran efecte antineoplastic sense toxicitat inespecifica
associada, com hem demostrat en els models animals CXCR4" que hem generat en aquesta tesi.
Creiem que aquesta nanoparticula pot ser una excel-lent alternativa terapéutica, després del
pertinent desenvolupament preclinic, i promet contribuir a solucionar la manca de tractament

efectiu per a les pacients de CE CXCR4" avangat, recurrent o amb alt risc de recaiguda.
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SUMMARY IN ENGLISH

Endometrial cancer (EC) is the most common cancer in the female genital tract, and the third
leading cancer in European women. Even though EC has a five-year survival of 80%, it decreases
dramatically to a 56% or 20% when locoregional or distal metastasis occur, respectively. Thus,
there’s an unmet medical need calling for developing new therapeutic approaches that improve
current treatment by achieving a higher inhibition of metastatic dissemination, as well as a

significant reduction of its associated systemic toxicity and severe adverse effects.

In collaboration with the Nanobiotechnology group at Universitat Autonoma de Barcelona, our
group has developed self-assembling protein nanoparticles, based on T22-GFP-H6 design and
structure, that incorporate the T22 ligand to specifically target cells which express chemokine
receptor CXCR4 (CXCR4" cells). This receptor is overexpressed at the RNA and protein levels in
EC tumor tissue. Its overexpression is also related to poor prognosis and metastasis
development in several cancers; in some of which it has been defined as a cancer stem cell
marker and a therapeutic target. Immunohistochemical analysis of tumor biopsies from 79 EC
patients of the Hospital de la Santa Creu i Sant Pau showed its overexpression in more than 90%
of the cases, with predominantly membrane localization. This suggests CXCR4 could be a good
therapeutic target in this tumor type, which could be treated using therapeutic nanoparticles

targeted to CXCR4" cells.

The preclinical development of new therapeutic agents to assess their efficacy and toxicity
requires the use of appropriate in vitro and in vivo models. Due to the lack of CXCR4" EC cell
lines, we generated new CXCR4" EC cell lines, which also overexpressed luciferase to allow cell
tracking. Among them, we selected the CXCR4* AN3CA cell line to develop xenograft models of
subcutaneous and orthotopic implantation, in Swiss nude or NSG mice, respectively. Our
orthotopic models mimicked the clinicopathological features of EC in advanced stages, having a
rate of tumor implantation and metastasis development of 100%. Moreover, CXCR4

overexpression showed a large effect by increasing metastatic dissemination.

The fluorescence emission by the green fluorescent protein domain (GFP) incorporated to the
T22-GFP-H6 nanocarrier allowed us to detect a high and CXCR4-dependent internalization,
especially in the AN3CA cell line, without associated cytotoxicity. Moreover, in our

subcutaneous model, more than 60% of the total injected T22-GFP-H6 dose was uptaken by
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SUMMARY

CXCR4" cells in the tumor, reaching its peak after 5 hours from administration. Non-tumor

organs showed no histopathological alterations or nanoparticle accumulation.

Besides, a screening of multiple nanoparticles carrying different therapeutic agents identified
those incorporating bacterial toxins, T22-DITOX-H6 and T22-PE24-H6, as the ones exerting a
higher cytotoxic effect in CXCR4" AN3CA cell line, with an ICsoin the nanomolar range. This effect
was CXCR4-dependent and mediated by apoptosis induction, a cell death mechanism that was
also confirmed in our subcutaneous model after the intravenous administration of the
nanotoxins. In addition, the repeated administration of both nanotoxins in the same model,
achieved inhibition of tumor growth, leading to increased mice survival in the absence of side

toxicity or nanoparticle accumulation in non-tumor organs.

Finally, we used T22-DITOX-H6, which showed the highest antitumor effect, on a repeated dose
schedule, to assess its antimetastatic effect on our orthotopic CXCR4" model. This nanotoxin
inhibited the development of peritoneal, lymph node, liver and lung metastasis. Regarding
hematogenous metastasis, it dramatically reduced both the number and the area of metastatic
foci in liver, as well as the percentage of the area occupied by metastatic cells in the lung. This
powerful antitumor effect was exerted at a low dosage (5 pg q3d x 14 doses), without systemic

toxicity.

To summarize, our nanoparticle T22-DITOX-H6 shows many advantages over other oncological
therapies, including its active targeting to CXCR4" cells, its nanometric size (preventing it from
renal and hepatic clearance), and its proteic nature (which avoids proteic corona formation in
blood and loss of targeting), as well as its unique mechanism of action (inhibiting protein
synthesis). All of these nanoparticle properties lead to a high antineoplastic effect in the
absence of systemic toxicity, as we have shown using our newly developed CXCR4" EC mice
models. We believe that this nanoparticle could represent an excellent therapeutic approach
for CXCR4" EC patients in advanced stages, with high risk of progression or recurrent tumors,
once its proper preclinical development has been completed, since no effective treatments are

currently available.
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INTRODUCCION

1. EL CANCER DE ENDOMETRIO

1. 1. Introduccion general

El cdncer de endometrio (CE) se presenta como un crecimiento anormal y descontrolado de las

células epiteliales que forman el endometrio, la capa mas interna del Utero.

El utero es el 6rgano hueco donde crece y se desarrolla el feto. Estd situado en la pelvis
femenina y unido a los ovarios a través de las trompas de Falopio, formando asi parte del
sistema reproductor femenino. Sirve como fuente hormonal, autocrina y paracrina, por lo que la
presencia de receptores hormonales en las diferentes capas que lo forman es variable a lo largo
del ciclo menstrual. Esta formado por dos estructuras: el cuello del utero, mas estrecha y de
union a la vagina, y el cuerpo del Gtero, la parte mas ancha, cuya pared estd compuesta por tres

capas (Figura 1.A.) %

e la tunica serosa o perimetrio es el peritoneo visceral, la capa serosa externa. Su extension en
la parte lateral constituye el ligamento ancho, que conecta ambas caras del Utero con las
paredes y el suelo de la pelvis.

e La tunica muscularis o miometrio estda compuesta a su vez por tres capas de musculo liso
poco diferenciadas entre si: una capa longitudinal, una circular muy vascularizada, y una fina
capa de paquetes musculares.

e la tunica mucosa o endometrio es la capa mas interna, compuesta por células epiteliales
endometriales secretoras de glucégeno dispuestas en glandulas, y células estromales, las
cuales aumentan durante la gestaciéon dando lugar a las células deciduales. Todas ellas
embebidas en tejido conectivo, coexisten con una amplia variedad de células del sistema
inmune, especialmente en la fase menstrual 2. A su vez, el endometrio se diferencia en dos
capas: la capa funcional superficial, compuesta por epitelio columnar con glandulas
secretoras, sensible a estimulos hormonales, y la capa basal, mas profunda y vascularizada,

que regenera la capa funcional superficial tras cada menstruacion >.

En el endometrio sano, los estrégenos (particularmente, la estrona y el 17B-estradiol, conocidos
como E1y E2 respectivamente) juegan un papel mitégeno, impulsando el crecimiento del tejido
como parte de la anticipacién del embarazo durante el ciclo menstrual, en concreto durante la
fase folicular tardia. Por el contrario, la segunda ola de estrégenos, que tiene lugar durante la
fase Iutea media y tardia, no induce la proliferacion de células endometriales. Esto se debe a la

presencia de progestagenos, particularmente la progesterona, que inhibe el crecimiento del
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endometrio y provoca su transicion a un estado receptivo, preparandose para la implantacién

del blastocisto ** (Figura 1.B.).
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Figura 1. Histologia del utero y esquema de los cambios hormonales e histolégicos durante el
ciclo menstrual. A. Corte histolégico de utero humano en fase proliferativa tefiido con
°. B.
Niveles de estrogenos y progesterona y estado del endometrio durante las distintas fases del

hematoxilina-eosina. CF: capa funcional. CB: capa basal. TS: tunica serosa. Adaptada de

ciclo menstrual. E2: 17B-estradiol. PG: progesterona.

El equilibrio entre estrogenos y progesterona a menudo estd dominado por los estrégenos, de
modo que, si sus niveles son altos y no son contrarrestados por la progesterona, aumenta la
proliferacién celular, influyendo asi en los primeros estadios de la formacién del CE, como se ha

observado en modelos animales *’.
1. 2. Epidemiologia

El CE es el mas frecuente de los tumores infiltrantes del tracto genital inferior femenino, y el
tercer cdncer mas prevalente entre las mujeres europeas, tras el de mama y el colorrectal. A
nivel global, es la sexta neoplasia mas frecuente en mujeres, la segunda ginecoldgica tras el
cancer de cérvix. En 2018 se diagnosticaron mas de 380.000 nuevos casos y se registraron
alrededor de 90.000 muertes ®. En Espaiia, su tasa de incidencia en 2018 fue de casi 29 casos por
cada 100.000 mujeres. Segun la Agencia Internacional para la Investigacién en Cancer de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), ese mismo afio fue el cancer del tracto genital con
mayor incidencia en nuestro pais, y con una tasa de mortalidad en mujeres semejante a la de la

leucemia (Tabla 1) °.
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Tabla 1. Numero de casos nuevos y tasa de incidencia y mortalidad de los diez canceres principales
en mujeres en Espaiia en 2018. Adaptada de GLOBOCAN, 2018°.

Incidencia Mortalidad
Cancer Nimero Tasa cruda Cancer Nuimero Tasa cruda
Todos los canceres  114.392 483,9 Todos los canceres  44.665 188,9
Mama 32.825 138,8 Colorrectal 6.645 28,1
Colorrectal 14.428 61,0 Mama 6.421 27,2
Pulman 6.914 29,2 Pulmoén 5.337 22,6
Endometrio 6.784 28,7 Péncreas 3.571 15,1
Pancreas 3,777 16,0 Estdmago 2.196 9,3
Tiroides 3.764 15,9 Qvario 2.123 9,0
Linfoma no Hodgkin ~ 3.751 15,9 Higado 1.697 7,2
Vejiga 3.475 14,7 Leucemia 1.685 7,1
Ovario 3.427 14,5 Endometrio 1.660 7,0
Melanoma 3.091 13,1 Cerebro, SNC 1.451 6,1

*SNC: Sistema nervioso central. Tasa cruda: nimero de casos por cada 100.000 mujeres

Su tasa de incidencia y mortalidad es mayor en los paises desarrollados (Figura 2), con 14,7
casos y 2,3 muertes por cada 100.000 mujeres ° En estos paises, la supervivencia a 5 afos es del
80% °, aunque disminuye drasticamente si existen metdstasis regionales o distales, siendo del

11,12

56% y del 20% respectivamente . Por tanto, el factor prondstico mas importante en el CE es

la extension de la enfermedad en el momento del diagnéstico ™.

Tasa de incidencia (mundial) por 100.000
214.4

3 . 8.7-14.4
5.0-8.7
2.7-5.0
€27

I nNoanlicable

No hay datos

Figura 2. Tasa estimada de incidencia estandarizada por edad del cancer de endometrio a nivel
global por cada 100.000 mujeres en el afio 2018. Adaptada de GLOBOCAN 2018 °,
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Mds del 90% de los casos de CE ocurren en mujeres mayores de 50 afios, siendo la edad media
de diagndstico de 63 afios, afectando mayoritariamente a mujeres peri y postmenopausicas*>*.
Sin embargo, en un 14% de los casos se da en mujeres en edad reproductiva *, y alrededor del

1615 En los ultimos afios, la incidencia del CE ha

5% de las pacientes son menores de 40 aios
aumentado a la par que la esperanza de vida, la obesidad y sus patologias asociadas como
diabetes e hipertensién . Este aumento ha ocurrido de manera especialmente drastica en

mujeres jovenes en los Gltimos 10 afios como resultado del desarrollo temprano de obesidad *2.
1. 3. Etiopatogenia y factores de riesgo

Aunque la etiologia del CE no esta clara, ha sido posible identificar varios factores que influyen

en el desarrollo de esta neoplasia.

a. Factores hormonales

El factor mds asociado a una mayor incidencia de CE es la exposicion a estrégenos sin la
adecuada oposicidon de progesterona. Los estrégenos aumentan el grosor del endometrio al
activar la proliferacidén de sus células e inhibir su apoptosis (a través, entre otros mecanismos,
de la modulacion de las funciones de genes supresores tumorales). Esta proliferacion
descontrolada aumenta el riesgo de errores en la replicacion del ADN y mutaciones al azar.

Todos estos cambios pueden dar lugar a la hiperplasia del endometrio y, por tanto, a CE .

Con respecto a la exposicion a estrégenos enddgenos, las situaciones fisioldgicas en las cuales

existe una mayor exposicion a estrégenos son las siguientes:

e La edad: los estrogenos tienen un efecto prolongado después de la menopausia debido a la
desaparicidon de la progesterona que equilibraba sus niveles, producida por los ovarios. Esto

explica que el CE afecte especialmente a mujeres de alrededor de 65 afios *°.

e La menarquia precoz y la menopausia tardia se han relacionado en multiples estudios con
el riesgo de padecer CE %. Cuando la menstruacidn se presenta durante un tiempo mayor a

~ . . . ~ 2
39 aios, el riesgo es 4,2 veces superior que si se presenta durante menos de 25 afios 0

e La nuliparidad también se asocia con un incremento del riesgo del CE, asi como la
infertilidad, al no tener embarazo ni lactancia; el riesgo disminuye a medida que aumenta

el nimero de hijos por disminucién del nimero de ciclos menstruales 2.
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e El sindrome de ovarios poliquisticos es una alteracidn ovulatoria que se caracteriza por un
déficit de progesterona, por lo que estas mujeres, especialmente las jévenes, tienen 3 veces
mas riesgo de desarrollar CE®. De forma relacionada, el tratamiento con anticonceptivos
hormonales ejerce una proteccién en el riesgo de desarrollar CE, que dura varios afios

después de haber abandonado el tratamiento .

Los estrogenos exdgenos suelen ser utilizados como tratamiento para la menopausia o el

cancer de mama, e inciden sobre el riesgo de desarrollar CE de las siguientes maneras:

e La terapia estrogénica, empleada para reducir los sintomas de la menopausia, se ha
asociado con un aumento de la incidencia de hiperplasia de hasta el 50% tras un afio de su
uso sin progesterona y aumenta el riesgo de CE 5 veces, al retrasar la edad de la

menopausia. El riesgo es proporcional a la dosis y duracién del tratamiento °.

e El tamoxifeno es un modulador selectivo de los receptores de estrogenos. A pesar de que
en cancer de mama bloquea la accién de los estrégenos, resultando ser un tratamiento
efectivo, en el endometrio estimula su desarrollo, lo que incrementa el riesgo de desarrollar
patologia endometrial, tanto benigna (pdlipos e hiperplasia) como maligna, y de los tipos de

CE més agresivos *’.

b. Factores metabdlicos

La obesidad en mujeres postmenopausicas estd asociada con el desarrollo de hiperplasia

> Esto se debe a una mayor conversién de

endometrial y CE en paises occidentales
precursores adrenales en E1 y E2 en el tejido adiposo. Los elevados niveles de enzimas
aromatasas presentes en este tejido convierten en estrégenos los andrégenos producidos en
la corteza adrenal y en los ovarios postmenopausicos. Por otro lado, la acumulacién de grasa
estd asociada con altos niveles del factor de necrosis tumoral o (Tumor Necrosis Factor a,
TNF-a), que estimula la sintesis de estrégenos de novo®. Ademds, la obesidad esta relacionada
con altos niveles de insulina y de IGF-1 (Insulin-like Growth Factor 1), que son ligandos en la via

de seiializacién de la fosfoinositol 3-quinasa (Phosphatidy! Inositol 3-Kinase, PI3K), pudiendo

activarla y estimular procesos de proliferacién y supervivencia celular®.

También se ha descrito la relacion entre el CE y otros factores metabdlicos como la
hipertension arterial y la diabetes mellitus, acentuando ademds el riesgo en las pacientes

1
obesas >,
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c. Factores hereditarios

El componente hereditario representa solo el 5-10% de los casos de CE, y parece estar

asociado a un mayor riesgo en mujeres jovenes, de edad inferior a los 50 afios ***3.

El sindrome de Cowden es una enfermedad rara autosémica dominante que forma parte de un
grupo de patologias denominado “sindrome tumoral hamartomatoso asociado a PTEN”, con
mutaciones germinales del gen supresor PTEN, cuyas pacientes muestran un riesgo elevado de
desarrollarm tumores de mama, tiroides, colorrectales, piel y endometrio (14%) .

El sindrome de Lynch, también denominado “céncer colorrectal hereditario no polipdsico”, es
también una enfermedad autosdmica dominante. Afecta a alguno de los genes reparadores del
ADN (mismatch repair), en el 95% de los casos MLH1, MLH2 o MSH6. Debido a que la funcién
de estos genes consiste en eliminar los errores producidos durante la replicacion del ADN, su
disfuncion da lugar a inestabilidad de microsatélites (IMS). Aunque la IMS también se
encuentra presente en el 15-25% de los canceres esporadicos, en los tumores asociados a
Lynch se observa en mas del 60% de los casos™®. Los tumores mas frecuentes de este sindrome
son el cdncer de colon y el de endometrio, el cual en estas pacientes se produce en una edad

mads temprana que en la poblacién general **.

d. Factores ambientales

Tanto el ejercicio fisico como el consumo de tabaco han demostrado tener un efecto
antiestrogénico y, por tanto, protector del desarrollo de CE. Este efecto puede estar

relacionado con la absorcién y el metabolismo hormonal, asi como con la pérdida de peso *"*%,

22



INTRODUCCION

2. DIAGNOSTICO, ESTADIAIJE Y CLASIFICACION DEL CANCER DE ENDOMETRIO

El cribado rutinario en la poblacién general del CE para su deteccién precoz no esta
contemplado salvo en casos de Sindrome de Lynch, que ya poseen un riesgo del 27-71% de
padecer esta neoplasia. En ellas se realiza un estudio periddico con biopsia endometrial,

considerando la posibilidad de realizar una cirugia profilactica ***°.

En el resto de las pacientes, el estudio se iniciard a partir del descubrimiento de los primeros
sintomas. La evaluacion del endometrio estd indicada ante todo sangrado vaginal (metrorragia)
en mujeres mayores de 40 afios, y en menores de 40 afios cuando existan factores de riesgo **.
Si bien el tratamiento con estrégenos y la atrofia endometrial o vaginal, asi como la presencia de
polipos cervicales o endometriales, son condiciones que generan metrorragia de forma benigna,

este sangrado si que se asocia con CE en hasta un 15% de los casos *.

Aunque las citologias cervicovaginales no son pruebas especificas para el diagndstico de este
tipo de cdncer, en el 50% de las pacientes de CE se hallan células anormales. La presencia de
células endometriales, la atipia de células glandulares o la presencia de células compatibles con

adenocarcinoma obligan a realizar un estudio en la cavidad endometrial.

Tras la realizacién del examen pélvico habitual, en el cual generalmente no se ven
anormalidades en forma, tamafio y consistencia del Utero a menos que el estadio sea avanzado,
en el estudio de la metrorragia postmenopdusica es fundamental llevar a cabo una ecografia
transvaginal. En ella se valoran diversos pardmetros respecto al endometrio: su grosor,
morfologia, vascularizacién e infiltracidn miometrial y cervical, pero su especificidad es del 61%,
por lo que es necesario complementarla con biopsia en caso de pacientes asintomaticas para
evitar los falsos negativos *. La biopsia endometrial tiene una sensibilidad cercana al 90% y
puede realizarse de forma dirigida bajo por histeroscopia en quiréfano o bien por aspiracion
(aunque en este caso pueden producirse falsos negativos por tomar una cantidad de muestra

insuficiente) *.

Esta prueba debe informar tanto del tipo histolégico como del grado de
diferenciacidn. Finalmente, en la Ultima década se desarrollé un kit de diagndstico molecular,
GynEC-Dx, capaz de detectar la presencia de una combinacidn de 20 genes asociados al cancer
de endometrio en aspirado endometrial, con un valor predictivo negativo del 99%, una

sensibilidad del 92% y una especificidad del 96% *>*°.

Para conocer la invasion del miometrio y la afectacion del cérvix, la prueba mas sensible es la

resonancia magnética, en comparacion con la tomografia computerizada y la ecografia
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transvaginal’’; también es la mejor prueba de imagen para el estudio de la afectacién

ganglionar, aunque su sensibilidad es menor.

Con respecto a la evaluacion de los ganglios linfaticos pélvicos, es necesaria para recomendar la
terapia coadyuvante con radio y/o quimioterapia, y provee importante informacién prondstica.
En casos seleccionados, se lleva a cabo mediante linfadenectomias pélvicas y paraadrticas; no
obstante, en la ultima década se ha demostrado que el mapeo de los ganglios centinela por
contraste permite la evaluacidn rigurosa de la posible infiltracion a ganglios proximales en
tumores aparentemente confinados al Utero, permitiendo al cirujano identificar las vias linfaticas

del ttero, y aumentando la probabilidad de encontrar metastasis *.

En este sentido, la Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO) desarrollé en
1958 un sistema de clasificacion y estadiaje, que se actualiza periédicamente para mejorar su
reproducibilidad y precisién, otorgando informacidon muy relevante para evaluar la diseminacion
tumoral. Esta clasificacion emplea un estadiaje quirdrgico independiente del grado

1930 nara el que se tiene en cuenta el tamafio y la localizacién del tumor, su extension

histoldgico
a Organos anejos (trompas de Falopio y ovarios), profundidad de la invasion miometrial y
cervical, la invasién del espacio linfovascular y el estado de los ganglios linfaticos. Por el

contrario, el estadiaje TNM se basa en la clasificacion clinica y/o patolégica (Tabla 2, Figura 3) .

Tabla 2. Estadiaje actual del CE segun la Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia, junto

con la clasificacion TMN y la supervivencia asociada a cada estadio. Adaptada de 11,3051
Clas-:'-fni;I::Icién Estadio FIGO S::earr\:(i)\;e(r;;a
1. Tumor primario que no puede ser evaluado
T0 Sin evidencias de tumor primario
T1 1 Tumor confinado al cuerpo uterino
Tla 1A Ausencia de invasion miometrial, o menor del 50% 90
Tib 1B Invasion miometrial mayor del 50% 78
T2 1} Invasion del estroma cervical pero no mas alla del utero 74
T3 1 Diseminacién local o regional
T3a 1A Invasion de la serosa del cuerpo uterino y 6rganos anejos 56
T3b 1B Afectacion vaginal y/o parametrial 36
N1, N2 nc Afectacién metastética de ganglios pélvicos y/o paraadrticos
N1 1nic1 Ganglios pélvicos positivos 57
N2 necz Ganglios paraadrticos positivos independientemente de los pélvicos 48
T4 v Invasion de la mucosa vesical y/o rectal, y/o metastasis distales
MO IVA Invasion de vejiga y/o recto 22
M1 IVB Metastasis distales, incluyendo intraabdominales y/o en ganglios inguinales 21
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2. 1. Clasificacion tradicional o dualista

El carcinoma de endometrio se ha diagnosticado clasicamente en base a su morfologia. Asi, de

acuerdo a Bokhman y de forma tradicional, se clasifica en dos amplios tipos (Tabla 3) *:

Tabla 3. Clasificacion de Bokhman, dualista o tradicional, del cancer de endometrio. Adaptada de 32,

Caracteristicas Tipo | Tipo Il
Edad Pre-perimenopausica Postmenopausicas
Prevalencia 80-90% 10-20%
Estadio en el diagnéstico Temprano Avanzado

Relacién con

. i Si No
hiperestrogenismo
, Hiperplasia
Lesion precursora . . —
endometrial
Progresion Lenta Rapida
Prondstico Bueno Malo

Tipo | 0 endometrioide: representa alrededor del 80% de los canceres endometriales *° y esta
relacionado con un estado hiperestrogénico. Por este motivo, se asocia a factores de riesgo
tales como la obesidad, anovulacién, nuliparidad y tratamiento con estrégenos exégenos no
compensado con progesterona. Se desarrolla en mujeres peri y postmenopdausicas
relativamente jévenes, con expresion de receptores de estrégeno y de progesterona, por lo
gue se considera que su precursor histolégico es la hiperplasia endometrial, con o sin atipia.

Suelen diagnosticarse en estadios iniciales y bajo grado, y tienen buen prondstico.

Tipo Il no endometrioide: sin relacién con estimulos hormonales, son menos frecuentes
representando alrededor del 20% de los casos. Aparece en mujeres de mayor edad,
generalmente sobre una base de endometrio atréfico. En estos casos, suelen diagnosticarse

en estadios mas avanzados, presentando diseminacion temprana y un peor prondstico >°.
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Tabla 4. Relacidn de las clasificaciones tradicional e histolégica del cancer de endometrio.

Clasificacion tradicional Clasificacion histologica

Tipo |
Adenocarcinoma endometrioide
Relacionado
con estrogenos

Carcinoma seroso
Tipo I

Adenoarcinoma de célula clara

No relacionado Carcinoma indiferenciado y desdiferenciado
con estrégenos
Adenocarcinoma mixto
Carcinoma escamoso
Otros
tipos

Carcinoma mucinoso de tipo gastrointestinal

Adenocarcinoma mesonéfrico y mesonefric-like

Esta clasificacidn es interesante desde el punto de vista patogenético, pero en ocasiones dificil
de aplicar en la clinica, ya que el CE incluye mecanismos patogénicos muy heterogéneos que
deben ser que sean reflejados en los sistemas de clasificacion, presentando caracteristicas
intermedias entre los tipos | y Il. Por este motivo, la mas empleada es la clasificacidn histologica
(Tabla 4), aunque la caracterizacidn y clasificacién molecular de los tumores de CE esta ganando

cada vez mayor importancia.

2. 2. Clasificacion histoldgica

La OMS ha clasificado tradicionalmente los diferentes CE en base a su histologia y caracteristicas
celulares °. Sin embargo, en su nueva clasificacion, incluye nuevos tipos tumorales, definidos a
partir de la integracion de las caracteristicas microscépicas y las moleculares, como

aproximacién para optimizar la estratificaciéon de las pacientes y predecir su prondstico.

De esta manera, los diferentes tipos histolégicos de CE descritos en la actualidad son los

siguientes:

Carcinoma endometrioide

Corresponde al CE de tipo | en la clasificacion de Bokhman, y representa alrededor del 80% de
todos los CE. Se trata de un adenocarcinoma en el endometrio, que muestra tipicamente una
arquitectura similar a la del endometrio sano, glandular o villoglandular, formada por un
epitelio columnar estratificado con una arquitectura compleja y ramificada. Las células

alineadas suelen ser columnares y comparten el borde apical con las células adyacentes, lo
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que resulta en un lumen glandular. Las células neopldsicas presentan un citoplasma
eosinofilico y granular, y una atipia nuclear de leve a moderada, salvo en carcinomas mal

diferenciados; el indice mitdtico es variable .

Por otro lado, las proliferaciones
endometriales pueden presentar una variedad de tipos epiteliales diferenciados, como células
escamosas, mucinosas, ciliadas o eosindfilas, y variaciones arquitecturales, incluyendo
formaciones papilares. Cuando estas variedades predominan en un adenocarcinoma
endometrioide, éste se denomina “variante especial”: variante con diferenciacion escamosa,

variante villoglandular, variante de células ciliadas y variante secretora **.

De esta manera, en este subtipo se incluye un amplio espectro de diferenciacién histoldgica,
que se valora con el grado nuclear y arquitectural, y define |la agresividad histolégica del

tumor.
Su grado histolégico depende principalmente de su arquitectura:

- Grado 1: adenocarcinoma con un patréon glandular reconocible y un 5% o menos de

crecimiento sélido (Figura 3.A.).

- Grado 2: glandulas bien formadas con ldminas sélidas de células neoplasicas intercaladas,

con entre 6 y 50% de crecimiento sélido.

- Grado 3: con mas del 50% de crecimiento sdlido, glandulas practicamente irreconocibles y

células tumorales con atipia nuclear y elevada actividad mitdtica (Figura 3.B.).

La presencia de nucleos de grado 3 que involucren mas del 50% del tumor estd asociado con
un comportamiento mas agresivo, y por tanto justifica el aumento en un punto en el grado

histoldgico *'.
Carcinoma seroso

Es el tipo de CE no endometrioide mas frecuente. Su arquitectura es papilar, compleja, con
papilas primarias, secundarias y terciarias que se presentan con un centro fibrovascular y en el
30% de los casos, contienen cuerpos de Psammoma (calcificaciones concéntricas laminadas).
Las células son predominantemente redondeadas en lugar de columnares, y frecuentemente
multinucleadas (Figura 3.C.). Los nticleos pierden la orientacion perpendicular a la membrana
basal, localizdndose en la zona apical y siendo poco diferenciados, grandes, y con nucleolos
eosindfilos. Las mitosis son numerosas, y generalmente atipicas y aberrantes. También hay

nidos celulares y focos de necrosis.
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Al contrario que los adenocarcinomas endometrioides, los de tipo seroso siempre se
consideran de alto grado >' y suelen diagnosticarse en estadios avanzados. Aunque si el tumor
estd confinado al endometrio el prondstico es excelente, cualquier difusidon extrauterina casi
siempre resultard en recurrencia y muerte. De hecho, aunque este subtipo se diagnostica en

menos del 10% de todas las pacientes, es responsable del 40% de las muertes por CE °*.

Carcinoma de célula clara

En este caso, las células son poligonales o con forma de clavo, con un citoplasma claro o
(menos frecuentemente) eosindfilo y ocasionalmente granular, organizadas en patrones
papilares, tubulo-quisticos, sélidos o mixtos. La atipia nuclear es de alto grado, al menos de
forma focal, y el indice mitdtico es, generalmente, alto. Este tipo tumoral es poco comun
(menos del 10% de los casos) ', y tiene peor prondstico que el endometrioide, pero no que el
seroso en el mismo estadio. Suele ser diagnosticado en estadios avanzados en pacientes

mayores 54.

Carcinoma indiferenciado y desdiferenciado

El carcinoma endometrial indiferenciado es una neoplasia epitelial sin diferenciacion celular
evidente (Figura 3.D.). El carcinoma desdiferenciado esta formado por un componente de
carcinoma indiferenciado y un componente diferenciado, habitualmente un carcinoma
endometrioide de grado 1 o 2, cuya proporcidon puede variar; la interfase entre los dos
componentes puede ser abrupta o mezclada. En la mayoria de los casos, forman grandes
masas polipoides, intraluminales, con frecuencia necréticas. Aunque representan menos del
2% de los casos de CE, suelen ser tumores altamente agresivos, con recurrencia o mortalidad

en el 55-95% de los casos .

Carcinoma mixto

Compuesto por una mezcla de carcinomas de dos o mas tipos histoldgicos, donde al menos
uno de ellos es seroso o de célula clara, por lo que puede haber caracteristicas superpuestas y
cierta ambigiiedad molecular. Los mas habituales presentan componentes endometrioide y
seroso, que representan el 10% de los carcinomas de endometrio. El comportamiento de estos
tumores estd dictado por el componente de mayor grado, de modo que se consideran de
grado alto independientemente de los porcentajes relativos de carcinoma seroso o de célula

clara >,
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Carcinoma escamoso

Compuesto exclusivamente por células con diferenciacion escamosa y muestran
caracteristicas tipicas de los carcinomas escamosos en otras localizaciones, pero pueden tener
una apariencia engafiosamente blanda, compuesta de epitelio glucogenado y con un frente
de invasiéon amplio. Estan relacionados con condiciones inflamatorias crdnicas, piometra
prolongada e ictiosis uterina. Constituyen el 0,5% de los carcinomas endometriales, y su

agresividad depende del estadio *.

Carcinoma mucinoso de tipo gastrointestinal

Este carcinoma es extremadamente infrecuente, con caracteristicas mucinosas gastricas o
gastrointestinales. Esta formado por glandulas epiteliales secretoras de mucina. Los ntcleos
son generalmente de bajo grado y su comportamiento también depende del estadio en el

momento del diagndstico .

Adenocarcinoma mesonéfrico y mesonefric-like

El adenocarcinoma mesonéfrico es un adenocarcinoma originado a partir de restos
mesonéfricos, por lo que pueden originarse en la pared uterina. Se trata de tumores muy
infrecuentes, y negativos para receptores hormonales. En el caso del “mesonefric-like”, es un
adenocarcinoma similar a la diferenciacion mesonéfrica, que representan el 1% de los
carcinomas de endometrio. Se trata de subtipos tumorales recientemente descritos; los pocos

datos de los que se dispone indican que su comportamiento es agresivo °'.

Figura 3. Histopatologia de varios tipos de carcinoma de endometrio. A. Endometrioide de bajo
51,58

grado. B. Endometrioide de alto grado. C. Seroso. D. Indiferenciado. Adaptada de
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2. 3. Clasificacion molecular

También como respuesta a las limitaciones derivadas de la falta de precision de la clasificacion

dualista, ya que no contempla la heterogeneidad molecular del CE, la red de investigacion de

The Cancer Genome Atlas (TCGA) propuso una nueva clasificacion, independiente de la

histoldgica. A través de la integracidén de técnicas de gendmica, transcriptémica y protedmica,

se caracterizaron molecularmente 373 casos y se describieron cuatro subtipos moleculares,

(Figura 4), identificando también similitudes con otros tipos de cancer

30

59,60,

Grupo 1 o POLE (ultramutado) (7%): con mutaciones somaticas inactivantes en el dominio
exonucleasa de la ADN polimerasa € (POLymerase Epsilon, POLE) y altas tasas de mutacién
(232 x 10° mutaciones/Mb), que tienen lugar en PTEN (94%), PIK3CA (71%), PIK3R1 (65%),
FBXW?7 (82%), ARID1A (76%), KRAS (53%), y ARID5B (47%). Este grupo incluye carcinomas
endometrioides de bajo y alto grado. Aunque la mayor proporciéon son de grado 3, los

tumores de este grupo estdn asociados a un buen prondstico.

Grupo 2 o de inestabilidad de microsatélites (28%): con IMS, frecuente hipermetilacién del
promotor de MLH1 vy altas tasas de mutacidn (18 x 10° mutaciones/Mb) y mutaciones en
PTEN (88%), RPL22 (33%), KRAS (35%), PIK3CA (54%), PIK3R1 (40%), y ARIDIA (37%).
También suelen ser carcinomas endometrioides, en este caso de alto grado; su prondstico

es intermedio.

Grupo 3 o de bajo niimero de copias (39%): en este caso con baja alteracion en el nimero
de copias, tienen una baja tasa de mutacién (2,9 x 10° mutaciones/Mb), con mutaciones en
PTEN (77%), CTNNB1 (52%), PIK3CA (53%), PIK3R1 (33%), y ARIDIA (42%). Suelen ser
endometrioides de cualquier grado histoldgico, o con histologias mixtas. Su prondstico

también es intermedio.

Grupo 4 o de alto numero de copias y mutaciones en TP53 o serous-like (26%): muestra
bajas tasas de mutacién (2,3 x 10° mutaciones/Mb), pero frecuentes mutaciones en TP53
(92%), PPP2R1A (22%) y PIK3CA (47%). También tienen inestabilidad cromosémica, con
amplificaciones recurrentes (MYC, ERBB2, CCNE1, FGFR3, SOX17). Este tipo molecular esta
asociado con CE de tipo seroso (94%), mixto (62%) y endometrioide de alto grado (12%).

Presenta el peor prondstico.
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Cancer de endometrio
(independientemente del subtipo histolégico)

Estado de POLE POLE patogénico POLE nativa o no patogénica
Estado de los genes MMR MMR afuncional MMR funcional
Estado de p53 p53 nativa p53 mutante
deficiencias en sin perfil mutaciones en
Diagnéstico integrado mutaciones en POLE molecular
MMR . ps53
especifico

Figura 4. Algoritmo diagndstico para la clasificacion histomolecular integrada del cancer de
endometrio, aplicable a todos los tipos histoldgicos. Las deficiencias en MMR se definen por la
pérdida de una o mas proteinas de MMR (MLH1, PMS2, MSH2 y MSH6). MMR: mismatch repair.
Adaptada de >

Debido a que esta clasificacién es independiente de la histologia tumoral, los datos moleculares
obtenidos demostraron que alrededor del 25% de los tumores clasificados como
endometrioides de alto grado tenian similitudes con carcinomas serosos, incluyendo

% Profundizar en la caracterizacién de los

mutaciones en TP53 y alto numero de copias
diversos subtipos de CE tendra un impacto en la eleccidon de la terapia de las pacientes y

permitira el desarrollo de tratamientos personalizados.
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3. PROGRESION TUMORAL Y RIESGO DE RECURRENCIA DEL CANCER DE
ENDOMETRIO

Ademas del CE, existen otras lesiones uterinas, tanto benignas (pdlipos endometriales,
leiomiomas, entre otras) como malignas, relacionadas con desequilibrios hormonales 1 como es
el caso de la hiperplasia endometrial. Se trata de un crecimiento anormal del endometrio, con
un aumento en la ratio glandula/estroma mayor de 1. Implica multiples grados de complejidad y
caracteristicas celulares y nucleares atipicas, por lo que las hiperplasias endometriales se han
clasificado tradicionalmente segun el patrén arquitecténico simple o complejo de las glandulas
endometrioides, y la presencia o ausencia de atipia nuclear (nucleos grandes y redondeados,
pérdida de polaridad) ®. No obstante, recientemente la OMS ha simplificado esta clasificacion,
distinguiendo Unicamente entre la hiperplasia endometrial sin atipia y la hiperplasia endometrial

atipica o neoplasia intraepitelial endometrial >*.

Gifndiuils fiormalas Glandulas Neoplasia Cancer de endometrio
fenotipicamente normales intraepitelial endometrial endometrlolde
0
¢°%% %% ] ‘.\) -0‘ ‘. ;
® ° ® ® Clon .'.. \ °@
% : l.o mutante -’ 5 °@’: % o,
S g %"«n
/ L]
oo st e
Promocién Progresion

(E2) (E2)
o L"\/O :

u

0 o <5 1@4
(7] U Bty
0 muiltiples :P'w"
Supresién o Involucién eventos génicos
(PG) (PG)

Y,

=2 Sangrado anormal I=—=,

Deficiencias en MMR, mutaciones en POLE,

Exposicion a estrégenos sin oposicion Mutaciones (PTEN, PAX2)

mutaciones en TP53

Figura 5. Diagrama de un mecanismo propuesto para el desarrollo y progresion de la neoplasia
intraepitelial endometrial. EIl endometrio esta expuesto a estrogenos (E2) sin oposicion de
progestinas (PG), los cuales inducen la proliferacion de las glandulas endometriales, dando lugar a
hiperplasia endometrial. En pacientes con riesgo, es posible que se desarrolle un clon mutante,
fenotipicamente normal, pero progresa debido a los estrogenos. Por acumulacion de defectos
genéticos, aun no dilucidados, es posible que el clon mutante prolifere, dando lugar a una
neoplasia intraepitelial endometrial, que puede ser diagnosticada mediante tincién de
hematoxilina-eosina. La paciente puede presentar sintomas de sangrado uterino anormal y un
endometrio engrosado. Si se continlian acumulando dafios genéticos, la lesion puede progresar a

cancer de endometrio. Imagen adaptada de &
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Las hiperplasias endometriales sin atipia se generan como resultado de la exposicidn
prolongada a estrdgenos, sin la oposicion adecuada de progesteronas, lo que da lugar a que las
mujeres con este diagndstico tengan 3-4 veces mas riesgo de desarrollar CE. En el caso de la
neoplasia intraepitelial endometrial, el hiperestrogenismo es un factor de riesgo, pero surge
como una proliferacién glandular clonal, que comienza como una lesidn localizada y puede
expandirse, ocupando la totalidad del compartimento endometrial (Figura 5). Entre un cuarto y
un tercio de las mujeres con neoplasia intraepitelial endometrial seran diagnosticadas con CE
durante el primer afio después del diagndstico. De hecho, en esta lesidén ya se pueden observar
muchas de las alteraciones genéticas observadas en CE, incluyendo IMS y mutaciones en PTEN,

KRAS y CTNNB1 °*.

3. 1. Bases moleculares de la progresion tumoral en CE

El desarrollo de un tumor implica multiples cambios genéticos, epigenéticos y funcionales en las
células, modificdndose la regulacion de la expresion de genes y el metabolismo y la division
celular. Las alteraciones génicas que dan lugar a los oncogenes, y aquellas en los genes
supresores de tumor juegan un papel fundamental en el desarrollo del cancer. La
tumorogenicidad estd promovida por la lesidn en los genes supresores, cuya pérdida de funcién
en los dos alelos permite el crecimiento tumoral mediante el escape de la muerte celular. En
cuanto a los proto-oncogenes, estdn involucrados en procesos de crecimiento y mantenimiento
de tejidos y dérganos, estimulando la divisién celular, bloqueando la apoptosis y controlando la
diferenciacidn celular. Las mutaciones de ganancia de funcidn convierten a los proto-oncogenes

en oncogenes. A nivel celular, los oncogenes actuan de manera dominante: un Unico alelo

mutado es suficiente para alterar el fenotipo de la célula.

La estructura cromosdmica se mantiene gracias a los microsatélites, situados en varios lugares
del genoma. Se trata de secuencias repetitivas que constituyen la mitad de las secuencias del
ADN no codificante (que incluye el 98,5% del total) en el ADN humano, y que estan implicadas
también en la evolucidén de genes y genomas®. Son susceptibles de sufrir errores en la
replicacion, y cuando estas mutaciones se acumulan junto con defectos en el sistema de
reparacion del ADN (mismatch repair), que incluye proteinas como MLH1, MSH2, PMS2 y MSHS6,
se produce la inestabilidad de microsatélites. Dicha inestabilidad se observa hasta en el 20% de

los carcinomas de endometrio de tipo | *>.

El gen alterado con mayor frecuencia en CE endometrioide es PTEN, en el 83% de los canceres y

el 55% de las lesiones precancerosas . Se trata de un gen de tipo supresor: codifica para una

33



INTRODUCCION

proteina con funcidn tirosina quinasa (Phospatase and TENsin, PTEN) de modo que cuando su
actividad disminuye se produce un incremento de proliferacidon y supervivencia por la alteracion
de su papel en la via de PI3K/AKT, asi como la migracidn y diseminacién celular. Por otro lado,
Mig-6, codificada por el gen supresor MIG-6 (Mitogen-inducible gene 6), promueve apoptosis
celular a través de la downregulacion de inhibidores de apoptosis inducidos por estrégenos y la
inhibicion de la fosforilacion de ERK2 ® y AKT %, que pertenecen, respectivamente, a la via de las
protein quinasas activadas por mitdgenos (Mitogen-Activated Protein Kinases, MAPK), y a la via
PI3K/AKT, ambas implicadas en mecanismos de proliferacién y diferenciacién celular. Sus

alteraciones acttian de manera sinérgica con las deficiencias de PTEN en la progresion del CE .

Otro gen supresor de tumor frecuentemente alterado en CE, especialmente en el de tipo Il, es el
gen TP53, codificante para la proteina p53, que tiene una funcién crucial en el arresto del ciclo
celular e induccién de apoptosis tras el dafio en el ADN, impidiendo asi la proliferacion de células
con alteraciones "°. Tras su mutacién, la proteina no funcional se acumula dentro de la célula 'y

acttia como inhibidor doble negativo de la p53 nativa *.

Otra proteina codificada por un gen supresor, el gen CDKN2A, es la proteina p16, la cual se une a
las quinasas dependientes de ciclina 4 y 6 (Cyclin-Dependent Kinases; CDK4 y CDK6), bloqueando
la capacidad que tienen para estimular la progresién del ciclo celular. Por ello, su inactivacién da

lugar al crecimiento celular descontrolado **%°.

El gen supresor de tumor ARID1A codifica para una proteina con actividad helicasa y ATPasa (AT-
Rich Interacting Domain-containing protein 1A, ARID1A) que forma parte del complejo SNF/SWI
de remodelacion de la cromatina, necesario para la activacion transcripcional de genes
normalmente reprimidos por la estructura de la cromatina. La pérdida de la funcién supresora
de ARID1A activa la via PI3K/AKT de supervivencia celular, y, ademas, puede estar relacionada
con IMS mediante la silenciacidn epigenética de genes de mismatch repair en CE "' Este gen
aparece mutado en los estadios tempranos de la carcinogénesis, en el paso de la hiperplasia
endometrial atipica a carcinoma endometrioide en CE, encontrandose en el 47% de los CE
endometrioides de bajo grado, en el 60% de los endometrioides de alto grado y en el 11% de los

. . 2
adenocarcinomas de tipo seroso "

El oncogén mas relevante en CE es KRAS (Kirsten RAt Sarcoma viral oncogene), el cual codifica
para la proteina KRAS, que actua en el inicio de la via de las MAPK. La mutaciones en KRAS
resultan en una activacion de las vias, dando lugar a una proliferacién descontrolada y una
disminucion de la diferenciacién celular . Se han encontrado mutaciones en este gen en hasta

74,75

el 30% de los CE, especialmente de tipo endometrioides . Su presencia en el 16% de los casos
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de hiperplasia endometrial ® indica que es un evento relativamente temprano en la progresion

del cancer de endometrio.

HER2/neu es un oncogén que codifica para el factor de crecimiento epidérmico humano 2
(Human Epidermal growth factor Receptor 2, HER2). Se trata de una glicoproteina
transmembrana que actla como receptor con actividad tirosina quinasa en su dominio
intracitosolico Tiene un papel en el crecimiento celular, supervivencia, adhesién, migracion y

diferenciacion”. La amplificacién de HER2/neu ha sido descrita frecuentemente en CE seroso .

Otra proteina frecuentemente alterada en CE es PIK3CA (Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate
3-Kinase CAtalytic subunit Alpha) que pertenece a la via de sefializacion PI3K/AKT y estd
relacionada con la supresién de la apoptosis y el aumento de la proliferacion. También son
frecuentes las alteraciones en genes codificantes para moléculas de adhesién, como la del gen
CTNNB1, que codifica para la B-catenina, y la del gen CDH1, que codifica para la E-cadherina. Las
alteraciones de los genes que codifican para proteinas relevantes en el mantenimiento de la
arquitectura tisular, diferenciacion celular y transduccidn de sefiales estan relacionadas con una
disminucién en la adhesion intercelular, y se considera un paso previo en la migracién celular.
Ademas, la B-catenina, forma parte de la cascada de sefializacién de Wnt, relacionada con
embriogénesis y tumorogénesis. De esta manera, también se considera que las mutaciones en

CTNNBI estan relacionadas con eventos tempranos en la carcinogénesis endometrial ’®7°.

Endometrio
sano

Hiperestrogenismo

(ER, PR)
Hiperplasia Endometrio
sin atipia atréfico
PTEN
IMS
Hiperplasia KRAS
con atipia
PTEN TP53
ImMs HER2/neu
KRAS CDH1
CTNNB1 pl6
Carcinoma PIK3CA
endometrioide ARIDIA
de bajo grado
TP53
. HER2/neu
Carcinoma CDH1 Carcinoma no
endometrioide p16 endometrioide

de alto grado

Figura 6. Modelo de progresion del cancer de endometrio de tipo endometrioide y no
endometrioide, representando las alteraciones genéticas en cada caso. A la izquierda, el modelo
para el cancer de tipo |, endometrioide. A la derecha, el del cancer de tipo Il (no endometrioide).
IMS: inestabilidad de microsatélites. Adaptado de 80
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Por ultimo, los receptores de estrégenos y de progesterona, receptores nucleares expresados
en el endometrio sano, actian como factores de transcripcién uniéndose a zonas especificas del
ADN. Existen dos isoformas de cada uno de los dos tipos de receptores, y la pérdida de su

81

equilibrio es crucial durante la tumorogénesis endometrial La falta de expresidon de

receptores hormonales esta relacionada con una mayor agresividad y con mal pronéstico .

Como se ha descrito, la mayoria de las hiperplasias, y el CE tipo | estan relacionados con estados
hiperestrogénicos, con lo cual responden a terapias hormonales. Sin embargo, en la progresién
del CE, las mutaciones en PTEN y KRAS parecen ocurrir al principio del proceso de
carcinogénesis. Posteriormente se produce la inactivacion de E-cadherina. En momentos mas
tardios del desarrollo, en CE endometrioide de alto grado y mal prondstico, aparecen
mutaciones en TP53 y HER2/neu, tipicas de los carcinomas de tipo Il, que también podrian ser
eventos de novo, sin formar parte de la progresién, en el CE de tipo | mal diferenciado. Las
mutaciones en p16 y HER2/neu, y la inactivacion de E-cadherina, también parecen afectar a la
progresidn a carcinoma no endometrioide (Figura 6), que progresa mediante transicion epitelio-

mesénquima 22334,

3. 2. Clasificacion del riesgo de recurrencia

Las pacientes de CE presentan diferente riesgo de recurrencia de la enfermedad segln su
estadio quirdrgico, histologia tumoral y factores de riesgo adversos, entre los cuales se
encuentra la edad avanzada, presencia de invasidn linfovascular, tamafo y grado del tumor, e
invasidon del segmento inferior del Utero. La evaluacién de su riesgo de es fundamental para la

eleccién de los tratamientos idoneos para cada paciente.

Los CE de bajo riesgo incluyen mujeres con histologias endometrioides de grado 1 o grado 2 y
tumores confinados al utero, en estadio IA. La probabilidad general de recurrencia en esta
poblacién es muy baja tras el tratamiento quirurgico, y su prondstico excelente, por lo que no
suele recomendarse terapia adyuvante. Existe un bajo riesgo de recurrencia local en la zona
vaginal (menor al 5%), de modo que todas las pacientes deberian recibir seguimiento con

examenes pélvicos **.

Los CE de riesgo intermedio se definen como tumores confinados al Utero, pero con invasion
del miometrio (estadio IA o IB) o con invasidn del estroma cervical (estadio Il). Esta poblacién
puede ser dividida a su vez en riesgo intermedio-bajo o intermedio-alto, segin edad y factores
patoldgicos: presencia de invasion de mas del 50% del miometrio, histologia endometrioide

grado 2 o 3, invasion del espacio linfovascular.

36



INTRODUCCION

Asi, se consideran de riesgo intermedio-alto las mujeres mayores de 70 afios con uno de esos
factores de riesgo, mujeres entre los 59 y los 69 afios con dos factores de riesgo, o mayores de
18 con todos los factores de riesgo & En estos casos, se debe considerar el tratamiento con
radioterapia, que puede reducir el riesgo de recurrencia a nivel local, aunque no a nivel distal y
tampoco parece mejorar la supervivencia general *. En el caso de que el riesgo sea intermedio-
bajo (si no se cumplen los criterios mencionados), dado el buen prondstico de las pacientes, se
recomienda realizar un seguimiento, ya que los riesgos de la radioterapia son mayores que sus

beneficios en este caso.

Los CE de alto riesgo incluyen todas las histologias no endometrioides, asi como el CE
endometrioide muy invasivo de grado 3, y cualquier histologia en estadios Ill y IV. Debido a su
naturaleza agresiva y a la posibilidad de desarrollar metastasis tempranas, se recomienda un
tratamiento multimodal, incluso si el estadio es bajo. Sin embargo, no hay aproximaciones
uniformes a su tratamiento por la pluralidad de estadios que incluye, los cuales son claves para

la decision.

Las mujeres en alto riesgo y estadio IA sin invasion miometrial, pueden mantenerse en
observacidn o ser tratadas con braquiterapia vaginal ¥. En el caso de mujeres con estadios
invasivos IA, IB o Il, se recomienda administrar quimioterapia con o sin radioterapia (externa o
braquiterapia vaginal). A las mujeres en estadio Ill o IV se les recomienda quimioterapia

adyuvante, combinada con radioterapia en algunos casos.

Por otro lado, en pacientes con estadios lll o IV y enfermedades no resecables o con
comorbilidades médicas significativas, es posible ofrecer un tratamiento no quirtirgico como
radioterapia primaria con o sin quimioterapia, o Unicamente quimioterapia, aplicando
radioterapia dependiendo de la carga tumoral y su localizacion. También se emplea terapia
hormonal en casos inoperables o pacientes que no desean cirugia, radioterapia o quimioterapia
citotdxica *%. La terapia hormonal también puede ser una opcién en un grupo selecto de mujeres
premenopausicas (con grado 1 y estadio IA, en enfermedades no invasivas) con el objetivo de

mantener la fertilidad gracias a un tratamiento conservador %.
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4. TRATAMIENTO DEL CANCER DE ENDOMETRIO

El tratamiento del CE se decide siguiendo las recomendaciones consensuadas por la Sociedad
Europea de Oncologia Médica (European Society for Medical Oncology, ESMO), la Sociedad
Europea de Ginecologia y Obstetricia (European Society of Gynaecology and Obstetrics, ESGO) y
la Sociedad Europea de Radioterapia y Oncologia (European Society for Radiotherapy and
Oncology, ESTRO). Para ello se lleva a cabo un estudio diagndstico extenso, que incluya los
antecedentes familiares, la evaluacién de comorbilidades, ecografia transvaginal o transrectal, y
la evaluacidn de la patologia incluyendo el tipo y el grado histoldgico obtenidos a través de una

biopsia endometrial o un legrado .
4. 1. Cirugia

El tratamiento fundamental en la mayoria de las pacientes con CE es quirurgico, mediante la
histerectomia total (extirpacion de utero y cérvix) con salpingooforectomia bilateral
(extirpacidon de los 6rganos anejos). Es el primer tratamiento del CE cuando esta aparentemente

confinado al Utero %, e incluye, ademas, la reseccidn de ganglios linfaticos para su evaluacion.

Es imprescindible realizar una exploracion muy rigurosa del abdomen para descartar la
posibilidad de metastasis extrauterinas. Este procedimiento las superficies serosas de los
organos abdominales, peritoneo y diafragma, de modo que cualquier anormalidad ha de ser
biopsiada. Las biopsias del epiplén a menudo se realizan en casos de histologia de alto riesgo (CE
seroso, de células claras o carcinosarcoma). También se realizan lavados peritoneales, aunque

no tienen impacto en el estadiaje de la enfermedad.

Tradicionalmente, el estadiaje quirurgico del CE determina a través de una incisién abdominal
vertical (laparotomia), aunque los avances en las técnicas quirdrgicas han permitido la
exploracién y extirpacién de utero, cérvix, anejos, ganglios linfaticos y biopsias de epiplén con
aproximaciones minimamente invasivas, como la laparoscopia tradicional o robética. La cirugia
minimamente invasiva ha sido asociada con la disminucion de la estancia postoperatoria, asi
como un menor grado de complicaciones (menos infecciones en la cicatriz, transfusiones de
sangre y tromboembolias venosas). Sin embargo, puede recomendarse una laparotomia abierta
cuando hay una elevada implicacién del cérvix o un tumor de gran tamafio, para evitar la

8

morcelacién o fragmentacion del tumor al tejido circundante *. En casos de diseminacién

peritoneal o invasion extensa del epipldon, puede considerarse ademds una cirugia
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citorreductora, con el objetivo de extirpar cualquier tejido canceroso remanente, incluyendo el

epipldn y del intestino *%.

La linfadenectomia, eliminacion de los ganglios linfaticos, permite la evaluacion de los ganglios
de drenaje del utero (incluyendo los pélvicos), con o sin los ganglios paraaodrticos, los cuales
deberian ser evaluados en el caso de mujeres con histologia de alto riesgo. Cualquier ganglio

anormalmente grande deberia ser retirado para descartar metéstasis .

4. 2. Tratamiento adyuvante

El objetivo de la terapia adyuvante en el CE recién diagnosticado es reducir el riesgo de
recurrencia de la enfermedad. Por este motivo no suele recomendarse a mujeres de bajo riesgo,
y suele aumentar con el grado del tumor, invasion miometrial y la implicacion cervical, debido a

gue en estos casos aumenta el riesgo de recaida.

Los criterios que se siguen para la evaluacion del riesgo y la eleccién de terapia adyuvante se han
descrito en el subapartado 3.2. En el apartado actual se describen con mas detalle las terapias

adyuvantes de uso habitual en CE.

a. Radioterapia

La radioterapia es el tratamiento adyuvante mas habitual para el CE, y puede ser administrada
de forma externa o local (braquiterapia pélvica o vaginal). La radioterapia puede emplearse
de forma adyuvante o bien como tratamiento principal en pacientes inoperables, con
recurrencia local, o como tratamiento paliativo **. Debido a que la radioterapia externa suele
tener secuelas a corto y largo plazo, en forma de diarrea, dolor abdominal, linfedema pélvico y
en las extremidades inferiores, enteritis, colitis y formacion de fistulas, habitualmente se
recomienda la braquiterapia vaginal, que actia de forma similar a la radioterapia pélvica
produciendo menos efectos secundarios, al liberar la dosis directamente en la superficie de la
vagina y vasos linfaticos préximos *"%°.

b. Quimioterapia

A pesar de que los CE suelen responder favorablemente a la radioterapia, la quimioterapia
tiene un papel importante en el caso de enfermedades metastaticas irresecables,
enfermedades avanzadas ya resecadas quirurgicamente y enfermedades recurrentes. En el
caso de pacientes con tumores de alto riesgo pero en estadios tempranos, los beneficios que

este tratamiento puede aportar aun estan siendo estudiados. Actualmente se recomienda
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guimioterapia adyuvante (mas radioterapia) para estadios IB- IV; en histolofias de tipo Il, por

su agresividad, se recomienda una terapia multimodal 1

Se  recomiendan regimenes de quimioterapia  multiagente que incluyen
carboplatino/paclitaxel, cisplatino/doxorrubicina, cisplatino/doxorrubicina/paclitaxel,
carboplatino/docetaxel. Al régimen de carboplatino/paclitaxel se le afiade en algunos casos
bevacizumab (anticuerpo monoclonal antiangiogénico), o bien trastuzumab si los carcinomas

son positivos para HER2%.

Las terapias de agente unico se consideran en aquellos casos en los que los regimenes
multiagente no son tolerados o estén contraindicados. Estas opciones incluyen paclitaxel,
abraxane, cisplatino, carboplatino, doxorrubicina, doxorrubicina liposomal, topotecan vy

docetaxel %,

c. Terapia hormonal

Esta especialmente indicada para pacientes con carcinoma endometrioide de grado 1y estadio
IA no invasivo con expresion de receptores de estrogenos o de progesterona, que desean
mantener la fertilidad **. Se ha observado una respuesta total en el 50% de las pacientes *,
aunque se recomienda realizar un seguimiento mediante biopsias del endometrio cada 3-6
meses, asi como tratamiento quirdrgico completo después del parto, que también es
recomendado para las pacientes cuya enfermedad progresa o se mantiene tras 6-12 meses de

terapia basada en progestinas .

Los agentes hormonales mds destacados son antagonistas de estrégenos, como el fulvestrant
o el tamoxifeno, e inhibidores de la aromatasa como el letrozol. Sin embargo, la mas habitual
es la terapia basada en progestinas, entre las que se encuentra el acetato de
medroxiprogesterona y el acetato de megestrol *°.

d. Terapia molecular

Esta aproximacion terapéutica se basa en la inhibicion directa de moléculas diana implicadas
en la iniciacidon, mantenimiento y progresion del cancer de endometrio. El término terapia
molecular se suele aplicar a nuevas terapias con diana farmacolégica definida, aunque en
sentido estricto deberia utilizarse también para los agentes anti-estrégenos, o las progestinas.
Las moléculas diana varian desde genes mutados, ARNs, proteinas, lipidos e incluso
metabolitos de bajo peso molecular que, ademds de servir como dianas terapéuticas, sirven
como biomarcadores que describen la progresion de la enfermedad. Tanto la inmunoterapia

como la terapia dirigida ha sido un foco de investigacion en los tltimos afios *"*%. Se trata de
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medicamentos dirigidos a procesos especificos de cancer como la angiogénesis, la reparacion
del ADN, la apoptosis o el control del crecimiento tumoral mediante la activacidn del sistema

inmune de la paciente frente al tumor.

La via mas desregulada en el caso del CE es la via de PI3K-AKT-mTOR. El silenciamiento o la
disminucién de la transcripciéon de PTEN da lugar a una disminucidn de la inhibicién de PI3K, y
al aumento de la actividad de AKT y mTOR (mammalian Target Of Rapamycin, diana de
rapamicina en células de mamifero) *°. Ya se han probado algunos inhibidores de mTOR
(temsirolimus, deforolimus, everolimus) en ensayos de fase Il y se ha observado que

estabilizan la enfermedad en el 44% de las pacientes metastaticas o recurrentes %%,

Uno de los procesos clave en el cdncer es la angiogénesis, la formacién de vasos sanguineos y
el reclutamiento de células de soporte gracias a factores proangiogénicos liberados por las
propias células tumorales. De hecho, la sobreexpresién del factor de crecimiento del endotelio
vascular (Vascular Endotelial Growth Factor, VEGF) estd asociada con mal prondstico en la

192 por ello, se estad estudiando la

mayoria de los canceres (incluyendo el de endometrio)
funcién de los farmacos dirigidos a inhibir la angiogénesis, como bevacizumab o inhibidores de
tirosina quinasas (lenvatinib), aunque sin resultados prometedores'®, a excepcién del
bevacizumab. Se trata de un anticuerpo dirigido a VEGF-a que en un ensayo en fase Il
estabilizé la enfermedad en el 13,5% de las pacientes con CE recurrente y en el 40,4% de las

104

pacientes con CE persistente . También se ha descrito su combinacidén con paclitaxel y

cisplatino o temsirolimus en pacientes con enfermedad avanzada o con recaidas '%>**'%.

Otro de los procesos importantes del crecimiento tumoral es la desregulacion del ciclo celular.
El palbociclib es un medicamento oral que inhibe CDK4/6. Actualmente, se estd llevando a
cabo un ensayo europeo de fase Il combinando este farmaco con letrozol *°. También se esta
explorando en ensayos clinicos el papel de los inhibidores de la proteina de muerte celular
programada 1 (Programmed Cell Death Protein-1, PD-1) debido a su alta expresién en el CE,

que participa en el checkpoint de respuesta inmune frente al tumor *.

Por ultimo, también se han estudiado terapias dirigidas a HER2/neu, como el trastuzumab,

cuyo empleo estd recomendado en pacientes de CE positivas para HER2'”’

. Otras estrategias
terapéuticas recién aprobadas o que estan estudidndose actualmente a nivel de ensayos
clinicos son inhibidores del checkpoint inmunolégico (pembrolizumab, dostarlimab),
inhibidores de PARP [Poly (ADP-Ribose) Polymerase, poli ADP-ribosa polimerasa], inhibidores
de receptores tirosina quinasa y terapias bioldgicas mediante virus, células dendriticas y

células NK autdlogas.
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4. 3. Tratamiento del CE en estadios avanzados

Aunque la mayoria de las pacientes con tumores localizados tienen un excelente prondstico,
existe un subgrupo de pacientes que ya en el momento del diagndstico presentan diseminacion
metastatica, o bien progresan después del tratamiento del tumor primario. Por este motivo, ya
que las pacientes en este punto de la enfermedad tienen muy mal prondstico, los tratamientos
siguen un enfoque mas paliativo que terapéutico, aunque a las mujeres que no responden a los
tratamientos convencionales pero mantienen un buen estado fisico en general se les

recomienda que participen en ensayos clinicos.

El tratamiento principal de estas pacientes es la citorreduccién quirtrgica, a pesar de que solo
aumenta la supervivencia de las mujeres con diseminacion pélvica o intraabdominal ', junto
con terapias adyuvantes (quimioterapia o terapia hormonal). Sin embargo, cuando la paciente es
inoperable o se trata de un caso de recurrencia metastatica tras el tratamiento del tumor

primario, se recomienda limitarse a la terapia sistémica (Figura 7).

E G Caracterizacién molecular completa
» Tratamientos personalizados, combinacion de:
Inmunoterapia
Quimioterapia
Terapia molecular
Terapia dirigida
Radiacion

Subtipos moleculares de TCGA
\\\: Inmunoterapia }
W Oe Terapiamolecular

°® Terapiadirigida

Tiposlyll
Quimioterapia
Terapia hormonal
Radiacion

Figura 7. Esquema de la clasificacion y tratamiento adyuvante del cancer de endometrio en

estadios avanzados. TCGA: The Cancer Genome Atlas. Adaptada de 109

Los dos regimenes de quimioterapia mas empleados en el tratamiento del CE metastatico en
pacientes naive son carboplatino/paclitaxel o cisplatino/paclitaxel/doxorrubicina. Aunque el
régimen triple mejora la respuesta de las pacientes, la supervivencia libre de enfermedad vy la
supervivencia general, el de elecciéon en general es carboplatino/paclitaxel por sus tasas de
respuesta (40-62%) y supervivencia (13 a 29 meses) y mostrar menor toxicidad sistémica de
grado 2 y 3. Aunque se toleran mejor que otros agentes quimioterapéuticos, el porcentaje de
desarrollo de neuropatia sensorial de grado 2 es del 19%, de trombocitopenia el 12%, emesis

. . 0 11
4%, diarrea en un 2% y alteraciones metabdlicas en un 8% °,

Algunas pacientes son candidatas a terapia hormonal, cuando el tumor es de grado 1 o 2,
positivos para receptores hormonales. Generalmente, son tratadas con acetato de megestrol

alternado con tamoxifeno, aunque solo el 15-30% responden al tratamiento '”. Los inhibidores
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de aromatasa se evaluaron en ensayos clinicos de fase Il, pero obtuvieron tasas de respuesta

menores al 10% '

. Por otro lado, la expresidn de receptores hormonales no es un marcador
predictivo del efecto del tratamiento hormonal, como mostré un ensayo clinico con letrozol en
el que el 8% de las pacientes fueron positivas para receptores de estrégenos y/o

progesteronas, pero la tasa de respuesta fue del 9% *°.

Cuando las pacientes no responden a quimioterapia, ni a terapia hormonal, y muestran alta
carga mutacional en tumor, alta IMS y deficiencias en genes de mismatch repair, el tratamiento
de segunda linea preferente es la inmunoterapia, con inhibidores del checkpoint inmunolégico
113 Actualmente existen dos inhibidores de PD-1 aprobados por la Food and Drug Administration
(FDA): pembrolizumab y, mas recientemente, dostarlimab. Estos tratamientos tienen una
eficacia similar, con una tasa de respuesta del 57% en el caso de pembrolizumab ***y del 42% en
el caso de dostarlimab '*>. Sin embargo, los inhibidores del checkpoint estan asociados con
eventos adversos relacionados con el sistema inmune, normalmente transitorios, pero en
ocasiones severos o letales (hematoldgicos, digestivos, hepaticos, pneumonitis, endocrinopatias,
entre otros). Se cree que derivan del aumento de la respuesta inmune en general, por lo que la

inmunosupresion con agentes como glucocorticoides, antagonistas de TNF-a entre otros, puede

ser un tratamiento efectivo en la mayoria de los casos **°.

En ausencia de alta IMS o deficiencias en genes de mismatch repair, el tratamiento depende del
tiempo que las pacientes hayan estado sin recibir carboplatino/paclitaxel. Cuando son menos de
seis meses se recomienda pembrolizumab y lenvatinib, aunque solo el 30% de las pacientes con
IMS responden a estos tratamientos, mientras que el 67% sufren toxicidad sistémica de grado 3
o superior ™. Si son mas de seis meses sin recibir quimioterapia, habitualmente vuelven a
recibir carboplatino/paclitaxel o se les administra pembrolizumab/lenvatinib **’.

Como terapia de tercera linea, ademas de la terapia hormonal en pacientes positivas en
receptores de estrogenos que no toleren los efectos secundarios, se opta por agentes
quimioterapéuticos en régimen uUnico, como se describe en el subapartado 4.2.b., o
bevacizumab, aunque la tasa de respuesta es baja en estas pacientes y no mejoran la

. . . .7 118,11
supervivencia libre de progresion 1#'*°,

Por ultimo, se han evaluado varios inhibidores de mTOR, como temsirolimus, que no demostré
. .z . . . 11 . . . .z

asociacién con una mejora de la supervivencia **°. Por el contrario, everolimus, en combinacién

con letrozol, si mostré beneficio clinico en el 40% de las 38 pacientes que participaron en un

ensayo en fase Il, pero se necesitan mas datos antes de iniciar ensayos clinicos de fase Il 120
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5. EL RECEPTOR CXCR4 Y EL CANCER

La proteina CXCR4 es un receptor de quimiocinas CXC. Las quimiocinas son un tipo de citoquinas
de naturaleza proteica, de bajo peso molecular (8-12 kDa), con funciones fisioldgicas de
regulacién que incluyen varias familias. En concreto, las quimiocinas CXC son citoquinas
guimiotacticas proinflamatorias que se unen a receptores asociados a proteinas G (G protein-
coupled receptors, GPCRs) y tienen un reconocido papel en la mediacion del trafico de células

inmunes y el desarrollo del tejido linfoide.

CXCR4 es un receptor acoplado a proteinas G de la familia de la Rodopsina, también conocido
como fusina o CD184. En condiciones fisiolégicas normales, se encuentra en células con
movilidad, tanto en el sistema inmune como en el hematopoyético. También se expresa en

células madre necesarias durante la embriogénesis **'.

Como los demas receptores de quimiocina, su principal caracteristica es la quimiotaxis: la
capacidad de inducir la migracién dirigida de células hacia un gradiente de citoquinas
guimiotacticas, secretadas por células dafiadas o infectadas (es correceptor en la infeccion por
VIH) %, asi como endoteliales, tumorales o estromales (por ejemplo, fibroblastos activados),
propiciandose la movilidad y la angiogénesis. Su papel vital en la migracién celular tanto en la
vida embrionaria como en la adulta ha dado lugar a que su estructura de 352 aminodcidos se
encuentre altamente conservada entre especies **, encontrandose en el organismo en forma de
mondmero, homodimeros y heterodimeros con CCCR2, CCR4 o CXCR7, participando en

124

diferentes mecanismos metabdlicos . Su sola homodimerizacidn activa la via de JAK/STAT de

forma independiente de la proteina G a la que estd acoplado .

Su ligando natural es la quimiocina CXC ligando 12 (CXCL12), también denominada Factor
Derivado del Estroma la (Stromal-Derived Factor 1a, SDF1a), una quimiocina peptidica de bajo
peso molecular que también se une a CXCR7 y que se encuentra mayoritariamente en las células
del estroma de la médula dsea, con un papel importante en la proliferacién de precursores
hematopoyéticos. Al contrario que la mayoria de las quimiocinas, que se producen en células
activadas en momentos puntuales (no tienen un lugar de produccién constante), CXCL12 se
produce de manera constitutiva en las células y érganos especializados (como la médula ésea, el

, . . .y 12|
higado, el cerebro), siendo sobreexpresado cuando ocurre una infeccidn o un ataque externo **°.

La uniéon de CXCL12 a CXCR4 a través de su extremo N-terminal provoca un cambio de
conformacion en el receptor que activa la proteina G heterotrimérica acoplada. El extremo C-

terminal del receptor es el responsable de optimizar la especificidad, la selectividad y la
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duracién de la seial '

. Este extremo también es fosforilado por las quinasas receptoras de
proteinas G (GRK), lo cual produce la captacién de B-arrestina permitiendo la internalizacion del
receptor a través de endocitosis mediada por clatrina ', y la B-arrestina a su vez activa la via de
las MAPK, promoviendo la migracién celular. En paralelo, la disociacién de la proteina G inicia
diferentes vias de sefializacién (Figura 8) dirigidas a remodelar el citoesqueleto de actina

(responsable de la motilidad y cambios de forma de la célula) y con él funciones biolégicas

relacionadas con supervivencia, proliferacién y migraciéon ' . Las mds importantes son:

- La via PI3K/AKT, que da lugar a supervivencia celular y proliferacién, o la expresion de

genes de transcripcién por el factor nuclear NFkB.

- La cascada de seifializacion de las MAPK (Ras, Raf, MEK y ERK) causando cambios en la

expresion génica, la progresion del ciclo celular y la quimiotaxis.

- La via de la fosfolipasa C (PLC), que induce la hidrdlisis de fosfatidinositol 4,5-bifosfato
(PIP,) a diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP;). En paralelo, DAG activa la proteina
quinasa C (PKC), que a su vez activa la via de las MAPK. Por otro lado IP; moviliza iones de

calcio de reservorios intracelulares para promover la quimiotaxis y migracion.

CXCL12

T140 I
AMD3100

B-arrestina-—~ """
/ 7 Ras AC
Endocitosis P‘LC PI3K
PIP, ’ | i
‘ AKT RAF AMPc
Reciclajeala P ,
membrana | 3 | | 3
Degradacién ~ Ca?* mTOR ERK1/2 PKA
en lisosoma ‘ k | |
Migracidn, Supervivencia, Proliferacion,
gquimiotaxis proliferacion quimiotaxis

Figura 8. Esquema de las vias de sefializacion reguladas por el eje CXCL12/CXCR4. La unidn de
CXCL12 al receptor CXCR4 activa las vias de la PLC, la via PI3K/AKT/mTOR y la de las MAP
quinasas, que regulan tanto la proliferacion y la supervivencia como la migraciéon y la metastasis
en tumores. GRK: G protein-coupled receptor kinase, quinasa de receptor acoplado a proteina G;
PLC: phosphollipase C, fosfolipasa C; PIP,: fosfatidilinositol bifosfato; IP5: inositol trifosfato; PI3K:
fosfatidilinositol 3-quinasa; mTOR: mammalian Target Of Rapamycin, diana de rapamicina en
células de mamifero; ERK: extracellular signal-regulated kinases, quinasas reguladas por sefiales
extracelulares; AC: adenilil ciclasa; AMPc: AMP ciclico; PKA: protein quinasa A. AMD3100 y T140

son antagonistas de CXCR4. Adaptada de 129,
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Por otro lado, la via CXCR4/CXCL12 produce la activacion de los receptores de estrégenos, que a
su vez inducen la expresion de CXCL12 (Figura 9) *°, aunque por el momento no se conoce el
mecanismo exacto. La importancia de la via CXCL12/CXCR4 en el efecto protumoral de los
estrégenos ya se ha demostrado, a dia de hoy, en cancer de mama positivo para receptores de
131,132

estrégenos *° y en cancer de pulmén

T140
AMD3100

\f'xcuz
1
]

ESTROGENOS

membrana
celular

Fulvestra nt/\

ntcleo

CXCL2 y otros genes
regulados por ER

l

proliferacion celular

Figura 9. Modelo propuesto para el bucle autocrino positivo entre los receptores de estréogenos
y la via CXCL12/CXCR4, en céncer de mama. La activacion del receptor de estrégenos (ER) en su
isoforma ERa o ERP induce la expresion del gen de CXCL12, que a su vez dispara la activacion de
ERK1/2 mediante su interaccion con CXCR4. En el caso de ERB, el aumento de la actividad Erk
resulta en la fosforilacion de la serina 87 en el dominio AF-1, y la consecuente activacién del
receptor transcripcional. La retroalimentacion positiva esta inhibida por antagonistas de CXCR4
(AMD3100 y T140) y de receptores de estrogenos (Fulvestrant). Adaptada de 133

El microambiente tumoral es el entorno inmediato del tumor, lo cual incluye el sistema vascular,
el sistema inmune y el tejido estromal de soporte. En él tiene lugar la interaccion directa entre
las células tumorales y los fibroblastos y las células inmunes mediante moléculas de adhesién o
de sefalizacidn. En este contexto, las quimiocinas pueden ser expresadas tanto por las células
tumorales como las no tumorales, incluyendo las inmunes y estromales. Todas ellas también
pueden ser diana de las quimiocinas, por lo que éstas regulan la infiltracién linfatica en el tumor,
la angiogénesis, la proliferacion tumoral, invasividad, metdstasis y el mantenimiento de
fenotipos celulares similares a los de células madre de cancer (Cancer Stem Cells, CSCs),
poblaciones descritas en multiples canceres, incluido el de endometrio, con una funcién en la

.y . . ./ . . . . 134—
autorrenovacién celular tumoral, diseminacidn y resistencia a tratamientos convencionales 84,134
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38 Se han descrito marcadores de membrana comunes en las CSCs de diferentes tipos de

cancer, entre los que se encuentran las glicoproteinas CD133 y CD24 y la enzima aldehido
deshidrogenasa (ALDH1), asociados con funciones de autorrenovacién y de diferenciacion 2%,

aungque las CSCs de cada tipo de cancer expresan diferentes moléculas de superficie.

De la misma manera, diferentes tipos tumorales expresan también diferentes quimiocinas y
receptores de quimiocinas vitales para su desarrollo. En general, la interaccidon de quimiocinas y
sus receptores se caracteriza por una considerable promiscuidad, ya que la mayor parte de los
receptores conocidos interactian con diversos agonistas, y la mayor parte de los agonistas
interaccionan con mas de un receptor. Esto da lugar a que, mientras que las quimiocinas no son

buenas dianas terapéuticas, si lo sean los receptores de quimiocinas **.

En este caso, el receptor CXCR4 esta presente en la gran mayoria de los tipos de cancer %,

143144 incluido el cancer de

con una expresién 10-200 veces mayor que en los tejidos normales
endometrio **°. Tiene capacidad de mantener la supervivencia, inhibiendo las vias de muerte
celular, y el crecimiento de las células cancerosas, asi como de promover la angiogénesis del
tumor para mantenerlo irrigado, y de modular la migracién celular, contribuyendo a la

formacion de metastasis a distancia *>°.

Durante la carcinogénesis, las células tumorales expresan CXCR4 como resultado de mutaciones
activantes o en respuesta a las condiciones del microentorno tumoral a las que se encuentran
sometidos, como la hipoxia. Gracias a ello, adquieren la capacidad de movilizarse hacia tejidos
que expresan CXCL12 de manera abundante, a través de un gradiente de esta quimiocina *>, de
modo que tienen un papel critico en la diseminacion metastatica a higado, médula dsea vy

146,147

pulmones . CXCR4 est4d mas expresado en metdstasis que en tumores primarios **®, y se ha

descrito como marcador de CSCs en varios canceres 21381497152,

5. 1. CXCR4 en cancer de endometrio

CXCR4 esta sobreexpresado a nivel de ARNm y proteina en CE en comparacién con la hiperplasia
y el endometrio normal, y se ha sugerido que el eje que forma con su ligando CXCL12 tiene un
papel en la progresiéon tumoral en este cancer > °°, Los estudios con lineas celulares apoyan

153,156,157

este rol, asi como en la invasidn y migracion , Y se ha confirmado también mediante

estudios de la capacidad tumorogénica en modelos animales subcutaneos ***>*1°%1>,

No obstante, la heterogeneidad clinica del CE es un reflejo de las diversas alteraciones

moleculares subyacentes. Su patogénesis y prondstico estdn estrechamente relacionados con la
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citoquinas y quimiocinas del microentorno tumoral, que podrian influir sobre la extensién y el
fenotipo de los infiltrados inmunes, asi como la angiogénesis, crecimiento tumoral,
supervivencia y migracién celular. Esta compleja red de citoquinas, unida a la importante carga
hormonal del utero, implica una mayor dificultad a la hora de dilucidar el papel del receptor
CXCR4 en el CE, mas controvertido que en otros tipos de cancer como el de colon y el melanoma

180 cuya expresion, como se ha descrito previamente, parece modulada en cierta medida por
receptores de estrégenos, también en el tejido endometrial ***.

En este sentido, la asociacidn de la expresion de CXCR4 con factores de mal prondstico en

muestras de pacientes con CE es contradictoria de modo que, mientras algunos estudios sefialan

162,163

una clara correlacién entre mayor expresion de CXCR4 y peor prondstico , para otros

145,164 165,166

autores esta relacion es inexistente o inversa . Estos estudios estdn limitados por el

tamafio muestral, menor de 45 en muchos casos y la presencia de una gran mayoria de CE de

tipo endometrioide, generalmente de buen prondstico *°*¢>1¢,

Por otra parte, esta contradiccion podria explicarse por la eleccién de diferentes factores

pronédsticos en cuanto a su relacidn con la sobreexpresion de CXCR4: grado histolégico *>*°,

estadio FIGO '*****'® profundidad de invasién del miometrio ***'*

y del cuello del utero,
metastasis en ovario, en peritoneo y en ganglios linfaticos *®%. A pesar de que en las distintas
publicaciones si que se han estudiado factores comunes (como el grado histoldgico), se

165

agruparon combinando distintos grados (por ejemplo tumores de grado 1y grado 2 ~” o los de

166)

grado 2 y 3 7). Aunque estos parametros sean indicadores de agresividad, es posible que, en

CE, CXCR4 esté asociado de forma diferente con cada uno de ellos segun el subtipo.

Por ultimo, para explicar la posible falta de asociacion se ha de tener en cuenta el tipo de
muestras (mayoritariamente tumor, pero también sangre periférica **’), nivel de expresién
(proteina o ARN) y tipo de analisis (inmunohistoquimico, qPCR) que se llevé a cabo en cada
estudio. La inmunohistoquimica es la técnica de referencia para la deteccién y localizacion de
antigenos en muestras de tejidos, aunque tiene la desventaja de que esta sujeta a multiples
puntos de optimizacién, dificultando la replicacion de los estudios '®®, y a la falta de

estandarizacién de los criterios de evaluacidn de la tincién empleados, diferente en cada uno de

los articulos citados.
5. 2. Terapia oncologica dirigida a CXCR4

Dada la relevancia clinica de CXCR4, tanto en cdncer como en otras enfermedades (en especial la

infeccién por el virus de la inmunodeficiencia humana, VIH), se han disefiado farmacos
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inhibidores de CXCR4 para bloquear la migracion de las células que expresan este receptor o

inducir su muerte. Estos inhibidores se clasifican en los siguientes grupos **°:

Antagonistas no peptidicos: moléculas pequefas que bloquean la unién entre CXCR4 y su
ligando natural. El AMD3100 (también conocido como plerixafor o Mozobil) es el mejor
inhibidor de CXCR4 conocido de una serie de compuestos sintetizados a principios de los

afios 90, asi como AMDO070 y KRH-1636, ambos en fases clinicas 70

Antagonistas peptidicos: péptidos con capacidad de inhibicidn del receptor y de bloqueo de
su union con CXCL12, como T140, el cual, al ser poco estable en disolucidn, se fue
modificando para aumentar su estabilidad, surgiendo una serie de derivados peptidicos que

llegaron a fases clinicas *"*.

Anticuerpos anti-CXCR4: el tratamiento con el anticuerpo 12G5 de CXCR4 neutraliza su

interaccidon con CXCL12 de forma significativa y especifica, en la infeccién por VIH *72.

Agonistas y antagonistas modificados de CXCL12, como los péptidos CTCE-9908 o CTCE-

0214, ambos aprobados por la FDA para el tratamiento del osteosarcoma .

Sin embargo, la mayoria de los compuestos disefiados para bloquear CXCR4 son poco selectivos,

credndose inhibiciones cruzadas con otros receptores. Por otro lado, el problema de combinar

AMD3100 con quimioterapia es que, ademds de movilizar las células neoplasicas para

exponerlas al tratamiento, también moviliza las células madre hematopoyéticas de la médula

dsea, no tumorales, haciéndolas mas susceptibles de ser atacadas por los mismos agentes

guimioterapéuticos, aumentando los efectos secundarios

" Una buena aproximacion

terapéutica seria, ademds de inhibir la funcion de CXCR4, eliminar aquellas células que lo

sobreexpresan.
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6. ENTREGA SELECTIVA DE AGENTES TERAPEUTICOS MEDIANTE
NANOPARTICULAS

Los principales problemas clinicos para las pacientes con CE son la quimiorresistencia y la

107,174,175
. Los

diseminacion metastatica, asi como la elevada toxicidad asociada a la terapia
tratamientos actuales persiguen la erradicacion del tumor primario y la prevenciéon no
especifica de las recaidas, a pesar de que el 90% de las muertes en pacientes con cancer se
producen a causa de las metdstasis, para las que no hay farmacos especificos aprobados. Por
estos motivos, la mejora de los tratamientos antineoplasicos pasa por el aumento de su efecto

antitumoral y antimetastatico con respecto a los disponibles en la actualidad, unido a la

induccidén de una menor toxicidad sistémica asociada a su administracion.

En base a estos objetivos, uno de los abordajes terapéuticos mas relevantes en cancer en la
actualidad es la entrega selectiva de farmacos a las células tumorales, mediante dos estrategias:

las nanoparticulas y los conjugados anticuerpo-farmaco (Antibody-Drug Conjugates, ADCs).

Los ADCs tienen un tamafio de alrededor de 150 kDa y estdn formados por un anticuerpo
monoclonal unido mediante un enlace quimico a un farmaco citotdxico potente, para conseguir
una mayor efectividad en la entrega del mismo, al ser internalizados tras su unién a antigenos
especificos, expuestos en la superficie celular. Sin embargo, solo ofrecen una unién a su diana de
tipo monovalente o bivalente, y requieren que el agente terapéutico sea muy potente. Esto se
debe a la baja captacidon que tienen por las células diana, que es menor del 1% de la dosis

| ¢, Actualmente

administrada, a pesar de que, por su tamafio, si que se evita la filtracién rena
no existen ADCs aprobados para el tratamiento del CE, y hay muy pocas referencias de su uso en
ensayos clinicos para este tipo tumoral, aunque si para el cancer de mama, el de ovario y

neoplasias hematoldgicas .

Con respecto a las nanoparticulas, su disefio forma parte del campo de la quimica y la
biotecnologia, un area muy versatil y en continua evoluciéon. Se trata de particulas de tamafio
nanomeétrico (1-1000 nm), aunqgue las desarrolladas para aplicaciones oncolégicas, que incluyen
farmacos antitumorales, que deben ser menores de 100 nm, ya que para acceder al tejido

tumoral es necesario que pasen entre las uniones gap de la vasculatura tumoral *’%.

Las nanoparticulas, como vehiculos para la entrega de farmacos al tejido tumoral, utilizan dos

mecanismos distintos: el direccionamiento pasivo y el direccionamiento activo.

El direccionamiento pasivo de las nanoparticulas aprovecha las diferencias anatomicas y

fisiolégicas del sistema vascular tumoral, con vasos altamente fenestrados, carentes de musculo
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liso, y vasos linfaticos defectuosos. Esto permite una elevada permeabilidad en el tumor, a
través de un fenédmeno conocido como el efecto de aumento de permeabilidad y retencién

(Enhanced Permeability and Retention, EPR) *°.

El efecto EPR asociado al crecimiento tumoral es explotado, debido a su tamafio, por todas las
nanoparticulas, incluyendo también aquellas dirigidas de forma activa. El disefio de estas
nanoparticulas incluye ligandos que se unen especificamente a receptores de membrana, que
permiten su internalizacién en las células diana tumorales. Asi, la entrega del farmaco se
produce de forma selectiva, lo cual implica la reduccién de los efectos adversos, y un aumento

de la captacién del farmaco por el tejido tumoral (Figura 10) 23",
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Figura 10. Aumento de la eficacia en el tratamiento del cdncer a través del empleo de

nanoparticulas con direccionamiento activo, que mejoran la biodistribucion y la entrega de los

T ; . . 181
agentes terapéuticos en las células tumorales diana. Diagrama adaptado de .

6. 1. Propiedades fisicoquimicas y moleculares de las nanoparticulas

terapéuticas

Las nanoparticulas, sean o no dirigidas, poseen una serie de propiedades que determinan su
solubilidad, recircularizacién y transito desde la ruta de administracién hasta la célula diana 182

superando el nivel sistémico (filtracion renal, acumulacidon en tejidos secundarios), el celular
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(eficacia y via de internalizacion) y el intracelular (llegada al compartimento subcelular diana). En
conjunto, la especificidad, biodistribucion, biodisponibilidad, farmacocinética y seguridad de las
nanoparticulas estan determinadas por sus propiedades fisicoquimicas (tamafio, forma, carga

superficial) y el material del que estan compuestas.

De entre estas propiedades, una de las mas relevantes es el tamaiio, ya que afecta de manera
fundamental a la biodistribucién de las nanoparticulas en el organismo, y su interaccién con el
sistema inmune y con las células diana en cuanto a la internalizacién, tréafico intracelular y

183
.C

toxicidad (procesos en los cuales también es relevante la geometria de la nanoparticula) on

respecto a la interaccién con las células diana, se ha descrito que el tamafio que permite la

88 Un tamafio

internalizacién mas eficiente de las nanoparticulas es de alrededor de 50 nm
inferior a 6-8 nm implica la filtracién renal de las nanoparticulas y su eliminacién en la orina,
mientras que las nanoparticulas mayores de 200 nm son acumuladas en el higado y el bazo poco
después de su administracion debido a la presencia fisioldgica del endotelio fenestrado (200-500
nm) en estos drganos. En el higado, ademas, las nanoparticulas mayores de 150 nm son
eliminadas por macréfagos residentes en los sinusoides hepaticos, las células de Kupffer, y

cuando son mayores de 200 nm tienen mayor probabilidad de ser opsonizadas y reconocidas por

el sistema del complemento para su eliminacién una vez en el torrente sanguineo **.

Su carga superficial también es determinante en cuanto a su interaccion con el medio
fisiologico, ya que puede activar el sistema de fagocitos mononucleares **. Para evitar dicha
activacidn del sistema inmune, las nanoparticulas pueden ser recubiertas mediante diferentes
estrategias, como son su funcionalizacidn con ligandos, su unién a proteinas, o a través de una
cubierta de polietilenglicol (PEG) o acido poliacrilico '®. La carga superficial también es relevante
en cuanto a la interaccién con las células diana, en especial con respecto a su trafico intracelular,
ya que para su internalizacidn en el citoplasma, las nanoparticulas son endocitadas **. En el caso
de que estén cargadas con agentes terapéuticos, es necesario que ocurra primero su escape
endosomal hasta el compartimento celular donde ejercen su funcidn, para evitar ser degradadas

en los lisosomas *®°.

Por otro lado, las nanoparticulas pueden ser clasificadas segin la naturaleza del material del

1 . , . .
¥ Actualmente existen nanoparticulas con aplicaciones muy

que estan formadas (Figura 11)
interesantes a nivel electrénico, medioambiental y médico basadas en lipidos, en polimeros, en
proteinas, metalicas y con nanomateriales de carbono, aunque la mayoria de ellas no son
adecuadas por su baja biocompatibilidad, debido a su escasa solubilidad en agua y alta

inmunogenicidad '®. De hecho, algunas pueden producir alergias, modular la produccién de
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citoquinas e inducir efectos proinflamatorios. Ademds, pueden ser dificiles de degradar
enzimaticamente y tienden a acumularse en los lisosomas, produciendo enfermedades
lisosomales. Estas desventajas pueden ser resueltas si se emplean materiales biodegradables,
como polimeros naturales o proteinas, aunque también se ha descrito acumulacion de

polimeros biodegradables en algunos 6rganos™®.

Asi, las nanoparticulas basadas en proteinas parecen ser Optimas para el transporte y
direccionamiento de farmacos debido a su alta biocompatibilidad y biodegradabilidad, su papel
estructural natural, su produccién bioldgica simple, rentable y efectiva y su versatilidad

funcional, que se consigue mediante ingenieria genética **°.

El disefo racional de novo permite la creacién de nuevas nanoparticulas proteicas mas potentes
y con diseno inteligente. Muestran una arquitectura altamente ordenada, con estabilidad
estructural a nivel nanométrico, y una forma y tamafo uniformes debido a la oligomerizacion

controlada de motivos proteicos, dando lugar a disposiciones supramoleculares complejas. Los

motivos de oligomerizacidon proteicos naturales han permitido el disefio predictivo de nuevas
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Figura 11. Grafico resumen de las distintas nanoparticulas desarrolladas como transportadores

de agentes terapéuticos en oncologia, junto con sus propiedades fisicoquimicas. Adaptada de 187

En este sentido, los avances de las técnicas de ingenieria genética han permitido la creacidn de
proteinas multifuncionales autoensamblables, de arquitectura altamente ordenada. Su disefio
quimérico presenta alta versatilidad funcional, y alta rentabilidad de produccién por su
simpleza y bajo coste mediante sistemas recombinantes en bacterias, levaduras, células de
mamiferos y animales o plantas transgénicos'®’. La versatilidad funcional puede obtenerse

ensamblando los diferentes componentes necesarios en una cadena polipeptidica simple. Estos
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componentes confieren dominios de oligomerizacion, de estabilidad en el torrente sanguineo,
de interaccion con farmacos, proteinas o acidos nucleicos, de direccionamiento celular y de
capacidad de internalizacién, escape endosomal, movilidad citosélica, localizacion nuclear y de
pase a través de la barrera hematoencefalica®®. Los farmacos se pueden incorporar mediante
procedimientos quimicos simples, pero también es posible la incorporacién de los dominios
funcionales de proteinas citotoxicas que actlen como agentes terapéuticos (tras su
deinmunizacion y humanizacién) en el disefio de las nanoparticulas, de modo que presenten una

actividad citotdxica intrinseca sin necesidad de conjugaciones quimicas .

Por otro lado, se han desarrollado nanoparticulas proteicas autoensamblables, especialmente
para la entrega dirigida de farmacos y acidos nucleicos. El autoensamblaje de proteinas, incluso
en forma de jaulas para el almacenamiento del fadrmaco, es un hecho que se encuentra en la
naturaleza (en virus, bacterias, plantas, células de mamifero), pero presentan una baja
flexibilidad funcional y su geometria es dificil de controlar. Por este motivo, en la actualidad se

estan disefiando proteinas ensamblables de novo .
6. 2. El nanotransportador T22-GFP-H6 dirigido al receptor CXCR4

Nuestro laboratorio colabora estrechamente con el grupo de Nanobiotecnologia de la
Universidad Autéonoma de Barcelona, liderado por el Dr. Villaverde, con gran experiencia en el
disefio, produccién y caracterizacién de nanoparticulas proteicas. Conociendo las ventajas del
empleo de CXCR4 como diana terapéutica en cdncer, por estar sobreexpresado en células
malignas, se hizo un cribaje de ligandos especificos de CXCR4 con el objetivo de disenar

nanoparticulas proteicas con capacidad de internalizacién en dichas células CXCR4".

De todos los ligandos evaluados, el péptido T22 mostrd la mayor eficiencia de internalizacion
especifica. Se trata de una versién modificada de una porcién de la polifemusina Il, aislada de
hemocitos del cangrejo cerradura, en la cual tres sustituciones en los residuos Tyr5, Lys7 y Tyr12

provocaron un aumento drastico de su afinidad por el receptor CXCR4 .

T22 es un péptido catidnico que, unido a la proteina verde fluorescente (Green Fluorescent
Protein, GFP) y a una cola de histidinas (H6), da lugar a una proteina nanométrica, denominada
T22-GFP-H6, de unos 13 nm aproximadamente, autoensamblables con una media de 11

mondmeros proteicos (30,67 kDa/mondmero) incorporados a cada nanoparticula (Figura 12) **.

La combinacién de T22 y H6 en los extremos C y N terminal, respectivamente, permitié su

autoensamblaje de manera estable de forma plana y ciclica, gracias a la combinacién de fuerzas

195

electrostdticas, puentes de hidrégeno y fuerzas de Van der Waals ~°. Ademas, el dominio H6
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permite la purificacion de la nanoparticula por cromatografia de afinidad y coopera en el escape
endosomal de la nanoparticula. Por otro lado, la emisién de fluorescencia por la GFP permite su
seguimiento, tanto in vitro como ex vivo, a la par que coopera en su estabilidad, sirviendo de

andamiaje para el transporte de farmacos ***.

El uso de las nanoparticulas T22-GFP-H6 implica multiples ventajas tanto por su tamaiio,
evitando la filtracién renal y la eliminacion hepatica por macréfagos, como su autoensamblaje,
su elevada estabilidad en suero humano y su gran especificidad en su internalizacién,
dependiente de CXCR4. Nuestro grupo ha demostrado, ademas, su acumulacién intracelular en

lineas celulares humanas CXCR4" de céncer colorrectal y linfoma, tanto in vitro como in vivo, de

forma estable, mostrando una elevada captacién en tumor en modelos animales, sin
196,197

citotoxicidad asociada ni acumulacidn en células negativas para CXCR4
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Figura 12. Caracterizacion de las nanoparticulas T22-GFP-H6. A. Esquema de la estructura de las

nanoparticulas formadas por el autoensamblaje de 10 mondmeros de T22-GFP-H6. B.

Espectrometria de masas de T22-GFP-H6. Adaptada de '

6. 3. Nanoparticulas terapéuticas basadas en la estructura de T22-GFP-H6

Dado el gran potencial de las nanoparticulas proteicas, nuestro grupo empled varias estrategias
para desarrollar nanoparticulas terapéuticas basadas en la estructura de T22-GFP-H6, ya fuera
mediante la conjugacion del nanotransportador a farmacos o bien a través de la incorporacién
en su estructura de dominios citotéxicos de toxinas, asi como proteinas proapoptoticas
humanas (PUMA, BAX, BAK) '®. Las toxinas incorporadas eran de origen bacteriano (DITOX de C.
diphtheriae, PE24 de P. aeruginosa) **?, animal (el veneno Clip71 de serpiente, gomesina de

~ oy . . .z 2 . . 201
arafia, melitina de abeja, clorotoxina de escorpion °®) o vegetales (ricino *°")
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a. Nanoconjugados dirigidos a CXCR4

El excelente potencial como transportador de la nanoparticula T22-GFP-H6 fue confirmado
mediante su conjugacion a farmacos que ya habian demostrado previamente capacidad
antitumoral, ya fuera con un compuesto quimico de bajo peso molecular, la floxuridina, o una

toxina, la monometil auristatina E, empleada por otros grupos en forma de ADC.

En primer lugar, la floxuridina (FdU), empleada frecuentemente como tratamiento del cancer
colorrectal metastatico, es similar al 5-fluorouracilo, ya que fue desarrollada para aumentar la
capacidad terapéutica de este farmaco. Se trata de un analogo de la pirimidina con funcidn
antineopldsica al interferir en la sintesis de dacidos nucleicos, evitando la unién de los
nucledtidos de timidina a la cadena, generando roturas de doble cadena, lo cual induce la
muerte celular. Ha sido empleado como terapia de diversos cdnceres, incluido el CE en

estadios avanzados, aunque actualmente no esta en uso *°**%.

Para la obtencidn del nanoconjugado T22-GFP-H6-FdU, la floxuridina fue conjugada de forma
covalente al nanotransportador, tras la funcionalizacién del nucleétido oligo-FdU con tiol y la
unién de T22-GFP-H6 mediante un enlace maleimido (Figura 13). Con el nanoconjugado
resultante, nuestro grupo ha obtenido resultados muy prometedores en cancer colorrectal, ya
que es capaz de eliminar de forma selectiva las células CXCR4" y bloqueo de la diseminacién en

un modelo animal metastético de esta enfermedad *%.

56



INTRODUCCION

Linker maleimidoO

B

— 4000 2
5 3 T22-GFP-H6-FdU
@ 3000 | $
£ 2000 ' i §
o M 2 8
- I‘,\'MM Mﬂ 3 g P
c ‘s oy, y g s

1000 S Veoundputitinrg,, ES E

o
30000 32000 34000 36000 38000 40000 =

Figura 13. Sintesis y caracterizacion del nanoconjugado T22-GFP-H6-FdU. A. Representacion
esquematica de la sintesis quimica clasica de T22-GFP-H6-FdU a través de la adicion de un grupo
maleimido a la proteina y posterior adicidon del conjunto oligonucledtido-tiol mediante reaccion

de Michael. B. Espectrometria de masas del nanoconjugado T22-GFP-H6-FdU. El numero de

. . , . . 205
farmacos unido a las nanoparticulas es solo ilustrativo. Adaptada de “.

Por otro lado, se decidié conjugar el T22-GFP-H6 con monometil auristatina E, a la cual nos
referimos de forma simplificada como “auristatina” (AUR). En este caso, la sintesis del
nanoconjugado, que denominamos T22-GFP-H6:AUR, se llevd a cabo funcionalizando la
auristatina con un enlace maleimido, que posteriormente se unid a las lisinas externas del

nanotransportador (Figura 14).

La auristatina es una potente toxina inhibidora de microtubulos (Figura 14.C.). A través de su
unidn a la tubulina, inhibe la polimerizacidon de los mismos y provoca la parada del ciclo celular
en la fase G2/M, lo que conduce a la muerte de las células tumorales en divisidén. Se trata de un
andlogo sintético de la dolastatina 10, un péptido marino natural, siendo tan potente que no
puede administrarse como agente terapéutico en solitario, por lo que ha sido empleada unida
a un anticuerpo direccionador para generar ADCs, como tisotumab vedotin, o brentuximab
vedotin. Este Ultimo se emplea actualmente como tratamiento de cdnceres hematoldgicos. En
el caso de nuestro nanoconjugado, T22-GFP-H6-AUR ha demostrado inducir un potente efecto
antineopldsico en modelos animales de leucemia y linfoma, resultados que han sido

recientemente publicados por nuestro grupo *%?%.
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Figura 14. Sintesis, caracterizacion y mecanismo de accion del nanoconjugado T22-GFP-H6-AUR.
A. Representacion de su sintesis quimica a partir de la conjugacion a las lisinas de T22-GFP-H6 de
monometil auristatina-E (AUR) funcionalizada con un grupo maleimido. B. Espectrometria de
masas de T22-GFP-H6-AUR. Adaptadas de % El nimero de auristatinas unidas a la nanoparticula
es solo ilustrativo. C. Mecanismo de accion: la MMAE inhibe la polimerizacién de los

microtibulos, desestabilizando su estructura y evitando la formacién del huso mitético,

. 207
arrestando el ciclo celular en metafase y conllevando la muerte celular. Adaptada de .

b. Nanoparticulas polipeptidicas derivadas de toxinas bacterianas dirigidas a CXCR4

Las terapias basadas en toxinas, y especificamente las inmunotoxinas con actividad
antitumoral, forman parte de un campo de investigacion muy dindmico que se esta explotando
cada vez mas, a pesar de los desafios que entrafia su paso a la practica clinica. Las
inmunotoxinas son similares a los ADC, ya que consisten en la unién quimica de un anticuerpo
monoclonal o una citoquina con el dominio citotdxico de toxinas bacterianas, vegetales o
animales. Actualmente existen miltiples ensayos clinicos oncoldgicos en los que se evaltuan

terapias basadas en toxinas, aunque aun son pocas las aprobadas por la FDA, siendo
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solamente utilizadas en el tratamiento de canceres hematolégicos. Entre ellas, se encuentran

las inmunotoxinas denileukin diftitox, tagraxofusp y moxetumomab pasudotox %%

En este contexto, otra de las estrategias empleadas por nuestro grupo para la obtencién de
nanoparticulas terapéuticas dirigidas a CXCR4 fue la generacidon de nanoparticulas proteicas
autoensamblables que contuvieran el dominio catalitico de toxinas procedentes de las
bacterias Corynebacterium diphtheriae (DITOX) y Pseudomonas aeruginosa (PE24), y, en el
caso de la toxina diftérica, también su domino de traslocacién natural. Ninguna de las dos
nanoparticulas incluyé el dominio de unidn a sus receptores celulares naturales, y, ademas, las
toxinas estan deinmunizadas. Para conseguirlo, una de las estrategias empleadas consiste en la
identificacion y eliminacion de los epitopos que puedan ser reconocidos por células B o T,

disminuyendo la respuesta inmune en el organismo, una vez administradas 2.

Los dominios de cada toxina fueron fusionados, en el laboratorio del grupo de nuestro
colaborador, el doctor Villaverde, al ligando T22 y a la cola de polihistidinas, manteniendo el
autoensamblaje de T22-GFP-H6 y formando las nanoparticulas T22-DITOX-H6 y T22-PE24-H6,
que pesan 29,2 kDa y 46,8 kDa, respectivamente, y miden entre 30 y 60 nanémetros de
didmetro. Entre T22 y cada toxina se insertaron sitios de protedlisis por furina y, en el caso de
la nanoparticula T22-PE24-H6 se incluyd ademds un dominio KDEL en el extremo C-terminal

(Figura 15) .

N T22 DITOX C

Figura 15. Representacion esquematica de la estructura de las nanotoxinas T22-DITOX-H6 y
T22-PE24-H6. La secuencia T22 aparece en color celeste y el dominio H6 en rojo; las regiones de

unién de los dominios aparecen en amarillo y los dominios de corte por furina en naranja; en T22-

PE24-H6 aparece, en gris, la secuencia KDEL de escape del aparato de Golgi. Adaptada de 192,

Su mecanismo de accién replica el de las toxinas naturales de C. diphtheriae y P. aeruginosa,
ambas inhibidoras del factor de elongacién eucariota 2 (eukaryotic elongation factor 2, eEF-2),
inactivando la sintesis de proteinas a nivel de ribosoma, lo cual conlleva la muerte celular
211212 gin embargo, una vez endocitadas a través del receptor CXCR4, al que se une el dominio
T22, cada una de las dos nanoparticulas emplea diferentes vias de llegada al citosol, donde

tiene lugar la accion inhibidora de eEF-2 (Figura 16).
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La nanoparticula T22-DITOX-H6 cambia su conformacion en el interior del endosoma
temprano, debido a su acidez. Esto lleva a la insercién del dominio de traslocacion de DITOX en
la membrana endosomal, formando un poro por el que el dominio catalitico es liberado al

citosol.

En el caso de T22-PE24-H6, la nanoparticula pasa del endosoma temprano al aparato de Golgi,
donde su secuencia KDEL es reconocida. De alli, la toxina es llevada al lumen del reticulo

endoplasmatico por transporte retrégrado, donde finalmente es translocada y liberada al

elongacién-2. Adaptada de
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Figura 16. Mecanismo de accion las nanotoxinas T22-DITOX-H6 y T22-PE24-H6 en células diana
CXCR4+ mediante la inhibicion de la sintesis proteica a través de la inactivacidon de eEF-2 por
ADP-ribosilacidn en el citoplasma. En el endosoma las nanotoxinas son proteolizadas por furinas
en las secuencias especificas de corte. En T22-DITOX-H6, el dominio de traslocacién de la toxina
sufre cambios conformacionales por la acidificacion del endosoma y se inserta en la membrana
formando un poro para la salida del dominio catalitico al citosol. T22-PE24-H6 pasa del endosoma
al aparato de Golgi, donde se reconoce la secuencia KDEL por su receptor, y es llevada al reticulo
endoplasmatico, desde donde el dominio catalitico es traslocado al citoplasma. eEF-2: factor de

192,213

citoplasma ***.
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7. MODELOS ANIMALES DE CANCER DE ENDOMETRIO

El uso de modelos animales en investigaciéon biomédica preclinica permite obtener informacidn
sobre patologias especificas, tanto a nivel de desarrollo como de prevencién, diagndstico y
tratamiento, de manera extrapolable a la especie humana. Son la herramienta principal para la
evaluacidn de nuevas estrategias diagndsticas y terapéuticas antes de su paso a ensayos clinicos

en humanos 2,

Los modelos murinos (rata y ratén) son los mas apreciados como modelos animales estandar
para investigacion traslacional, tanto oncoldgica como de otras disciplinas, principalmente
porque son asequibles, de facil mantenimiento y permiten la evaluacion rapida de farmacos,
debido a que necesitan poco tiempo para generar resultados *°>. Ademads, comparten con el ser

216 En este sentido, es interesante la

humano aproximadamente el 95% de sus genes
observacién de que el riesgo de desarrollar cancer a lo largo de la vida, es comparable en
roedores y humanos: el 30% de los ratones de laboratorio desarrollan cdncer hacia el final de su

vida, y el 30% de humanos lo desarrollan a los 70-80 afios de edad 217

Sin embargo, se conoce que al menos algunos de los mecanismos antineopldsicos descritos son
especificos de humano, implicando posibles diferencias en la respuesta a carcinogénesis y

218,219

agentes quimiopreventivos . El mayor tamanio y supervivencia de los humanos con respecto

a los roedores implica que los humanos sufren muchas mas divisiones celulares, y, por tanto, los

20 Ademds, cuando se

tumores pueden desarrollarse y evolucionar de manera diferente
identifican medicamentos con actividad clinica antineopldsica pueden no ser directamente
extrapolables a humanos, por diversos factores, entre los cuales se incluye la diferencia en la
eficacia o metabolismo de los farmacos entre ratones y humanos, o el hecho de que el modelo
animal suele elegirse en funcién de la facilidad de manipulacion o rapidez en el crecimiento y

no siempre buscando correlacién con la clinica **'.

La utilidad del modelo animal en el estudio del cdncer dependera de su capacidad para replicar

la enfermedad humana. Un modelo ideal deberia:

e Presentar las caracteristicas histopatoldgicas del tumor humano

e Progresar a través de los mismos estadios y causar los mismos efectos fisioldgicos y
sistémicos

e Involucrar los mismos genes y vias para su iniciacion y progresién

o Reflejar de forma cercana la respuesta del humano a una terapia determinada

e Predecir la eficacia terapéutica en ensayos clinicos
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De esta manera, cuanto mas cerca esté el modelo de estudio de este ideal, mejor se entenderan
las alteraciones que conducen a la formacién del tumor, asi como las dianas de prevencién o

tratamiento y los mecanismos de resistencia a farmacos ***.

En el caso del CE mas agresivo, para que el modelo sea relevante clinicamente debe ser
metastatico, sobrepasando las restricciones del drgano de implantacién, y diseminando
mediante procesos de invasién, intravasacion e invasion vascular, supervivencia en el torrente
sanguineo, colonizacién y neovascularizacidn, imitando el complejo mecanismo de interaccion

que se produce entre el estroma del tejido y las células tumorales 22,

Diversos modelos de CE se han desarrollado utilizando ratones (Figura 17). Es posible inducir la
formacién de tumores con agentes alquilantes de ADN, ARN y proteinas, frecuentemente en
combinacion con estrégenos, induciendo la formacién y progresion tumoral de CE tanto en rata
como en ratén. Estos modelos han sido empleados como modelos traslacionales para investigar
los efectos de agentes quimiopreventivos como el danazol, tamoxifeno y el indol-3-corbinol
dietético. Sin embargo, la exposicién a compuestos quimicos puede alterar el funcionamiento
metabdlico de otros érganos, modificando de esta manera el metabolismo de los farmacos

estudiados **°.

o
M Ao M Ectdpicos Ortotdpicos

No

Induccién quimica Transgénicos |———— Xendgrafos —————|

MNU PTEN Lineas celulares Tumor de paciente
ENNG TP53 humanas (PDX)
MIG-6 0

e
@ |

Figura 17. Modelos animales de cancer de endometrio. A) Los carcinégenos quimicos MNU y
ENNG son capaces de inducir tumorogénesis en el endometrio. B) Los modelos transgénicos son
aquellos en los que el genoma ha sido modificado, alterando genes implicados en Ia
carcinogénesis endometrial como PTEN, TP53, o MIG-6. C y D) Los modelos xendgrafos se
generan implantando un fragmento tumoral o células en suspension, procedente directamente
de una paciente o bien a partir de lineas celulares establecidas, en zonas del animal accesibles a
nivel subcutdneo (modelos ectdpicos) o en el utero, origen del cancer de endometrio
(ortotopicos). MNU: N-methyl-N-nitrosourea; ENNG: N-ethyl-N-nitro-N-nitrosoguanidine.
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También existen diferentes modelos de ratones transgénicos knock-out para genes relevantes
. , . 223 224,225 226 HH

en la carcinogénesis de CE, como PTEN “*°, TP53 y MIG-6 “~. Estos modelos se utilizan para
. . o . ;s . . 2 215

investigar mecanismos biolégicos relacionados con el desarrollo del cancer “, y, en muchos
casos, para evaluar el efecto de la dieta en la tumorogénesis *’, o validar inhibidores de PARP,
de AKT y mTOR **, de estrégenos **° y de CDK4/6 **°. No obstante, muestran limitaciones para
determinar la respuesta al tratamiento de nuevos farmacos por la dispersién en la generacidn de
tumores en los distintos animales, y la falta de heterogeneidad tumoral, de modo que no son

representativos de los tumores de CE en el ser humano .

Por otro lado, los modelos animales mds empleados en la investigaciéon del cancer son los
modelos xendgrafos, establecidos por la implantacién de un fragmento de tumor o una
suspension celular directamente en ratones inmunodeprimidos, la cual puede llevarse a cabo de

forma ortotdpica o ectépica >

Entre los modelos xendgrafos heterotdpicos, en los que la implantacion se lleva a cabo en
organos distintos al de desarrollo del tumor primario de estudio, destacan los modelos
ectdpicos. En ellos, los puntos de inoculacidon son accesibles de forma subcutanea, como los
flancos, la almohadilla de grasa mamaria, la almohadilla de grasa interescapular y la capsula

renal >

. Se trata de los modelos mds empleados para demostrar in vivo la implicacién de vias
de sefializacion en el crecimiento tumoral, el mecanismo de resistencia a un compuesto
particular o el efecto de farmacos en fase experimental. Sin embargo, su relevancia en clinica es
discutida por razones tales como la necrosis central del tumor debido a la baja vascularizacidn
en el subcutis, el crecimiento tumoral aislado (incluso pueden encapsularse) y, el mas
importante, la ausencia de comportamiento metastdsico, que es la principal causa de muerte

por cancer en la clinica. Por otro lado, se ha demostrado que incluso la respuesta a la

quimioterapia es extremadamente dependiente de la localizacién del tumor **.

Por este motivo, se recurre a modelos ortotopicos, en los que la implantacion si se realiza en el
drgano donde se desarrolla el tumor primario en pacientes. Este procedimiento tiene como
principal ventaja el hecho de que el tumor se desarrolla en el ambiente anatdomico de interés, de
forma relacionada con su fisiopatologia. Sin embargo, implican desafios técnicos y la necesidad
de utilizar sistemas de imagen que monitoricen el seguimiento del tumor, por lo que en ellos es

dificil controlar los criterios de punto final.

A su vez, en funcién del tipo de muestra de tumor implantada, los modelos xenégrafos pueden
ser derivados de pacientes o derivados de lineas celulares humanas. En ambos casos, las cepas

de ratéon empleadas son diversas, segun el grado de inmunosupresién necesario para la
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adecuada implantacion y el nivel de eficiencia requerida en la diseminacién metastatica de las
células. Asi, existen ratones atimicos (Swiss nude), ratones no obesos diabéticos con
inmunodeficiencia severa combinada (non-obese diabetic/severe combined immune deficiency,
NOD/Scid) y ratones NOD/Scid deficientes para la cadena gamma del receptor de interleucina

2(IL2-RY) (NSG) 132,

Los modelos xendgrafos derivados de pacientes (Patient-derived xenograft models, PDXs) se
establecen por la implantacién de una pieza fresca de tumor de paciente 2!, Su gran ventaja es
el mantenimiento de la heterogeneidad histologica, molecular y funcional original que

22 lo que les convierte en ideales para validar

presentaba el tumor en el paciente
medicamentos y terapias personalizadas, incluso de forma co-clinica para desarrollar medicina
personalizada y seleccionar el tratamiento ideal para el paciente donador (en “paneles de

214

xendgrafos”) “". También pueden emplearse células derivadas de estos modelos para el estudio

de biomarcadores y de mecanismos de resistencia a medicamento, ya que son mas comparables

2323 sin embargo, muestran una gran

a nivel clinico que las lineas celulares convencionales
desventaja: la baja tasa de implantacion y diseminacion, que depende del tipo de tumor, el

grado de inmunosupresion del hospedador y el método de implantacién 2.

En cuanto a los modelos xendgrafos derivados de lineas celulares, han tenido tradicionalmente
un papel fundamental en el desarrollo de farmacos antitumorales »*°, aunque puede que pierdan
cierta relevancia clinica debido a los procesos de inmortalizacién y adaptacion inducidos por su
crecimiento en cultivo in vitro y a la falta de interaccidn con un microambiente semejante al

fisiopatoldgico, con niveles de oxigeno y nutrientes alterados.

En el caso del CE, se han establecido multiples lineas celulares humanas, siendo las mas
empleadas aquellas derivadas de tumores de tipo endometrioide y con alteraciones en la via
PI3K/AKT, por lo que son representativas de la mayoria de tumores observados en la clinica
(Tabla 5). Estas lineas mantienen perfiles Unicos y consistentes con los tumores originales de los
cuales derivan, aunque la obtencidn de varias lineas celulares a partir de la misma muestra de
tumor (por ejemplo, HEC1A y HEC1B) indican la imposibilidad de mantener la heterogeneidad

. . . 21
intratumoral in vitro *** .

Otra de las ventajas de trabajar con lineas celulares es la posibilidad de manipularlas
genéticamente, ya que la introduccion en ellas de material genético exégeno (ADN, ARN) puede
dar lugar a la ganancia o pérdida de expresion de genes, lo cual facilita el estudio de su
implicacion en mecanismos bioldgicos, también de forma traslacional a través de su

implantacién en animales.
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Tabla 5. Alteraciones gendmicas de las lineas celulares mas empleadas de cancer de endometrio
tipos | y tipo Il. Adaptada de 2

Localizacion Alteraciones Inestabilidad de
Linea celular Tipo PTEN KRAS TP53 en las vias X .
microsatélites

del tumor de PI3K/Akt

i . .. Mutacién de ;
AN3CA Metastasis | Delecién wt _ i Si Alta
cambio de sentido

ARK-1 Primario 1l ND ND ND Si ND
ARK-2 Primario Il ND ND ND ND ND
HEC1A Primario | wt Mutacion de Mutacion de Si Baja
cambio de sentido cambio de sentido )
) X Mutacion de Mutacion de .
HEC1B Primario 1 wt Si Alta

cambio de sentido cambio de sentido

. Lo L Mutacién de .
Ishikawa Primario | Delecién wt K i No Baja
cambio de sentido

Mutacién d
KLE Metastasis ND wt wt utacion de si Baja
cambio de sentido

. . Mutacién del lugar | .
MFE-280 Primario | wt wt . Si Baja
de splicing

Mutacién d
RL-95-2 Primario | utacion de wt Delecion si Baja
cambio de sentido

*ND: no disponible; wt: wild type, estado nativo.

Una de las aplicaciones mds relevantes en el campo de la oncologia traslacional, mediante la
introduccion de material genético en lineas celulares, es la posibilidad de realizar un seguimiento
de la progresién de la enfermedad mediante bioluminescencia. A través de la incorporacién del
gen de la Luciferasa, en la presencia de su sustrato (D-luciferina) en las células tumorales
transducidas tiene lugar una reaccién quimica inocua que producird la emisiéon de luz. Este
hecho permite la monitorizacién y cuantificacién de la actividad celular dentro del organismo a
tiempo real, de forma muy especifica y sensible, ya que los animales de experimentacién no
emiten luminiscencia de forma natural, lo que hace que el ruido de fondo sea nulo, aunque
existe cierta limitacion debido a que la resolucién espacial depende de la profundidad de la

fuente bioluminiscente %',

A pesar de las limitaciones descritas, la inoculacién in vivo de lineas celulares es una estrategia
muy eficiente para el estudio del efecto de farmacos y mecanismos moleculares gracias a su

asequibilidad, bajo coste y mejor reproducibilidad que los modelos PDX.
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HIPOTESIS

El tratamiento del cidncer de endometrio (CE) en estadios avanzados supone un gran desafio
biomédico debido a la baja tasa de respuesta de las pacientes y a los efectos secundarios

asociados a los tratamientos administrados a dia de hoy.

CXCR4 es un receptor de quimiocinas sobreexpresado y asociado con parametros de mal
prondstico en varios tipos de cancer. Adicionalmente, la via de sefalizacién en la que participa
CXCR4 junto a su ligando, CXCL12, ha sido definida como crucial en la progresién del carcinoma

de endometrio.

Sobre esta base, proponemos que la eliminacién selectiva de células CXCR4" en CE, mediante
nanoparticulas proteicas direccionadas, capaces de entregar agentes citotdxicos, supondrd una
estrategia terapéutica con potente efecto antineoplasico y reducida toxicidad sistémica en

modelos animales, con probable traslacidn clinica e impacto beneficioso para estas pacientes.

OBIJETIVOS

Objetivo principal

Evaluar el efecto antineoplasico de nanoparticulas terapéuticas dirigidas a células tumorales con
sobreexpresion del receptor de membrana CXCR4 (células CXCR4") en modelos animales de

cancer de endometrio en estadios avanzados.

Objetivos especificos

1. Evaluar la expresiéon de CXCR4 en biopsias tumorales de pacientes afectadas de CE.

2. Generar modelos animales xendgrafos de CE en ratdn, subcutdneos y ortotdpicos, con
expresion de CXCR4, que reflejen las caracteristicas clinicopatoldgicas de la enfermedad en

estadio avanzado y sean Utiles para la evaluacidon de nuevos farmacos antineoplasicos.

3. Evaluar la dependencia de CXCR4 para la internalizacién, y la actividad citotoxica del
nanotransportador T22-GFP-H6 en lineas celulares de CE, asi como su biodistribucion y

toxicidad en el modelo subcutdneo de CE CXCR4".
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4.

70

Realizar un cribado in vitro de la citotoxicidad y dependencia de CXCR4 de nanoconjugados
y nanoparticulas polipeptidicas derivadas de T22-GFP-H6, en lineas celulares de CE CXCR4",

para seleccionar aquellas con mayor potencial terapéutico.

Estudiar in vitro el mecanismo de muerte celular inducido por las nanoparticulas con un

mayor efecto citotdxico dependiente de CXCRA4.

Estudiar el efecto antitumoral de las nanoparticulas terapéuticas seleccionadas sobre la tasa
de crecimiento tumoral y la supervivencia, tras su administracion a dosis repetidas en el

modelo subcutdneo de CE CXCR4" y su mecanismo de muerte celular.

Estudiar el efecto antimetastadtico de la nanoparticula terapéutica con mayor actividad
antineoplasica, administrada a dosis repetidas, en el modelo ortotdpico y metastdtico de CE

CXCR4" generado.
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MATERIAL Y METODOS

1. EXPRESION DE CXCR4 EN MUESTRAS DE PACIENTES CON CANCER DE
ENDOMETRIO

1. 1. Estudio de la presencia y el patron de expresion de CXCR4 en pacientes y su
asociacion con parametros clinicos

La determinacion de la expresién proteica de CXCR4 en pacientes de CE se llevd a cabo con 106
muestras parafinadas, procedentes de 79 pacientes con CE confirmado patolégicamente y sin
tratar, recogidas entre 2004 y 2010 en el Hospital de la Santa Creu i Sant Pau. De estas muestras,
79 procedian de tejido tumoral y 27 de tejido sano. Todas ellas fueron incluidas en tissue
microarrays y se les realizd una tincién inmunohistoquimica de CXCR4 siguiendo el protocolo

especificado en el subapartado 3.7.c.

Su evaluacién se realizd, con el asesoramiento y validacidén de un patélogo clinico, cuantificando
el porcentaje de células tumorales positivas para CXCR4, asi como su intensidad, puntuada del 1
al 3 (de menor a mayor expresién). La valoracién se expresd6 como H-score (intensidad x

porcentaje).

A continuacién, se llevaron a cabo andlisis estadisticos para estudiar la relacion entre la
expresion de CXCR4 y los siguientes parametros clinicos: estadio FIGO, invasién miometrial,

implicacion de cérvix, invasion vascular e invasion ganglionar.

1. 2. Estudio de la asociacion entre los niveles de ARNm de CXCR4 y parametros
clinicopatolégicos y de evolucion de las pacientes

Para el estudio de la relacion de la expresion a nivel de ARNm del receptor CXCR4 con
parametros clinicopatolégicos, se empled una cohorte de 529 pacientes con CE obtenida de la
base de datos publica de The Cancer Genome Atlas (TCGA), en concreto del proyecto TCGA-
UCEC. Los niveles de expresién de ARNm secuenciado se expresan como fragmentos por
kilobase de transcrito por millon de lecturas mapeadas (Fragments Per Kilobase of transcript per

Million mapped reads, FPKM).

El proyecto TCGA-UCEC incluye informacidn referente tanto al diagndstico como a la evolucion
clinica de las pacientes. De entre los pardmetros clinicos, se incluyeron en el estudio el tipo
histoldgico, subtipo molecular y estadio FIGO, asi como la supervivencia libre de enfermedad,

supervivencia global y progresion de la enfermedad. Se llevaron a cabo analisis estadisticos para

73



MATERIAL Y METODOS

determinar el grado de asociacion entre el nivel de ARNm de CXCR4 y cada uno de los

parametros descritos.

1. 3. Andlisis estadisticos con muestras de pacientes

Para analizar las diferencias entre dos grupos en relacidn a variables categodricas (por ejemplo,
presencia o ausencia de CXCR4 en distintos estadios FIGO), se realizaron tablas de contingencia y

se aplicé el test de Fisher o el test Chi-cuadrado.

El andlisis de las diferencias en el valor de una variable entre grupos, se realizé conociendo, en
primer lugar, la normalidad de la muestra mediante el test de Shapiro-Wilk y posteriormente
mediante el test paramétrico de la t de Student o ANOVA para comparar las medias de los
valores de dos o de mas de dos grupos, respectivamente. Las diferencias se consideraron
significativas para una p < 0,05. Las curvas de Kaplan Meier y el test Log-Rank se utilizaron para

representar y comparar, respectivamente, la supervivencia entre grupos.

Todos los analisis descritos se llevaron a cabo utilizando el programa IBM SPSS Statistics v.23.
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2. EXPERIMENTOS IN VITRO EN LINEAS CELULARES DE CANCER DE
ENDOMETRIO

2. 1. Cultivo celular

a. Lineas celulares humanas de CE

Todas las lineas celulares de cancer de endometrio se cultivaron en su correspondiente medio
especifico suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS), glutamina 2 mM y penicilina a
100 pg/ml (Life Technologies). Las condiciones de cultivo eran estandar, con incubacién a 379C

y en atmdsfera al 5% de CO..

A continuacion, se describen las lineas celulares empleadas en este estudio, su caracterizaciéon

molecular y condiciones de cultivo:

e AN3CA: linea celular procedente de una metdstasis linfatica producida por un

adenocarcinoma endometrial en una mujer caucdsica de 55 afios (HTB-111, ATCC) .
Muestra alta IMS, mutaciones heterozigdticas para MAPK3, PIK3R1 y TP53, y homozigdticas
para PTEN. Se cultivd en medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco) y medio

Ham's F-12 Nutrient Mix (F12, Gibco) en proporcién 1:1 suplementado.

e HEC1A: linea celular procedente del adenocarcinoma endometrial de una mujer del nordeste
asiatico de 71 afios (HTB-112, ATCC) **. Muestra baja IMS, y es una linea con variaciones
heterozigdticas para KRAS y homozigéticas para TP53. Se cultivd en medio DMEM alto en

glucosa (4,5 g/l; Gibco) suplementado.

e USPC-ARK-2: procede de un adenocarcinoma endometrial de tipo seroso, de una mujer de 63
afios. No se ha descrito IMS ni variaciones en ninguna secuencia. Se cultivd en medio DMEM
alto en glucosa suplementado. Esta linea fue cedida por el doctor Xavier Matias-Guiu, del

Instituto de Investigacion Biomédica de Bellvitge (Barcelona).

e HEK293T: derivada de la linea celular HEK, establecida a partir de células renales
embrionarias humanas, transfectada para la expresion del antigeno T grande de Simian Virus
40 (SV40), lo cual permite la replicacion con elevado nimero de copias de plasmidos de ADN
con origen de replicacion SV40 (ATCC). En esta tesis fueron empleadas Unicamente para la
produccién de particulas lentivirales. Se cultivaron en medio DMEM alto en glucosa sin

antibiodticos, con un 1% de Glutamina y 10% de FBS inactivado por calor.
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Todas estas lineas presentan un crecimiento celular en adhesién, por lo que, para
manipularlas (ampliar su cultivo a un nuevo flascén, sembrarlas para los experimentos o
congelarlas) se retiraba el medio, se hacia un lavado con PBS atemperado y se anadian, en
flascones de 75 cm?, 3 ml de tripsina (0,05% Trypsin-EDTA, Life Technologies). Las células eran
incubadas a 372C durante 2-7 min dependiendo de la linea, tras los cuales se desprendian y
eran resuspendidas en medio completo. Luego, eran centrifugadas durante 5 min a 400 g y el
pellet se resuspendia homogéneamente en medio completo para su siembra o pase, o bien en
1 ml de una solucién de FBS con 10% de dimetildulféoxido (DMSO, Sigma-Aldrich) para su

congelacion en criotubos a -802C o en tanques de nitrégeno liquido.

Para usar células congeladas, los criotubos eran introducidos en un bafio a 372C para su
descongelacién rédpida. Una vez descongeladas, eran homogeneizadas, resuspendidas en

medio completo especifico de cada linea y sembradas en un flascén de 75 cm? de superficie.

Para el contaje de células en suspension se empleaba el contador automatico Scepter 2.0 con
puntas de 60 um (Merck Millipore), que permite discriminar células viables del debris celular

segun el principio de Coulter.

b. Deteccidon de Mycoplasma sp.

La presencia de Mycoplasma sp. en el cultivo celular es una de las contaminaciones bacterianas
mas frecuentes, y provoca varias alteraciones a nivel funcional y morfolégico en las lineas de
estudio, por lo que cada cierto tiempo (3-6 meses) se analizaba su posible presencia en el
medio de cultivo de células confluyentes (90-100%). Para ello se utilizaba el kit LookOut
Mycoplasma PCR Detection Kit (Sigma-Aldrich), un ensayo de PCR que amplifica
especificamente la regidén codificante del RNA ribosémico 16S, altamente conservada en el

género Mycoplasma sp, identificando si existe contaminacion en el cultivo.

c. Obtencidn de pellets celulares

Para conocer la presencia y el patron de expresion de marcadores celulares en lineas en
cultivo, tanto de proteinas por inmunocitoquimica, como la condensacién del ADN por tincidn
con DAPI, se obtuvieron pellets celulares a partir de flascones de 150 cm?. Los flascones fueron
lavados con PBS, tripsinizando las células y centrifugdndolas en tubos de 50 ml durante 5 min a
400 g. Después de otro lavado con PBS para retirar posibles restos de medio de cultivo, se
afiadio al pellet resultante 3 gotas de plasma humano. Tras pipetear suavemente, se afiadieron
3 gotas de trombina humana (Sigma Aldrich) y se mezclé moviendo el tubo en circulos hasta su

coagulacién. Una vez formado el codgulo, se volvid a centrifugar durante 5 min a 400 g para su
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concentracidn, se vertid sobre papel absorbente y se introdujo, en un casete, en formaldehido

al 4%, para su fijacion y procesamiento como se explica en el apartado 3.7.

2. 2. Estrategias para la sobreexpresion de CXCR4 y Luciferasa en lineas
celulares de CE

Aquellas lineas celulares humanas de CE que no expresaban el receptor de membrana CXCR4 de
forma constitutiva (células “parentales” o “CXCR4™ "), mediante el ensayo que se describe en el
subapartado 2.3.a, fueron sometidas a dos estrategias de introduccion de material genético
exégeno en su interior con el objetivo de obtener lineas celulares de CE con sobreexpresién

sostenida de CXCR4 membranal, y de la enzima Luciferasa.

a. Construcciones plasmidicas
Las diferentes estrategias de introduccion de las secuencias codificantes para CXCR4 vy

Luciferasa en las células parentales requirieron el uso de diferentes plasmidos (Figura 18).

Para la transfeccién liposomal se uso:
e pPK-CMV-F3-CXCR4 (Promokine): con resistencia a ampicilina en bacterias a una
concentracién de 25 pg/ml y a geneticina (G418, Gibco) en células eucariotas, y

permitiendo la expresién de CXCR4 bajo el promotor de citomegalovirus (CMV).

Para la transduccién lentiviral se usaron:

o plentilll-UbC-CXCR4-Luciferasa (ABM): con resistencia a kanamicina en bacterias a una
concentracidén de 25 pg/ml, y a puromicina en células eucariotas. Contiene los genes
codificantes para el receptor CXCR4 y para la enzima Luciferasa bajo el promotor
ubiquitina (UbC).

o plentilll-UbC-Luciferasa: obtenido a partir del clonaje y la digestidn del plasmido anterior
con las enzimas de restriccion Nhel y Kpnl (Promega), por lo que, aunque carece del gen
de CXCR4, tiene idénticas caracteristicas a pLentilll-UbC-CXCR4-Luciferasa.

e Plasmidos viricos: bajo el promotor CMV, incluyen resistencia a ampicilina en bacterias a
25 pg/ml. Son plasmidos de bajo nimero de copias, y fueron cedidos por la doctora Mary
Collins (Medical School, Cleveland College, Ohio).

- pCMV-dR 8.91: contiene las secuencias codificantes para las proteinas de la capside,
Gag, y los genes reguladores de la replicacion y sintesis lentiviral, Pol.
- pCMV-VSV-G: contiene las secuencias codificantes para las proteinas de la envuelta

lentiviral, VSV-G.
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Figura 18. Mapas de los plasmidos diana y viricos empleados para la transfeccion liposomal y
transduccion lentiviral, que muestran la secuencia y posicion de los elementos funcionales de
cada uno: sitios de digestidon por enzimas de restriccidon, promotores y terminadores; genes de
resistencia a antibioticos y origen de replicacion, ademas de las secuencias de los genes diana. A.
Plasmido pPK-CMV-F3-CXCR4 (Promokine), empleado para la expresion de CXCR4 en lineas
celulares mediante transfeccion liposomal. B. Plasmido pLentilll-UbC-CXCR4-Luciferasa (ABM),
empleado para la expresion de CXCR4 y Luciferasa en lineas celulares mediante transduccién
lentiviral. C. Plasmido pCMV-dR 8.91, codifican las proteinas de la cdpside y los genes
reguladores de la replicacién y sintesis lentiviral (Addgene). D. Plasmido pCMV-VSV-G, contiene
las secuencias codificantes para las proteinas de la envuelta lentiviral (Addgene).
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b. Crecimiento del cultivo bacteriano transformado, extraccion y cuantificacion de los
plasmidos

A partir de bacterias E. coli de la cepa Stbl3 transformadas y congeladas en glicerol para que
integraran los plasmidos de interés, se preparé un cultivo starter de poco volumen a partir del
cual obtener el cultivo bacteriano de trabajo, de mayor volumen. Rascando, en condiciones de
esterilidad, se extrajeron las bacterias y se anadieron a un matraz starter con 5 ml de LB con
antibidtico de seleccidon (ampicilina o kanamicina, segun la resistencia del plasmido), para

incubarlo en agitacién a 379C.

Una vez pasadas 6-8 horas de incubacidn, se realizdé una dilucién 1/500 y se dejé incubando
durante otras 12-16 horas en idénticas condiciones. Cuando se observd turbidez, indicadora
del crecimiento bacteriano, se repartié el volumen en tubos para su centrifugacién durante 15
min a 49C y 6000 g. Seguidamente, se elimind el sobrenadante y los restos de medio con una
pipeta automatica. Para la extraccidon del plasmido se realizé una Maxi/Miniprep (Qiagen)
siguiendo las indicaciones del kit. Finalmente, tras la elucidon y resuspension del plasmido, se
cuantificé el ADN presente en cada muestra. Para ello, se realizd una dilucién 1/40 de cada
muestra (2 pl de ADN en 78 pl de agua destilada), se programé el Nanodrop (Thermo Fisher)

en ADNds y se empleé agua destilada como blanco control.

c. Transfeccidn liposomal para la expresion de CXCR4 en lineas celulares de CE

La transfeccién liposomal, mediada por liposomas catidnicos, se empled para introducir el
plasmido pPK-CMV-F3-CXCR4 en las diferentes lineas celulares de CE: AN3CA, HEC1A y ARK-2.
La lipofectamina (Lipofectamine 2000 Transfection Reagent, Thermo Fisher) es una
formulacion para la transfeccion de acidos nucleicos (ADN y ARN) en células eucariotas que
generalmente presenta buena eficiencia de transfeccién y baja toxicidad, de forma que no es

necesario retirar los complejos acido nucleico-lipofectamina.

Para realizar la transfeccion, se sembraron placas de 6 pocillos a una densidad de siembra de
300.000 células/ml. A las 24 horas se retird el medio, se lavé con PBS y se afiadieron 2 ml de
medio de suero reducido Opti-MEM (Gibco). Las placas se incubaron 2 horas a 372C y 5% de
CO, mientras se prepararon las siguientes soluciones pipeteando suavemente con la pipeta

automatica:

- Solucién de ADN: 4 ug de ADN en 250 pl de Opti-MEM.

- Solucidn de lipofectamina: 8 ul de lipofectamina en 250 ul de Opti-MEM.
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Seguidamente, los dos tubos fueron incubados 5 min a temperatura ambiente y mezclados
entre si una vez transcurrido ese tiempo. Como control se empled una solucién de 500 ul de
Opti-MEM con 12 ul de lipofectamina, sin ADN. Las mezclas fueron incubadas durante otros 20
min a temperatura ambiente, momento en el que se retiré el Opti-MEM de los pocillos y se

afiadié 100 ul de mezcla.

A continuacioén, las placas fueron incubadas durante 24 horas a 372C y 5% de CO,. Tras ese
tiempo, se reemplazdé la mezcla con los complejos ADN-lipofectamina por el medio de cultivo
habitual de cada linea celular con el antibiético de seleccidn: geneticina a una concentracion
de seleccion de 8 mg/ml. Cuando se almacenaron un minimo de 3 viales de cada linea
transfectada, se determind la expresion de CXCR4 segln se describe en los subapartados 2.3.a
y 2.3.b. La concentracidn de geneticina utilizada para el mantenimiento de las células fue de 4

mg/ml.

d. Transduccidn lentiviral para la expresion de CXCR4 y Luciferasa en lineas celulares
de CE

La transduccion mediante un vector lentiviral permite la integracion, de forma aleatoria, del
ADN plasmidico en el genoma de la célula, lo que asegura la expresion estable de las
secuencias de interés sin necesidad de emplear antibidticos de seleccidon. En esta tesis, se
empled esta estrategia para introducir los pldasmidos pLentilll-UbC-CXCR4-Luciferasa y pLentilll-

UbC-Luciferasa en las lineas celulares de CE.

1. Produccion de particulas lentivirales por transfeccién de la linea celular HEK293T

Para generar los lentivirus portadores de los plasmidos diana, se emplearon como células
empaquetadoras la linea HEK293T. Se trata de células de baja adhesién a las placas de
siembra, por lo que requieren el pretratamiento de las placas con una solucién al 0,01% de

poli-L-lisina y una manipulacién especialmente cuidadosa.

Para su transfeccion liposomal, las células HEK293T fueron sembradas en placas de 60 mm a
una densidad de 3x10° células/ml de su medio de cultivo completo, y se incubaron a 372Cy
5% de CO,. A las 16 horas, se prepararon las dos soluciones necesarias para que se formen los

complejos de transfeccion:

- Solucién de ADN (viral y diana): afiadiendo, por cada placa a transfectar, 500 pl de Opti-
MEM con los diferentes plasmidos, pipeteando suavemente:

- 2,25 pg del plasmido diana (pLentilll-UbC-CXCR4-Luciferasa o pLentilll-UbC-Luciferasa)
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- 1,5 ug de pCMV-dR8.9
- 0,75 pug de pCMV-VSV-G
- Solucién de lipofectamina: mezclando, por cada placa, 12 pl de lipofectamina y 500 ul de

Opti-MEM.

Después de la incubacion durante 5 min a temperatura ambiente, se mezclaron las dos
soluciones y se dejo reposar la mezcla durante 20 min mds, para permitir la formacion de los
complejos. Tras retirar el medio de las placas, se afiadieron en cada una 500 pl de DMEM sin
antibidticos ni FBS y 1 ml de la solucidn de transfeccién. Después de agitar suavemente la
placa, se incubd a 372Cy 5% de CO, durante 24 horas, pasadas las cuales se cambio el medio

por 3 ml de Opti-MEM con DMEM en proporcion 1:1, con 2% de FBS inactivado por calor.

Después de 48 horas, en las que las células produjeron y expulsaron al medio las particulas
virales empaquetadas, en cuyo interior se encontraba el plasmido de interés, se recogio el
sobrenadante, que fue centrifugado a 42C durante 10 min a 2500 rpm, y filtrado con un filtro
de 0,22 um de didmetro de poro. La suspension viral fue recogida y almacenada en criotubos

a -809C hasta su uso.

2. Transduccion lentiviral de las lineas celulares humanas de CE

Para su transduccion, cada linea celular de CE, AN3CA, HEC1A o ARK-2, fue sembrada en
placas de 24 pocillos, con 100.000 células, las cuales se incubaron durante 16 horas. Tras
retirar el medio, se afiadié a cada pocillo 400 pul de suspension virica a diferentes diluciones
(1/2, 1/10, 1/100 y 1/1000), excepto a los dos pocillos de control, a los que se afiadieron 400
pl de medio sin virus. El medio de dilucidn fue el especifico de cada linea, suplementado con
FBS inactivado por calor. Tras 6 horas de incubacién a 372C y 5% de CO,, se afiadieron 500 pl

mas de medio.

3. Seleccidn de las células transducidas con resistencia a antibidtico

A las 48 horas, las células ya expresan la construccidon exdgena, si la transduccion se ha
producido de forma efectiva. En ese momento, a todos los pocillos (salvo a uno de los
controles) se les cambié el medio consumido por 500 pl de su medio de cultivo con
antibidtico de seleccidn, puromicina (10 mg/ml, InvivoGen), a 1 ug/ml en el caso de AN3CA, 3

pg/ml para HEC1A y 5 ug/ml para ARK-2, cada 3 dias durante un mes.

En cuanto se criopreservaron un minimo de 3 viales de cada linea transducida, se determind

la expresidn de las proteinas deseadas (Luciferasa y CXCR4 de superficie).
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2. 3. Determinacion de la expresion de las moléculas diana

a. Deteccion de CXCR4 de membrana por citometria de flujo

Para evaluar la expresion de CXCR4 de membrana en las diferentes lineas celulares, tanto
parentales como transfectadas o transducidas, se empled la citometria de flujo, una tecnologia
que emplea luz laser para el recuento y clasificacion de células segun sus caracteristicas

morfoldgicas y presencia de marcadores, en este caso el receptor de superficie CXCR4.

Tras su contaje, las células fueron divididas en tres tubos con 10° células en 100 ul de PBS 0,5%
BSA cada uno, a los cuales se afadieron respectivamente 5 pl de anticuerpo anti-CXCR4 (PE-
Cy5 Mouse Anti-Human CD184, BD), 5 ul de isotipo control (PE-Cy5 Mouse IgG2a, K isotype
control, BD) o 5 pl de PBS (control negativo). Después de 20 min de incubacion a 42C en
oscuridad y agitacidn suave, se realizaron dos lavados mas y, finalmente, fueron resuspendidas

en 200 ul de PBS 0,5% BSA y pasadas a tubos de citometria.

Tanto el porcentaje de células positivas para CXCR4 de superficie como la intensidad de
expresion fueron determinados en el citdmetro FACScalibur (BD Biosciences), utilizando el

programa CellQuest Pro (BD Biosciences).

Para obtener poblaciones celulares homogéneas, con elevado porcentaje e intensidad de
CXCR4 a partir de las lineas transfectadas o transducidas, las células con niveles mayor
expresion de este receptor fueron seleccionadas y aisladas utilizando el citdmetro FACSAria

(BD Biosciences).

La determinacién de los niveles de expresion de CXCR4 por citometria de flujo se realizd

sistematicamente de manera previa a todos los experimentos, tanto in vitro como in vivo.

b. Detecciéon de CXCR4 por tincién inmunocitoquimica

Con objeto de conocer si CXCR4 estaba expresado, ademas de en la membrana, en otros
compartimentos celulares, se obtuvieron pellets siguiendo el protocolo de Obtencion de
pellets celulares explicado anteriormente. Tras su fijacion en formaldehido al 4%, fueron
procesados para realizar sobre ellos una tincién inmunocitoquimica de CXCR4 segun se explica
en el apartado 3.7., para finalmente determinar el patron de expresién de CXCR4 a nivel

celular, asi como el porcentaje de células positivas y su intensidad.
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c. Deteccion de Luciferasa por emision de bioluminiscencia
Para evaluar la expresién de Luciferasa en células en cultivo, éstas fueron levantadas con
tripsina y contadas para sembrar 1 ml en una placa de 6 pocillos a una densidad de 500.000

células/ml.

El registro de la emisidon de bioluminiscencia, en el equipo IVIS Spectrum 2000, se realizd
retirando el medio de cultivo a las 24 horas, para ser reemplazado por 1 ml de PBS 0,5% BSA.
Antes de registrar la emisién de bioluminiscencia por las células, se les afiadié 200 ul de una
solucién de D-luciferina (D-Luciferin Firefly, potassium salt 1.0 g, Perkin Elmer) a 15 mg/ml. Las

imagenes fueron analizadas utilizando el software del equipo, Living Image v.4.7.3.

2. 4. Ensayos funcionales con nanoparticulas en lineas celulares de CE

a. Ensayo de internalizacion de nanoparticulas fluorescentes
La evaluacion de la eficiencia de internalizacion de las nanoparticulas en las células se realizd
mediante citometria de flujo. Este estudio se llevé a cabo Unicamente en nanoparticulas que
contenian en su estructura el dominio GFP. Para ello, se sembraron placas de 6 pocillos con 1 ml
de una dilucién de células a una densidad de 500.000 células/ml. A las 24 horas, cada pocillo fue

tratado, respectivamente, con:

e Tampon de dilucion: bicarbonato sddico con sal (NaCOsH + NaCl) a pH 8, para los pocillos
de control.
¢ Nanoparticula de estudio a concentraciones en un rango entre 1 nM y 400 nM:
- T22-GFP-H6
- T22-GFP-H6-AUR
- T22-GFP-H6-FdU
e AMDS3100, antagonista de CXCR4, a una concentracién de 1 uM durante 1 hora para el

bloqueo total del receptor, previamente a la exposicidn a las nanoparticulas.

Una vez transcurrido el tiempo de estudio (1, 6 o 24 horas), las células fueron levantadas y
centrifugadas 5 min a 400 g en tubos de 2 ml y se descartd el sobrenadante. Después de
realizar otro lavado con PBS, se afadieron 150 pl de tripsina EDTA (1 mg/ml) (Life
Technologies) para eliminar nanoparticulas unidas a la membrana de forma inespecifica, y se
incubaron las células a 372Cy 5% de CO,. Cuando pasaron 15 min, se afiadieron 350 pl de PBS 'y

se centrifugaron 5 min a 400 g. Tras realizar otro lavado con PBS y descartar el sobrenadante,
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el pellet fue resuspendido en un volumen final de 200 ul e introducido en tubos de citometria.

Cada experimento conté con dos réplicas por condicidn, y se repiti6 como minimo 3 veces.

Finalmente, se utilizé el citdmetro FACSCalibur (BD Biosciences), para medir la fluorescencia
emitida por la proteina GFP, que fue expresada como porcentaje de células fluorescentes y
como intensidad media de fluorescencia, utilizando el programa CellQuest Pro (BD

Biosciences).

b. Ensayo de viabilidad celular

La viabilidad celular, tras la exposicién a las nanoparticulas, se determiné utilizando el kit
comercial Cell Proliferation Kit Il (XTT, Roche). Se trata de un ensayo colorimétrico, no
radiactivo, que cuantifica el metabolismo celular medido en términos de su capacidad de
reducir la sal de tetrazolium, XTT [2,3-bis (2-Methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-
carboxanilide], de color amarillo, a una sal de formazan de color naranja. La sal de tetrazolium
es soluble en solucién acuosa y tiene carga neta negativa, por lo que se utiliza en conjunto con
intermediarios aceptores de electrones, en este caso el PMS (N-methyl dibenzopyrazine methyl

sulfate).

Para llevar a cabo el ensayo XTT, se sembraron placas de 96 pocillos con 100 ul de una
suspensidn celular a una concentracion de 250.000 células/ml. A las 24 horas después de la

siembra, fueron tratadas con:

e Tampon de dilucidn como control: bicarbonato sédico con sal para el nanotransportador
T22-GFP-H6 y los nanoconjugados; bicarbonato sddico sin sal como control para el resto de
nanoparticulas.

e Nanoparticula de estudio a diferentes concentraciones, en un rango entre 0,5 nM y 1 uM,

especificado en cada estudio:

- T22-GFP-H6 - T22-GFP-H6-CLIP71 - T22-PUMA-GFP-H6

- T22-GFP-H6-AUR - T22-GFP-H6-GOM - T22-BAXPORO-GFP-H6
- T22-GFP-H6-FdU - T22-MEL-GFP-H6 - T22-BAK-GFP-H6

- T22-DITOX-H6 - T22-GWH1-GFP-H6

- T22-PE24-H6
e AMDS3100, antagonista de CXCR4, a una concentracién de 1 uM durante 1 hora para el

bloqueo total del receptor, de manera previa a la exposicién a las nanoparticulas.

Cada experimento contd con cuatro réplicas por condicion, y se repitié como minimo 3 veces.

84



MATERIAL Y METODOS

A las 48 horas se afnadid a cada pocillo 50 pl de mezcla de XTT y PMS preparada en proporcion
50:2. Se incubé durante 4 horas a 372C y 5% de CO,. Tras este tiempo, se midié la absorbancia
a 490 nm en el espectrometro de placas FLUOstar OPTIMA (BMG Labtech), empleando como
blanco el medio de cultivo de cada tipo celular. Los resultados se expresaron como porcentaje

de viabilidad de las células tratadas con respecto a la viabilidad de las células control.

c. Ensayo de apoptosis

El porcentaje de células que entraron en apoptosis temprana o tardia, tras la administracién
del tratamiento, se cuantificd por citometria de flujo empleando el kit de detecciéon de Anexina
V-FITC (Sigma-Aldrich). En este kit se detecta el isocianato de fluoresceina (FITC) conjugado a la
anexina V, que interactia con la fosfatidilserina en presencia de calcio. En las células
apoptadticas, la fosfatidilserina es expuesta en la superficie celular, siendo un marcador de

apoptosis temprana.

Para distinguir las células viables de las apoptdticas tempranas o apoptéticas tardias, se
emplea el yoduro de propidio. Las células en apoptosis tardia se unen tanto a la anexina V-FITC
como al yoduro de propidio, mientras que en las células viables (sin FITC) y las apoptdticas
tempranas (FITC positivas) el yoduro de propidio no entra. Este protocolo no permite distinguir
las células necréticas de las que estan en las fases finales de la apoptosis ya que, en ausencia
de fagocitosis, estas fases implican la desintegracion completa de la célula de forma parecida a

la necrosis.

En este ensayo, se sembraron placas de 6 pocillos con 1 ml de una suspension de células a una
densidad de 500.000 células/ml. A las 24 horas, fueron tratadas con las nanotoxinas T22-PE24-
H6 y T22-DITOX-H6 a una concentracion de 4 nM, o bien con tampdn bicarbonato sédico.
Transcurrido el tiempo de incubacién (2, 6, 24 y 48 horas), se recogio el medio en tubos de 2
ml y se levantaron las células aun adheridas con tripsina, que fueron resuspendidas en su
medio original y homogeneizadas. La mitad de la solucién final fue centrifugada y lavada con
PBS. A continuacién, las células se resuspendieron en 250 ul de binding buffer, con 2,5 ul de
anexina-FITC y 5 pl de yoduro de propidio. Después de 10 min de incubacion en oscuridad a
temperatura ambiente, fueron analizadas en el citdmetro MACSQuant empleando el programa

MACS Quantify v.2.3 (Miltenyi Biotec).

Cada experimento contd con dos réplicas y se repitid 3 veces. Los resultados se expresaron
como porcentaje de células viables, en apoptosis temprana o en apoptosis tardia con respecto

al total de células detectadas, tomando como control las células tratadas con tampén.
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d. Evaluacion del mecanismo de muerte celular

Para estudiar la activacion del mecanismo de muerte mediada por la via apoptética, se
obtuvieron pellets celulares, como se describe en el subapartado 2.1.c., para ser parafinados y
tefiidos con DAPI para cuantificar la condensacion nuclear, o mediante inmunocitoquimica de
los marcadores de apoptosis caspasa-3 activa y PARP proteolizada, segin se describe en el

apartado 3.7.

Para el analisis inmunohistoquimico, se evaluaron 5 campos de gran aumento (400x) para cada
uno de los pellets, mediante el programa QuPath v.0.2.3., siendo los resultados expresados
como porcentaje de células con expresion de caspasa-3 activa o PARP proteolizada con

respecto al total de células detectadas, tomando como control las células tratadas con tampédn.

2. 5. Analisis estadisticos

Con objeto de analizar las posibles diferencias entre los valores medios de dos condiciones o
variables comparadas en los ensayos in vitro, se utilizé el test no paramétrico de la U de Mann
Whitney, debido al reducido tamafio muestral. Las diferencias se consideraron significativas
para una p<0,05. Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el programa IBM SPSS

Statistics v.23.
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3. EXPERIMENTOS /N VIVO EN MODELOS XENOGRAFOS DE CANCER DE

ENDOMETRIO

3. 1. Cepas de ratén

Para la generacidn de los nuevos modelos animales necesarios para llevar a cabo los distintos
estudios, se emplearon ratones (Mus musculus) hembras de 5 semanas de edad obtenidas de
los laboratorios Charles River de Francia. Se emplearon dos cepas diferentes de ratones

inmunodeprimidos:

e Swiss nude: ratones atimicos, por lo que sus linfocitos T no maduran y, por tanto, no son
funcionales. Asi, carecen de parte de la respuesta adaptativa (la mediada por linfocitos T),

pero la innata es completamente funcional, con lo que su inmunodepresidn es parcial.

e NSG o NOD scid gamma (NOD.Cg-Prkd*™ 112rgtm1Wijl/SzJ), desarrollados originalmente por
los laboratorios Jackson (JAX Mice Laboratory). Estos ratones carecen de linfocitos T
maduros, linfocitos B y linfocitos NK funcionales, y presentan deficiencias en la sefializacion
mediada por citoquinas. De este modo, sufren un bloqueo casi total de la respuesta
adaptativa (solo actuan las células dendriticas, presentadoras de antigenos) y, a su vez, un
bloqueo bastante elevado en cuanto a la respuesta innata (carecen de macréfagos, del

sistema del complemento y de funcionalidad en los linfocitos NK).

Todos estos animales fueron estabulados en racks con ventilaciéon controlada en una zona SPF
(Specific Pathogen Free), siendo alimentados con comida y agua ad libitum, a una temperatura
ambiente de 21 £ 29C, humedad relativa 45 + 15% y ciclo de luz de 12 horas. Los procedimientos
a los que fueron sometidos fueron aprobados previamente por el Comité Etico del Instituto de
Investigacion del Hospital de la Santa Creu i Sant Pau y formaban parte de un protocolo de

experimentacion animal aprobado por la Generalidad de Catalufia (Anexo 1).

3. 2. Generacion de los modelos xenografos de CE

a. Modelo subcutaneo de CE en la cepa Swiss nude

Para generar el modelo de CE subcutaneo se utilizaron ratones Swiss nude. Inicialmente, los
ratones se anestesiaron por via inhalatoria con isofluorano (IsoFlo, Ecuphar) regulando el
vaporizador al 3-4% de isoflurano y flujo de oxigeno a 1 I/min. Pasados unos minutos, se evalué

el reflejo plantar y, cuando lo perdieron, los animales fueron colocados sobre una manta

87



MATERIAL Y METODOS

térmica para evitar la posible hipotermia durante el procedimiento, y se bajé el isofluorano al

2%.

Tras desinfectar la piel con povidona yodada (Meda Pharma), se implantaron los dos flancos
dorsales con una suspensién celular que contenia 10’ células AN3CA CXCR4" Luciferasa’ en 250

ul de medio DMEM:F12 sin suplementar, empleando una jeringa de insulina de 29G (BD).

b. Modelo ortotopico y metastatico de CE en la cepa NSG

En la generacién del modelo ortotdpico de CE se emplearon ratones NSG, que fueron
anestesiados por via intraperitoneal con una mezcla de 100 mg/kg de ketamina (Ketolar,
Pfizer) y 10 mg/kg de xilacina (Rompun, Bayer). Tras la pérdida del reflejo plantar, los animales
fueron colocados sobre una manta térmica y afeitados en su zona abdominal, que fue

desinfectada con povidona yodada.

Se les practicé una laparotomia mediante una pequefia incisidn en la linea alba y se expuso el
cuerno uterino derecho, que fue ligado con una sutura no absorbible Optilene 7/0 (Braun),
impidiendo el escape de las células por via vaginal. Esta ligadura fue llevada a cabo separando
el Utero del sistema arterial que lo irriga, con objeto de evitar la oclusidon del mismo y la posible

isquemia del érgano.

De manera proximal a la ligadura se inocularon, lentamente y en sentido distal, 25 pl de una
suspension celular conteniendo 10° de células de la linea AN3CA CXCR4" Luciferasa™ o bien
AN3CA Luciferasa’ (N=4) en el lumen del Gtero, por via transmiometrial. La inoculacién se llevé
a cabo con una jeringa de precision Hamilton de calibre 29G (Microliter Serie 800, Hamilton), y
la dilatacién de la cavidad endometrial indicé que habia sido llevada a cabo de forma correcta.

En la Figura 19 se describe en detalle la técnica empleada.

Pasados unos minutos, para evitar el reflujo hacia el peritoneo, se retiré lentamente la aguja y,
finalmente, se aplicaron unas gotas de povidona yodada diluida en suero fisioldgico (Braun)

con un hisopo en el punto de inyeccidn.
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A Aorta

Arterias
arcuatas
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Figura 19. Procedimiento de la inoculaciéon ortotdépica de lineas celulares humanas en la cepa de

ratones NSG para la obtencion de un modelo metastatico de cancer de endometrio. A. Esquema
del procedimiento y detalle del sistema de irrigacion del utero murino. El trazo azul indica el

240

punto donde se lleva a cabo la ligadura en este modelo. Adaptado de “". B. Fotografias

representativas y detalles de cada fase del procedimiento: exposicion del Utero (1), ligadura del
cuerno derecho sin pinzar la arteria uterina (2 y 3) e inyeccidon intraluminal de un millon de

células suspendidas en medio de cultivo con una jeringuilla de precision Hamilton (4).

Una vez acabada la intervencidn, se introdujo nuevamente el Utero en la cavidad abdominal, se
suturd el musculo con puntos simples discontinuos empleando el hilo 6/0 Optilene (Braun), y
se cerrd la piel con grapas de 7 mm (Braun). Se volvié a desinfectar la zona operada con

povidona yodada y se dejo reposar al animal en la manta térmica sobre una gasa estéril hasta
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que recuperd el reflejo plantar, tras lo cual se devolvid a la jaula. Las grapas fueron extraidas

una vez cicatrizada la herida, aproximadamente 15 dias después.

3. 3. Seguimiento in vivo del crecimiento tumoral

La expresion de Luciferasa en las lineas celulares de CE transducidas permitié realizar el
seguimiento del crecimiento tumoral in vivo, midiendo la emisidn de bioluminiscencia por los
tumores o focos metastaticos generados. El registro de los animales se hizo mediante el equipo
de imagen VIS Spectrum 2000 (Perkin Elmer), acoplado al sistema de anestesia por isofluorano

XGI-8 (Xenogen).

Para ello se inyectaron a cada animal 150 pl de D-luciferina a 15 mg/ml, diluida en suero
fisiolégico estéril, por via intraperitoneal. Seglin la zona de implantacion, el registro de los
ratones se realizé en decubito prono (para visualizar los tumores subcutdneos) o decubito
supino (para visualizar los tumores ortotdpicos). El tiempo de exposicion fue automatico. La
frecuencia de registro dependié de cada experimento, por lo general una o dos veces a la
semana para minimizar la exposicién de los ratones al isofluorano, y también antes del
momento del sacrificio. En caso de comparar la emisidn de bioluminiscencia de dos grupos de
ratones inoculados con lineas con diferente bioluminiscencia basal, los datos de registro fueron

normalizados.

En paralelo al registro de la bioluminiscencia, y en el caso de los animales inoculados
subcutdneamente, se realizd peridédicamente el seguimiento del aumento del volumen tumoral
a través de la medicién del didmetro mayor y menor de cada tumor. Este fue empleado, a su vez,
para calcular de forma simplificada su crecimiento semanal, asi como el diario a tiempo final,

aplicando las siguientes férmulas:

Didmetro mayor X Didmetro menor?

2

Volumen tumoral (mm3)=

o 3, . A Volumen
Tasa de crecimiento tumoral (mm?/unidad de tiempo)=————
A tiempo
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3. 4. Necropsia y registro ex vivo de bioluminiscencia y fluorescencia

Una vez llegado al tiempo programado o el punto final, segin el disefio del experimento, los

ratones fueron sacrificados por dislocacién cervical.

En el caso de experimentos de supervivencia, en los que se quiso analizar el tiempo de vida del
ratdén tras la implantacién, los ratones fueron sacrificados siguiendo el protocolo de supervision,
gue tenia en cuenta, entre otros parametros, cambios a nivel de aspecto general (visibilidad y
palpacion del tumor, distension abdominal, ascitis), en el comportamiento (automutilaciones,

dificultad en el movimiento) y pérdida de peso (superior al 20% del peso inicial) (Anexo 2).

En el caso de los ratones implantados subcutdaneamente sometidos a un experimento de
biodistribucion del nanotransportador T22-GFP-H6, se realizd un registro ex vivo de la
fluorescencia de la nanoparticula, en tumor, higado, rifién, pulmén y bazo, también empleando

el equipo IVIS Spectrum 2000.

En el caso de los ratones implantados ortotdpicamente, se realizd un registro ex vivo de la
bioluminescencia de los 6rganos de interés, colonizados por las células inoculadas o con posible
desarrollo de focos metastaticos: tumor primario (Utero), carcinomatosis peritoneal, higado,
rifiones, pulmones y ganglios linfaticos abdominales, cubriéndolos con una solucién de 0,75

mg/ml de luciferina en suero fisioldgico.

En todos los casos, tras finalizar el registro de fluorescencia o bioluminiscencia, los érganos,
tumorales y no tumorales (higado, rifidon, pulmdn y bazo), fueron recogidos en casettes y
sumergidos en formaldehido al 4% en PBS para su fijacién y procesamiento como se describe en

el apartado 3.7.

3. 5. Determinacion de metastasis a distancia

En los experimentos de implantacidn ortotdpica se analizé la diseminacion celular y formacidn
de focos metastdticos en pulmén e higado, mediante tinciones inmunohistoquimicas de
vimentina de las células tumorales, como se detalla en el subapartado 3.7.c. En cada seccidn
tisular, se analizaron 10 campos de medio aumento (200x) y se determind la presencia o
ausencia de células tumorales. A nivel hepatico, se evalué el nimero y el area de focos de
metastasis mediante el programa CellSens v.3.3. A nivel pulmonar, se cuantificé el nimero de
células tumorales y totales en el pulmdn, y se calculd el drea de tejido invadido, empleando el

programa QuPath v.0.2.3.
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3. 6. Ensayos con nanoparticulas en modelos animales de CE

a. Biodistribucion del nanotransportador T22-GFP-H6 en el modelo subcutaneo de CE
La biodistribucion de la nanoparticula T22-GFP-H6 fue evaluada en el modelo subcutdneo
obtenido a partir de la linea transducida AN3CA CXCR4" Luciferasa’, tal y como se ha descrito

en el subapartado 3.2.a.

Como se describe en el esquema de la Figura 20, cuando los tumores alcanzaron un volumen
aproximado de 200 mm?, se les administré por via intravenosa caudal 200 pg de T22-GFP-H6
diluida en tampdn de bicarbonato sédico con sal a pH 8, en un volumen de 200 pl. A los
ratones control se les administré 200 pl de tampdn bicarbonato sddico con sal a pH 8. Ambos
grupos (N=3-4) fueron sacrificados a las 2, 5 y 24 horas después de la administracion,
obteniendo un registro de la fluorescencia ex vivo como se ha explicado previamente en el
apartado 3.4. A los mismos tiempos, y a las 48 horas, se extrajeron y fijaron los érganos como

se describe en el apartado 3.7.

T22-GFP-H6
Swis.f nude (200 pgi.v.)
o !
| N>
po " 0 2 5 24 48 horas

—= ’:*7—71-;_.,_\
Llegada a 200 mm? A
Eutanasia A

Registro de la fluorescencia ex vivo . . . .
Recoleccion de drganos
Figura 20. Disefio del experimento de biodistribucion de la nanoparticula T22-GFP-H6 llevado a
cabo en el modelo subcutaneo derivado de la linea celular AN3CA CXCR4" en la cepa Swiss nude.
Una vez el tumor alcanzé 200 mma, los ratones recibieron una inyeccidn intravenosa (i.v.) de

tampon bicarbonato sédico con sal a pH 8 o de 200 pg de T22-GFP-H6 (N=3-4), y se sacrificaron a
las 2, 5, 24 o0 48 horas tras la administracion.

b. Efecto antitumoral de T22-DITOX-H6 y T22-PE24-H6, a dosis repetidas, en el
modelo subcutaneo de CE

Para evaluar el efecto antitumoral y la posible toxicidad in vivo de las nanotoxinas, T22-
DITOX-H6 y T22-PE24-H6, se utilizd el modelo subcutdaneo derivado de la linea transducida

AN3CA CXCR4" Luciferasa®, descrito en el subapartado 3.2.a.

Los ratones cuyos tumores alcanzaron un volumen de entre 30 y 70 mm? fueron aleatorizados

en tres grupos (N=10) y se les administrd por via intravenosa 200 pl de una diluciéon de tampdn
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bicarbonato sédico con 10 ug de T22-DITOX-H6 o T22-PE24-H6, segun el grupo, tres veces a la

semana. Los animales del grupo control recibieron 200 pul de tampdn bicarbonato sddico.

Desde el inicio del tratamiento, se realizé un seguimiento del volumen tumoral y de la emisidn
de bioluminiscencia cada dos o tres dias; los ratones fueron sacrificados a tiempo final,
definido por la llegada a un volumen tumoral de 900 mm?®. En la necropsia se extrajo el tumory
drganos de interés para ser registrada su emisiéon de bioluminiscencia como se ha explicado

previamente en el apartado 3.4. y su fijacidn segun el apartado 3.7.

Los ratones cuyos tumores no habian alcanzado este volumen tras 15 dosis, dejaron de recibir
tratamiento y fueron sacrificados al llegar al punto final. Dos de los ratones del grupo control,
que no desarrollaron tumor (77 dias después de la inoculacidn), se consideraron outliers
aplicando el test de Grubbs y fueron descartados del experimento. El esquema del

procedimiento aparece representado en la Figura 21.

Tratamiento i.v. D.R.
:\‘ 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 X dias
TR ket N O A B
= T22-PE24-H6 (10 pg)

Llegada a 30-70 mm?3 A

Registro de bioluminiscencia in vivo

Seguimientodel volumen tumoral A ‘ A A A A A A A A
A A A A A A A A A A A A AAA

Llegada a 900 mm?
Eutanasia

Recoleccion de érganos

Administracion del tratamiento

Figura 21. Disefio experimental del estudio in vivo empleado para evaluar el efecto antitumoral
de las nanotoxinas T22-DITOX-H6 y T22-PE24-H6, administradas a dosis repetidas en el modelo
subcutdneo derivado de la linea celular AN3CA CXCR4" en la cepa Swiss nude. Una vez los
tumores alcanzaron 30-70 mm’, los ratones fueron aleatorizados en tres grupos (N=10), para
recibir 10 pug de una u otra nanotoxina, o tampdn, por via intravenosa (i.v.), tres dias a la semana.
Periddicamente se realizd el seguimiento del crecimiento tumoral, medido por emisién de
bioluminiscencia o mediante la determinacion del volumen del tumor. D.R.: dosis repetidas

c. Determinacion de la induccion de muerte celular por T22-DITOX-H6 y T22-PE24-H6
en el modelo subcutaneo de CE

Para determinar si las nanotoxinas inducian la muerte de las células tumorales por la via
apoptética in vivo, se empled el modelo subcutdneo de CE obtenido a partir de la linea

transducida AN3CA CXCR4" Luciferasa®, tal y como se ha descrito en el subapartado 3.2.a.

Cuando los tumores alcanzaron un volumen aproximado de 200 mm?, los animales recibieron,
por via intravenosa caudal, 30 pug de T22-DITOX-H6, o bien 100 pg de T22-PE24-H6, diluidas en

200 pl de tampdn bicarbonato sddico (N=2-3). A los animales control se les administré 200 pl
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de tampdn bicarbonato sédico. Los animales fueron sacrificados a las 24 y 48 horas después de
la administracién, y los tumores subcutdneos fueron extraidos como se describe en el apartado
3.4. Finalmente, los tumores se procesaron y tifieron con DAPI para determinar la posible
condensacidn nuclear, o la expresién, mediante inmunohistoquimica, de los marcadores de

apoptosis caspasa-3 activa y PARP proteolizada, segln se desarrolla en el apartado 3.7.

d. Efecto antimetastatico de T22-DITOX-H6, a dosis repetidas, en el modelo
ortotdpico de CE

En este experimento, se evalud el efecto antimetastatico y la toxicidad asociada a la
administracién de la nanotoxina T22-DITOX-H6 midiendo la posible inhibicion del desarrollo de
focos metastaticos, utilizando el modelo ortotdpico descrito en el subapartado 3.2.b., derivado

de la linea de CE transducida AN3CA CXCR4" Luciferasa®, tal como se describe en la Figura 22.

Tres dias después de la inoculacidn intrauterina de la suspensiéon de las células de CE, se
registro la bioluminiscencia de los animales para ser distribuidos aleatoriamente en dos grupos
(N=10). A los ratones control se les administré por via intravenosa 200 pl de tampodn
bicarbonato sédico, mientras que los animales del grupo experimental recibieron 200 ul de una
dilucion de tampdn bicarbonato sddico con 5 pg de T22-DITOX-H6, tres veces a la semana

llegando a un total de 14 dosis.

Cuando uno o mas ratones llegaron a punto final, todos fueron sacrificados. En la necropsia, se
extrajeron y procesaron los érganos de interés como se describe en el apartado 3.4. También
se llevd a cabo un andlisis de las metdstasis a distancia generadas en los distintos drganos,

como se explica en el apartado 3.5.

Tratamiento i.v. D.R.

g T2ZDITOXH6(ue) 5 5 1 o 2 4 5 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32dias

Inoculacién de 10° células AN3CA CXCR4* A

Registro de bioluminiscencia in vivo A A A A A A A A A A
Administracién del tratamiento A A A A A A A A A A A A A A
Eutanasia

Registro de bioluminiscencia ex vivo A

Recoleccion de érganos

Figura 22. Disefio del experimento empleado para evaluar el efecto antimetastatico de la
nanotoxina T22-DITOX-H6 en un modelo ortotépico derivado de la linea celular AN3CA CXCR4"
en la cepa de ratones NSG. Tres dias después de la inoculacién transmiometrial de un millén de
células en el lumen uterino, los animales fueron aleatorizados en dos grupos (N=10), recibiendo
por via intravenosa (i.v.) 14 dosis de 5 pg de T22-DITOX-H6 o bien tampdn bicarbonato sédico
como control. Periddicamente se realizd el seguimiento del crecimiento tumoral por
bioluminiscencia. D.R.: dosis repetidas.

94



3.

MATERIAL Y METODOS

7. Procesamiento de muestras parafinadas

Las muestras de pacientes, los pellets celulares (obtenidos de las células en cultivo), y los

dérganos murinos recogidos en la necropsia, fueron procesados, parafinados y cortados en

secciones en las que se llevaron a cabo tinciones que permitieran detectar caracteristicas

histoldgicas relacionadas con la progresién de la enfermedad, o la expresidn de proteinas

tumorales o marcadores de apoptosis. El esquema general del andlisis y procesamiento de las

muestras murinas se describe en la Figura 23.
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oOpico

z

Modelo ortot

QuPath

CellSens

0
.

Figura 23. Representacion esquematica del andlisis y procesamiento de muestras para la
evaluacion de parametros relacionados con actividad antitumoral o antimetastatica en los
distintos modelos animales tras el sacrificio. Se registro la bioluminiscencia del animal completo in
vivo y, tras la necropsia, se midid la bioluminiscencia ex vivo de los dérganos con probable
colonizacién metastatica, asi como la emision de fluorescencia ex vivo en higado, rifidn, pulmén y
bazo, en el caso del estudio de la biodistribucién de la nanoparticula T22-GFP-H6. Los érganos,
tumorales y no tumorales (no representados), fueron fijados, procesados y tefiidos por
hematoxilina-eosina (H&E, para determinar la posible toxicidad sobre tejidos sanos de las diversas
nanoparticulas terapéuticas); tincion con DAPI (para determinar la condensacién nuclear) o
tinciones inmunohistoquimicas (IHQ) de marcadores celulares de activacidn de apoptosis (caspasa-
3 activa, “casp-3”; PARP proteolizada, “PARPp”), del marcador de proliferacion Ki67 o de vimentina,
para caracterizar el tumor y detectar la presencia de células metastaticas en higado y pulmon.
Dichas metastasis fueron cuantificadas mediante los programas informaticos QuPath v.0.2.3 y
CellSens v3.3.
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Después de la fijacién durante 24 horas en formaldehido al 4% de cada 6rgano o pellet celular

fue procesado siguiendo el siguiente esquema:

1. Deshidratacion de la muestra: las muestras ya fijadas fueron deshidratadas con tres
lavados de 10 min en agua destilada para eliminar el formaldehido y 3 incubaciones de 5
min en disoluciones de etanol a concentraciones crecientes (70, 80, 96, 100%). Finalmente,
se incubaron 10 min en xileno al 100%, tres veces seguidas.

2. Inclusién en parafina: se realizaron 3 incubaciones de cada muestra en 3 soluciones de
parafina durante 1 hora cada una en una estufa a 602C. Posteriormente, la muestra se
colocé en un molde metalico, se cubrid con parafina liquida y se incluyé en un casete
rotulado, y se dejé enfriar a temperatura ambiente.

3. Corte: una vez solidificada la parafina, se empled un microtomo para realizar cortes de 4

um, que se adhirieron a portaobjetos.

a. Tincion de hematoxilina-eosina

Para ello, las muestras en los portaobjetos fueron incubadas en una estufa durante 1 hora a
602C y rehidratadas mediante incubaciones de 10 min: dos en xileno al 100%, dos incubaciones
en etanol 100% y una incubacién en etanol 96%, 80% y 50%. Posteriormente, los portaobjetos
se incubaron durante 5 min en agua destilada, para ser tefiidos con tres pases de hematoxilina
de Mayer de 3 min cada uno. A continuacién, fueron lavados durante 10 min con agua
destilada y posteriormente introducidos en eosina al 2%, aislada de la luz durante 3 min.
Finalmente, las muestras fueron deshidratadas con soluciones de alcohol crecientes. Su

montaje se llevé a cabo con medio de montaje DPX (Merck).

b. Tincidn de fluorescencia con DAPI

Para identificar la posible induccion de apoptosis como mecanismo de muerte celular se
determind si existia condensaciéon nuclear tras el tratamiento con nanoparticulas. Este
procedimiento se llevé a cabo mediante una tincidon con DAPI, un agente fluorescente que se
intercala en el ADN permitiendo valorar la formacién de cuerpos apoptdticos, en las muestras

parafinadas de pellets celulares o de tumores subcutaneos.

Para ello, los cortes fueron incubados en una estufa a 602C durante 1 hora y rehidratados con
tres incubaciones de 5 min en xileno e incubaciones de 3 min en concentraciones decrecientes
de etanol hasta el 76%. Tras dos lavados de 5 min en PBS y su permeabilizacidon durante 10 min

en Tritén al 10% en PBS, las muestras fueron lavadas en PBS de nuevo para ser montadas
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utilizando medio de montaje con DAPI, ProlLong Gold Antifade Mountant with DAPI
(Invitrogen). Seguidamente, fueron almacenadas a 42C en oscuridad hasta que pudieran ser

evaluadas en el microscopio de fluorescencia Olympus BX53 (Olympus).

La cuantificacién de las células apoptdticas en los pellets se llevé a cabo observando 5 campos
aleatorios de gran aumento (400x). Los resultados se expresaron como porcentaje de células
con presencia de cuerpos apoptdticos, con respecto al total de células detectadas, tomando

como control las células tratadas con tampodn.

c. Tinciones inmunohistoquimicas o inmunocitoquimicas

Para caracterizar la expresidon de proteinas en diferentes muestras parafinadas se emplearon
tinciones inmunohistoquimicas en el caso de tejidos animales, tanto tumores subcutaneos
como tumores primarios y drganos posiblemente afectados por metastasis en el modelo

ortotépico, y tinciones inmunocitoquimicas en el caso de los pellets celulares.

Para ambas técnicas, las secciones se colocaron sobre portas cargados positivamente para
evitar la pérdida de la muestra en el proceso de inmunohistoquimica (FLEX IHC Microscope
Slides, Dako). Como en el apartado anterior, las muestras fueron incubadas en estufa durante 1
hora a 60°C y se realizd la recuperacion antigénica utilizando el sistema PT Link (Dako),
programando una incubacién a 952C durante 10 min y posteriormente 45 min a 652C en
tampdn citrato de pH 6 (pH bajo, Dako) o bien tampdn TRIS/EDTA pH 9 (pH alto, Dako). La
inmunotinciéon se realizd mediante el sistema automatizado Autostainer Link 48 (Dako),
empleando los reactivos del kit EnVision Flex, High pH (Dako) y programando las siguientes
incubaciones: 1 min de lavado con tampdn, 5 min de bloqueo de la peroxidasa enddgena, 1
min de lavado en tampdn, incubacién con el anticuerpo primario correspondiente diluido en
rinse buffer (Dako) (Tabla 6), lavado con tampdn durante 1 min, incubacién durante 20 min con
peroxidasa de rabano EnVision/HRP, lavado con tampdn durante 1 min, incubacién con la
solucién cromogénica para el revelado (DAB+ Chromogen y Substrate Buffer), lavado con
tampdn 1 min, contratincion con hematoxilina durante 5 min y lavado final con tampdn

durante 1 min.
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Tabla 6. Condiciones aplicadas a los anticuerpos primarios utilizados para las tinciones por
inmunohistoquimica e inmunocitoquimica.

Anticuerpo primario R::g’;ér:g:n Dilucién :::L?:;:: Casa comercial y referencia
CXCR4 pH alto 1/200 Rabbit Abcam (ab124824)
Vimentina pH bajo - Mouse Dako (IGA63061-2)
Ki67 pH bajo - Mouse Dako (GA62661-2)
Caspasa-3 activa pH bajo 1/300 Rabbit BD Pharmingen (559565)
PARP proteolizada (p85) pH alto 1/300 Rabbit Promega (G7341)

En el caso de las inmunocitoquimicas de los pellets celulares, la cuantificaciéon de las células
apoptadticas tras el tratamiento con nanoparticulas se llevd a cabo observando 5 campos
aleatorios de gran aumento (400x) en cada seccidn. Los resultados se expresaron como
porcentaje de células positivas para cada marcador con respecto al total de células detectadas,

tomando como control las células tratadas con tampén.

3. 8. Analisis estadisticos

Las curvas de Kaplan Meier y el test Log-Rank se utilizaron para representar y comparar,

respectivamente, la supervivencia entre grupos de animales.

Para analizar la probabilidad de la existencia de diferencias entre dos grupos en relacién a una
variable categoérica (por ejemplo, nUmero de ratones con presencia o ausencia de metastasis
pulmonares en dos grupos), se realizaron tablas de contingencia y se aplicé el test de Fisher o el

test Chi-cuadrado.

Para conocer la magnitud de las diferencias entre grupos de ratones, se empled la delta de

Cohen (d), considerandose un efecto de gran tamafio cuando d > 0,8.

El analisis de las diferencias en el valor de una variable entre grupos, se realizé conociendo, en
primer lugar, la normalidad de la muestra mediante el test de Shapiro-Wilk. En el caso de que la
distribucién fuera normal, los datos se analizaron mediante el test paramétrico de la t de
Student (para dos grupos) o ANOVA (mas de dos grupos). Cuando la distribucién no era normal,
se emplearon tests no paramétricos: la U de Mann-Whitney o el test de Kruskal-Wallis para
comparar las medias de los valores de dos o de mas de dos grupos, respectivamente. Las
diferencias se consideraron significativas para una p<0,05. En caso de que hubiera valores

andémalos, se evalué si podian ser considerados outliers mediante el test de Grubbs.
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Las ICsq v el area bajo la curva se calcularon utilizando el programa GraphPad Prism v.8. La delta
de Cohen se calculd con el paquete effectsize del programa estadistico R v.3.4.4. Todos los

demads analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el programa IBM SPSS Statistics v.23.
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RESULTADOS

1. EXPRESION DEL RECEPTOR CXCR4 EN PACIENTES CON CE

1. 1. Expresion en membrana de CXCR4 en muestras de pacientes con CE

Con el objetivo de conocer el nivel de la expresion de CXCR4 en pacientes de CE, se trabajd
con dos conjuntos de muestras independientes: una cohorte procedente del Hospital de la
Santa Creu i Sant Pau, y una cohorte obtenida del proyecto TCGA-UCEC, procedente de la base
de datos publica de TCGA. En la primera cohorte, se valoré por inmunohistoquimica la
expresion de CXCR4 a nivel de proteina, y en la segunda se extrajeron los valores de expresion

a nivel de ARNm.

En primer lugar, se realizd la evaluacidn histolégica de la expresion del receptor de
quimiocinas CXCR4 en las muestras recogidas en el Hospital de la Santa Creu i Sant Pau.
Contando con el asesoramiento y la validacién de un patdlogo, se analizaron un total de 106
muestras, 27 de ellas de tejido endometrial sano, procedentes de 79 pacientes. En ellas se
evalud la presencia o ausencia de expresion de CXCR4, su patrdn de expresidn a nivel celular,
para obtener el H-score a partir de su intensidad y porcentaje de expresion (Figura 24).

A B
Expresion de CXCR4 Presencia de CXCR4 en carcinoma de endometrio

* kK
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Membrana
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Tejido sano Tumor

Expresion de CXCR4 (H-score)
N
(¥,
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Figura 24. Expresion de CXCR4 en tissue microarrays obtenidos a partir de muestras de
pacientes con cdncer de endometrio. A. CXCR4 esta sobreexpresado en tejido tumoral con
respecto al endometrio sano (media = SEM). Para el andlisis estadistico se empled el test de la
U de Mann-Whitney (*** p=0,000). B. Porcentaje de tumores con o sin expresién de CXCR4 y
su patrén de expresion a nivel celular. C. Tinciones inmunohistoquimicas de CXCR4 en tejido
endometrial sano (S) y tumoral con distinto patrén de expresién de CXCR4: de membrana (Mb)
y citoplasmatico (Cp). Barra: 20 um.
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El 91,6% de las muestras de tumor mostraron sobreexpresion de CXCR4 comparadas con las
de endometrio normal (X2:58,986; p=0,000), que, en caso de ser positivas, lo eran con menor
intensidad y porcentaje (p=0,000). En el tejido tumoral, el patron de expresion celular de

CXCR4 fue predominantemente de membrana en el 64,4% de los casos.

La sobreexpresién de CXCR4 en tejido tumoral en comparacion al tejido sano, y su localizacion
predominantemente membranal, sugiri6 que este receptor podia ser una buena diana

terapéutica para el tratamiento del CE.

1. 2. Estudio de correlacion entre la expresion de CXCR4 en tumores de CE y
parametros clinicopatolagicos

Con el objetivo de correlacionar la presencia o ausencia de CXCR4 y su H-score con parametros
clinicos de mal prondstico, se realizaron distintos analisis estadisticos utilizando las muestras

tumorales de la misma cohorte de pacientes.

Para analizar la presencia o ausencia de CXCR4, se utilizd el test de Fisher cuando las variables
tenian dos categorias cada una (invasion linfovascular, infiltracion miometrial, afectacién del
cuello del Utero), y el test de Chi-cuadrado cuando las variables tenian mas de dos categorias
(estadio). En ningln caso se halld correlacidn entre expresion de CXCR4 y las categorias de mal
prondstico (X’<2,165; p>0,365). Para conocer las posibles diferencias en el valor de H-Score se
emplearon los test paramétricos de la t de Student para analizar las variables de dos categorias
y tablas ANOVA para mas categorias, aunque tampoco se obtuvieron diferencias significativas

(p>0,222) (Figura 25).
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Figura 25. Analisis de los niveles de expresion de CXCR4, mediante el parametro H-score,
obtenidos en inmunohistoquimicas de tissue microarrays de tumores de pacientes con cancer

de endometrio, en relacion a variables clinicas. Los graficos muestran los distintos valores de

la expresidn de CXCR4 en tumores de CE en una serie de 79 pacientes, para las variables clinicas

analizadas, seguida de la probabilidad para la existencia de diferencias entre los grupos
comparados: A. Estadio FIGO (p=0,883;). B. Invasion del miometrio (p=0,791). C. Afectacién
del cérvix uterino (p=0,798). D. Invasion vascular (p=0,921). E. Invasion linfatica (p=0,222).
Analisis estadisticos: ANOVA y t de Student. Todas las variables se expresan como media +SEM.

Por otro lado, se evalud la cohorte de 529 pacientes con CE, obtenida de la base de datos de

TCGA para conocer si existe alguna relacion entre la expresién a nivel de ARNm del receptor

CXCR4 y la evolucion clinica de las pacientes. En esta base de datos se incluia informacion

sobre el tipo histoldgico, subtipo molecular, y variables clinicas como el grado histoldgico, el

estadio FIGO, la supervivencia libre de enfermedad, la supervivencia global y la probabilidad de

progresion de la enfermedad (Figuras 26 y 27).
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Figura 26. Estudio de asociacion entre la expresion de CXCR4 y tipo histolégico, grado
histologico, subtipo molecular o estadio en una cohorte de 529 pacientes con cancer de
endometrio. Los graficos describen la diferencia en el nivel de expresion de ARNm de CXCR4,
medido por PCR cuantitativa en las 529 muestras de pacientes de CE obtenidas de la base de
datos de TCGA, seguida de la probabilidad para la posible existencia de diferencias entre los
siguientes parametros diagnédsticos: A. Tipo histolégico (p=0,067). B. Grado histolégico
(p=0,911). C. Subtipo molecular (p=0,630). D. Estadio FIGO (p=0,457). Andlisis estadisticos:
ANOVA+TukeyHSD. Todos los pardmetros estan expresados como media +SEM.

Para analizar todas estas variables se utilizaron tablas ANOVA, salvo para las supervivencias. En

este caso, las muestras se separaron en cuartiles segin su expresion de CXCR4, y fueron

comparadas mediante Kaplan-Meier. Ninguna de las categorias en ningun pardmetro de

evolucidn clinica mostro relacion con la expresion de CXCR4 a nivel de ARNm (p>0,067).
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Figura 27. Estudio de asociacion entre la expresion de CXCR4 y la supervivencia total, la
supervivencia libre de enfermedad o la progresiéon de la enfermedad en una cohorte de 529
pacientes con cancer de endometrio. Expresién de CXCR4 estructurada en cuartiles de mayor a
menor nivel de expresidon (Q1, Q2, Q3, Q4) y su asociacion con los siguientes parametros de
evolucion clinica: A. supervivencia total (p=0,42). B. supervivencia libre de enfermedad
(p=0,42) y C. progresion de la enfermedad (p=0,89). Analisis estadistico: test log-Rank.

Después de analizar los resultados obtenidos no hemos hallado correlacion entre el nivel de
expresion de CXCR4 en tejido tumoral, evaluado a nivel de proteina o de ARNm y los
parametros de mal prondstico (invasidén linfovascular, del miometrio o del cérvix),
clasificacidn (tipo histoldgico, grado, subtipo molecular), estadiaje FIGO o evolucion clinica de
la enfermedad (supervivencia, progresion). No obstante, la observacion de que este receptor
estd sobreexpresado en la mayoria de las muestras estudiadas de tumores de pacientes con
CE, presentando un patrén de localizacién predominantemente membranal, y la referencia
previa, descrita por otros autores, de que la ruta CXCL12/CXCR4 promueve la progresién del

| ** identifica a CXCR4 como una diana terapéutica, de forma similar a lo que

CE endometria
se ha descrito en otros tipos tumorales ***, apoyando v justificando, por tanto, el desarrollo

de una terapia dirigida a este receptor para el tratamiento del CE.
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2. DESARROLLO DE MODELOS ANIMALES DE CE CON SOBREEXPRESION DE
CXCR4

Una vez constatada la expresion de membrana de CXCR4 en tejido tumoral de CE, fue
necesario desarrollar modelos xendgrafos en ratéon con sobreexpresion de CXCR4
membranal, tanto subcutdneos como ortotdpicos, que permitieran evaluar in vivo agentes

terapéuticos dirigidos a este receptor.

Con este objetivo, se generaron clones a partir de lineas celulares de CE con alta expresion de
CXCR4 en membrana, y de la enzima Luciferasa, que produce bioluminiscencia en presencia
de su sustrato (luciferina). Estas células fueron implantadas en el subcutis o en el lumen
uterino de ratones, lo que permitié realizar un seguimiento de las células in vivo, y el estudio

de la progresion tumoral y su patrén de diseminacioén.

2. 1. Generacion de lineas celulares de CE con expresion constitutiva de CXCR4
en membrana y actividad Luciferasa

El analisis de la expresion de CXCR4 en la membrana de las lineas celulares de CE AN3CA,

HEC1A y ARK-2, se realizd por citometria de flujo e inmunohistoquimica (Figura 28.A.).

Dado que su expresion basal fue despreciable, las tres lineas fueron transfectadas por
lipofeccion con el plasmido de CXCR4, bajo los promotores del citomegalovirus (CMV) y SV40p.
Mediante este procedimiento, se obtuvieron lineas celulares CXCR4" con una expresién de
CXCR4 débil e inestable, a pesar de llevar a cabo multiples selecciones (sortings) mediante
citometria de flujo para aislar aquellas poblaciones con mayor intensidad de expresion del
receptor. Por este motivo, se decidid, posteriormente, transducir las lineas parentales con
lentivirus portadores del plasmido CXCR4-Luciferasa con expresidn constitutiva, regulada por

el promotor de la Ubiquitina.

En las dos lineas de CE endometrioide, AN3CA y HEC1A, se obtuvo una expresion estable de
CXCR4 de alta intensidad, medida por citometria de flujo, en mas del 97% de las células. Este
resultado se corrobord mediante tincién inmunocitoquimica en pellets celulares. Se observo
que, mientras que en la linea HEC1A el receptor CXCR4 se encontraba expresado con la misma
intensidad en el citosol y en la membrana celular, en el caso de AN3CA la expresidon era

predominantemente de membrana (Figura 28.B.).
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Figura 28. Andlisis de la expresion de CXCR4 en lineas celulares de cancer de endometrio
AN3CA, HEC1A y ARK-2 parentales, transfectadas y transducidas, evaluada por: A. Citometria
de flujo. B. Inmunocitoquimica en pellets celulares. Barra 50 um.

Paralelamente, las mismas lineas parentales AN3CA, HEC1A y ARK-2 fueron transducidas con
lentivirus portadores de un plasmido que contenia el gen de la Luciferasa. La actividad
luciferasa fue confirmada tanto en las lineas Luciferasa® como en las lineas CXCR4" Luciferasa®

mediante el equipo de imagen IVIS Spectrum 2000 (Figura 29).
AN3CA HEC1A ARK-2

Transducida
Luciferasa*

Transducida
CXCR4* Luci*

Figura 29. Andlisis de la expresion de luciferasa en las lineas celulares de cancer de
endometrio AN3CA, HEC1A y ARK-2 transducidas con el vector codificante para la Luciferasa
(“Transducida Luciferasa™) o bien CXCR4-Luciferasa (“Transducida CXCR4" Luciferasa™),
medidas en el equipo /VIS Spectrum 2000.

De forma sistematica, y previamente a todos los experimentos in vitro e in vivo, se analizé la
expresion de CXCR4 por citometria de flujo, comprobando que ésta se mantenia a lo largo de
los pases y congelaciones de las lineas. La actividad luciferasa en las células también era

determinada previamente a su inoculacidn en animales para generar los modelos in vivo.
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2. 2. Desarrollo de un modelo murino subcutaneo con sobreexpresion de

CXCR4

Debido a la intensidad, estabilidad y localizacion predominantemente membranal del
receptor CXCR4, la linea AN3CA transducida (AN3CA CXCR4" Luciferasa®) fue seleccionada para
generar los modelos xendgrafos que posteriormente se emplearon para estudiar el efecto in

vivo de las nanoparticulas terapéuticas.

Para generar el modelo ectépico subcutdneo, se inocularon 10 millones de células en el
subcutis de dos flancos en 4 ratones de la cepa inmunodeprimida Swiss nude. Desde el
momento de su implantacion, se realizdé un seguimiento del crecimiento tumoral, midiendo el

volumen de cada tumor, asi como su emisién de bioluminiscencia (Figura 30. A. y 30.B.).

Para evitar el desarrollo de necrosis en los tumores, el punto final fue definido en un volumen
de 400-500 mm?, manteniéndose como tejido viable y sin signos de necrosis macroscépica. Los
animales vivieron una media de 23,5 + 3,94 dias, y se obtuvo una tasa de implantacién y
desarrollo tumoral del 100%. Tras el sacrificio, los tumores fueron recogidos y procesados para
estudiar su histologia mediante la tincién con hematoxilina-eosina e inmunohistoquimica de

las proteinas CXCR4, Ki67 y vimentina.

Mediante el andlisis histoldgico se comprobd que los tumores tenian buena vascularizacién y
soporte estromal, sin signos de necrosis. Los niveles de expresién de CXCR4 se mantuvieron
expresados al igual que sucedia en cultivo, presentando una alta intensidad de tincién y una
localizacién de membrana. La inmunohistoquimica de Ki67 indicé una alta tasa de proliferacion
y la vimentina, que es un marcador mesenquimal caracteristico del mesodermo, del que
derivan las células epiteliales del endometrio, se expresd en todas las células mientras que el

estroma tumoral, murino, fue negativo en los dos casos (Figura 30.C.).

A
Evolucion de la bioluminiscencia
5,0E+09
—e—1 superior &
4,0
— 4,0E+09 —e—1 inferior L
= 4
E =+=2 superior [
© 3,0
S 3,0E+09 =2 inferior -
3]
2 =83 superior x108
‘c 2,0E+09 ) . 120 (p/s/cm?/sr)
£ 3 inferior L
3
£ 11,0409 4 superior
,0
4 inferior '
0,0E+00 ~© —

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33

Tiempo (dias)

110



RESULTADOS

B
Evolucién del volumen tumoral
600
—e—1 superior
__ >00 —e—1 inferior
rg 400 =2 superior
= ——2 inferior
E 300 =3 superior
*E 200 3 inferior
g 100 4 superior
S 4 inferior
0

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33
Tiempo (dias)

CXCR4

Figura 30. Evolucidon del crecimiento tumoral y caracterizacion histopatolégica del modelo de
cancer de endometrio subcutaneo generado. Se utilizé la cepa Swiss nude para implantar la
linea celular AN3CA CXCR4" Luciferasa’, evaludndose: A. La intensidad de la bioluminiscencia
de cada uno de los tumores inoculados, registrada con el equipo IVIS Spectrum 2000. A la
derecha, una imagen representativa de la bioluminiscencia en un ratén. B. El volumen tumoral
en los animales implantados. C. La histologia de los tumores, tefiidos con hematoxilina-eosina
(H&E) e inmunohistoquimica de CXCR4, Ki67 y vimentina humana (barra: 100 um).

El modelo subcutdneo obtenido fue de desarrollo rapido, con expresion de Luciferasa, que
permitia el seguimiento del crecimiento tumoral por bioluminiscencia. Los tumores fueron
altamente proliferativos y con expresion de vimentina, marcador mesenquimal. El receptor
CXCR4 se mantuvo con una elevada expresidon en la membrana, lo que permitia la evaluacién

de la biodistribucion y el efecto antitumoral de agentes terapéuticos dirigidos a este receptor.

2. 3. Desarrollo de un modelo murino ortotépico con elevada capacidad

tumorogénica y metastatica a partir de las lineas celulares derivadas de
AN3CA

Para estudiar, ademas, la posible actividad antimetastatica de las nanoparticulas direccionadas
a células tumorales CXCR4", fue necesario desarrollar un modelo ortotépico de CE avanzado

con alta capacidad metastatica que mantuviera la expresidn de membrana de CXCR4.

Para abordar este objetivo, se inyectaron un millén de células de las lineas AN3CA CXCR4"

Luciferasa® o AN3CA Luciferasa’ (a las que nos referiremos a partir de ahora como AN3CA
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CXCR4" y AN3CA CXCR4', respectivamente), en el lumen uterino de ratones hembra de la cepa
inmunodeprimida NSG (N=4), segun el protocolo descrito en el subapartado 3.2.b. de Material
y métodos. Para conocer el patron de diseminacion de las células inyectadas, los animales
eran sacrificados al tiempo determinado, entre otros parametros, por el crecimiento del tumor
primario y la carcinomatosis peritoneal, que daban lugar a signos de distensién abdominal y

ascitis.

a. Estudio de la capacidad tumorogénica de los modelos ortotopicos

El dia de la eutanasia se realizd el registro ex vivo de la bioluminiscencia emitida por el tumor
primario en el utero y los érganos relevantes a nivel clinico, con posible localizacién
metastatica, como los focos tumorales en el peritoneo (carcinomatosis), y el higado, pulmoén
y ganglios linfaticos abdominales. No se observaron diferencias significativas entre la

bioluminiscencia medida en los animales inoculados con una u otra linea celular.

Durante la necropsia se observd macroscépicamente que todos los ratones habian
desarrollado tumor primario y carcinomatosis peritoneal, y la emisién de bioluminiscencia
indicé que las células inoculadas habian crecido en el utero, formando el tumor primario, y

colonizado érganos diferentes, y distales, al punto de inoculacién (Figura 31).
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Figura 31. Emision de bioluminiscencia en el modelo xendgrafo ortotdpico de cancer de
endometrio generado. Las lineas celulares AN3CA Luciferasa’ (CXCR4) o AN3CA CXCR4"
Luciferasa’ (CXCR4") se implantaron en el endometrio de ratones de la cepa NSG. A. Imagenes
macroscépicas representativas de los 6rganos clinicamente relevantes en el modelo
ortotdpico de cancer de endometrio, y de la bioluminiscencia emitida tras la necropsia. B.
Cuantificacion de la emision de bioluminiscencia a tiempo final en el animal completo, y
analisis ex vivo en diferentes drganos con afectacion metastatica (expresada como media +
SEM; N=3).

Una vez determinado que todos los animales habian desarrollado tumor primario y

carcinomatosis peritoneal, se llevd a cabo la evaluacién histolégica, por microscopia dptica

de Utero y ovarios, y de la carcinomatosis peritoneal, higado, pulmdn y ganglios abdominales.

b. Descripcion de las caracteristicas histopatoldgicas de los modelos ortotopicos

Después de registrar la bioluminiscencia ex vivo emitida por los érganos diana de metdstasis
y relevantes en la clinica, fueron procesados e incluidos en parafina para su andlisis
microscopico, con objeto de poder describir histopatoldgicamente el modelo desarrollado y
determinar la presencia de focos metastaticos, su nUmero y tamafio. En todos ellos se realizé
una tincion con hematoxilina-eosina, la cual permitia determinar los posibles focos
metastdticos de areas extensas por microscopia dptica. Ademas, se determind la expresion

de CXCR4 por inmunohistoquimica.

En el 100% de los ratones se generd tumor primario en el Utero y carcinomatosis peritoneal,
asi como metastasis en ovario y ganglios linfaticos de la zona abdominal. En el Utero, las
células tumorales invadian el endometrio, llegando hasta la capa serosa, formando una masa

grande de tumor primario y perdiéndose la arquitectura tisular.
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Figura 32. Histologia y nivel de expresion de CXCR4 en tumor primario, ovario y

carcinomatosis peritoneales en el modelo ortotépico de cancer de endometrio avanzado. El
modelo se obtuvo a partir de la inoculacion de la linea celular AN3CA Luciferasa® (CXCR4) y
AN3CA CXCR4" Luciferasa® (CXCR4") en ratones de la cepa NSG. Muestras tefiidas con
hematoxilina-eosina (H&E) o por inmunohistoquimica de CXCR4 (barra: 100 um).
Por otra parte, la inoculacién in vivo de la linea AN3CA CXCR4™ no indujo la expresion de
CXCR4. En el caso de AN3CA CXCR4", la expresion de CXCR4 en membrana se mantenia in

vivo presentando alta intensidad, tanto en el tumor primario como en los focos

metastaticos del ovario y la carcinomatosis peritoneal (Figura 32).

La sobreexpresion de CXCR4 aumenta la capacidad de diseminacion de la linea
celular AN3CA

Para evidenciar la presencia de células tumorales en higado y pulmédn, se decidid realizar
tinciones inmunohistoquimicas de vimentina humana en estos érganos, ya que las células
tumorales expresaban altos niveles de esta proteina, al contrario que las células murinas.
Esta metodologia permitid distinguir rapida y facilmente las células metastaticas en higado y
pulmén, incluso cuando se presentaban como células Unicas (single cells). Su cuantificacion
fue posible gracias al uso de los programas informaticos CellSens y QuPath, estandarizando
asi el contaje y cdlculo de porcentajes y dreas ocupadas por células tumorales Unicas o en
grupos, sin perder informacién sobre su diseminacién. Gracias a esta estrategia, se observd
que el 100% de los animales habian desarrollado focos de metastasis en higado y pulmén.
En estos focos, positivos para vimentina, la expresion de CXCR4 se mantenia con alta
intensidad y patrén de membrana, en los animales inoculados con la linea AN3CA CXCR4*
(Figura 33.A.). La diseminacién hepatica se analizé teniendo en cuenta el nimero de focos y

su drea, mientras que la diseminacion pulmonar se expresé como area de tejido invadido.

A pesar del pequeiio tamafio muestral (N=4), se obtuvo una clara tendencia en el sentido de
que los animales del grupo inoculado con la linea AN3CA CXCR4' desarrollaban mas

metastasis distales que los del grupo inoculado con la linea AN3CA CXCR4™ (Figura 33.B. y
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33.C.). Para conocer la magnitud de esta tendencia se recurrio al calculo de la delta de Cohen
(d), una medida del tamafio del efecto, que se considera elevado cuando d adquiere valores

superiores a 0,8.

El nimero de metastasis pluricelulares o clisteres en el higado de animales inoculados con
la linea AN3CA CXCR4" era significativamente mayor que en los animales inoculados con la
linea negativa (d=2,3; p=0,021). También se observd un gran efecto de CXCR4 en cuanto al
area en general de las metastasis (d=0,75) y al nimero de foci totales (d=0,92) en este

drgano.

Por ultimo, los animales inoculados con AN3CA CXCR4" también mostraron el doble de
células tumorales diseminadas a pulmén (p=0,083), demostrando un efecto de gran

magnitud de CXCR4 (d =1,26) sobre el aumento de la diseminacién pulmonar.
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Figura 33. Patrdon de diseminacion del modelo xendgrafo ortotopico de cancer de endometrio
avanzado generado en la cepa NSG y comparativa entre los modelos derivados de las lineas
celulares AN3CA CXCR4™ y CXCR4'. A. Histologia de los érganos principales de metastasis
(higado, pulmdén y ganglios linfaticos) tefiidos por hematoxilina-eosina (H&E) e
inmunohistoquimica de CXCR4 y vimentina humana. B. Cuantificacion de numero de
metastasis y area de los focos en higado, catalogadas segun su tamafio (single cells: células
Unicas; cluster: en grupo) y su comparativa entre las dos lineas celulares. El analisis estadistico
empleado fue el test de la U de Mann-Whitney (* p=0,021). C. Cuantificacion del area de tejido
pulmonar ocupado por células tumorales y su comparativa entre las dos lineas celulares. Todos
los parametros se expresaron como media £ SEM; N=4.

La comparacion de la diseminacién metastatica en higado y en pulmén del modelo ortotdpico
derivado de la linea celular de CE AN3CA CXCR4" con el derivado de las células de CE AN3CA
CXCR4", mostré que la expresiéon de CXCR4 generd mayor diseminacion metastatica en ambos
organos, confirmando el papel del receptor CXCR4 en la induccidén de metastasis hematdgenas

en CE (Tabla 7).

Tabla 7. Patron de diseminacion a higado y pulmon del modelo xenégrafo ortotdopico de cancer de

endometrio generado en la cepa NSG a partir de la linea celular AN3CA con y sin sobreexpresidon de
CXCR4.

Higado Pulmoén
Foci totales Foci Foci
de célula unica de células en clusters Porcentaje de
- - tejido invadido
Numero Area (um?) Numero Numero Area (um?)
AN3CA CXCR4" 10,216,732 615,45 + 429,46 " 9,37 + 6,30 0,85+0,49¢ 448634+ 2727,98 11,47+4,24

AN3CA CXCRA* 2415+834°  2536,76 + 1746,84° 1555+6,47  9,68+2,65¢ 5304,98+3517,93  26,0617,04¢

Los resultados se reportan como media + SEM por ratén y campo microscépico de medio aumento (200x,
10 campos) en secciones de higado o pulmadn, tras su tincién inmunohistoquimica con vimentina; N=4. La
comparacion de cada parametro entre los dos modelos se realizé aplicando el test estadistico de la U de
Mann-Whitney (p) v la delta de Cohen (d). * d=0,92; ° d=0,75; © p=0,021y d=2,3; ¢ p=0,083 y d=1,26.
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Por lo tanto, a través del modelo ortotépico de CE CXCR4" generado por inoculacidn
transmiometrial con ligadura del cuerno uterino, se logré el objetivo de desarrollar una tasa
elevada de diseminacion (100%) en todos los drganos de metastasis habituales en CE
avanzado en la clinica, lo que permitid su uso para abordar el siguiente objetivo planteado en
esta tesis: evaluar el efecto antitumoral y antimetastatico de nanoparticulas dirigidas a

células CXCR4" en un modelo murino de CE altamente metastatico.
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3. ESTUDIO DEL EFECTO DEL NANOTRANSPORTADOR T22-GFP-H6 EN
MODELOS IN VITRO E IN VIvO DE CE CXCR4"

Como se ha explicado en el apartado 6.2. de la Introduccién, en colaboracién con el grupo de
Nanobiotecnologia de la Universidad Autonoma de Barcelona, liderado por el Dr. Villaverde,
se disefiaron y produjeron nanoparticulas proteicas que portan un ligando (T22) de unién al
receptor CXCR4, basadas en el nanotransportador T22-GFP-H6, el cual ha demostrado una
elevada capacidad de internalizacion en modelos in vitro e in vivo de varios tipos tumorales
CXCR4". Por este motivo, y una vez determinada la sobreexpresion de CXCR4 en la membrana
de las células tumorales de pacientes con CE, se decidié evaluar su capacidad de
internalizacién y selectividad en lineas celulares humanas, para conocer asi su potencial

terapéutico en este cancer ginecoldgico.

3. 1. Internalizacion dependiente de CXCR4 del nanotransportador T22-GFP-H6
en las lineas celulares AN3CA CXCR4" y HEC1A CXCR4"

La cinética de internalizaciéon del nanotransportador T22-GFP-H6 en lineas de CE se estudié
mediante citometria de flujo aprovechando la fluorescencia que le conferia el dominio GFP.
Para ello, las dos lineas celulares con la expresién mas alta y estable de CXCR4, AN3CA y HEC1A
fueron expuestas a diferentes concentraciones (1, 10, 50, 100 o 400 nM) de la nanoparticula,
en un rango de tiempo (1, 6 o 24 horas). En su analisis se tuvieron en cuenta dos pardmetros:
el porcentaje de células que habian adquirido fluorescencia por la internalizacion del
nanotransportador, y la intensidad de dicha fluorescencia, cuyo valor reflejaria la cantidad de

GFP en el interior de cada célula (Figura 34).

A 1 nM, la internalizacién de la nanoparticula fue despreciable a todos los tiempos, mientras
que a partir de 10 nM se observd entrada en las células tras 1 hora de exposicion, en las dos
lineas celulares. Todas las concentraciones mostraron un pico de internalizacién a las 6 horas,

tanto en el porcentaje de células fluorescentes como en la intensidad de dicha fluorescencia.

En el caso de la linea HEC1A se observd que la internalizacién maxima de T22-GFP-H6, que
ocurrié en aproximadamente un 60% de las células, se obtuvo a las 6 horas de exposicion a
400 nM, con una intensidad de fluorescencia 4 veces mayor que la autofluorescencia celular
basal. Tanto el porcentaje de células fluorescentes como la intensidad de su fluorescencia

disminuyeron tras 24 horas de exposicién.
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T22-GFP-H6 mostré mayor facilidad de internalizacién en la linea AN3CA. A las 6 horas de
exposicién a 10 nM de nanoparticula, el 80% de las células mostraron fluorescencia, con una
intensidad 3 veces mayor que la fluorescencia basal, de las células control. Su intensidad fue
dosis dependiente, aumentando con la concentracion, de modo que a 400 nM se multiplicaba
por 7,y el porcentaje de células positivas fue de cerca del 100%. Tanto los porcentajes como la

intensidad de fluorescencia fueron similares a las 24 horas de exposicidon, en todos los casos.
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Figura 34. Evaluacion de la internalizacion de la nanoparticula T22-GFP-H6 en las lineas
celulares AN3CA y HEC1A, de cancer de endometrio. El estudio de la internalizacidn se realizé
mediante citometria de flujo. A. Porcentaje de células fluorescentes tras la exposicion a la
nanoparticula. B. Intensidad de fluorescencia de las células expuestas. Todos los parametros
estan expresados como media + SEM.
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Por otro lado, para evaluar la dependencia de CXCR4 en la entrada del nanotransportador en la
linea AN3CA se estudié su capacidad de internalizacidn a las 6 horas, a varias concentraciones
de T22-GFP-H6, y utilizando la linea celular CXCR4™ (Figura 35). Ademas, se realizaron estudios
de competicién con el antagonista de CXCR4 AMD3100 [1 pM], con el que se trataron las
células CXCR4" durante la hora previa a la exposicion a la nanoparticula. La linea AN3CA sin
expresion de CXCR4 no mostrd internalizacion de la nanoparticula a concentraciones de 10 nM
o 100 nM. Con respecto al tratamiento con el antagonista, no se detectd fluorescencia en la

linea expuesta a 10 nM, y al exponerse a 100 nM, la internalizacién disminuyd en un 60%.
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Figura 35. Evaluacion de la internalizacion de la nanoparticula T22-GFP-H6 dependiente de
CXCR4 en las lineas AN3CA CXCR4 y AN3CA CXCR4', con y sin pretratamiento con el
antagonista de CXCR4 AMD3100, analizado mediante citometria de flujo. A. Porcentaje de
células fluorescentes tras la exposicidn a la nanoparticula. B. Intensidad de la fluorescencia en
el ensayo de dependencia de CXCR4. C. Graficas representativas de la intensidad media de
fluorescencia en las tres condiciones, con la misma leyenda que los graficos de barras. Todos
los parametros estan expresados como media + SEM. Analisis estadistico: test de la U de Mann-
Whitney (* p<0,005; ** p<0,001).

De este modo, se demostrd que la internalizacién de T22-GFP-H6 fue selectiva y dependiente
de CXCR4, validandose asi la especificidad del direccionamiento del nanotransportador en

lineas celulares de CE CXCR4".
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3. 2. Ausencia de citotoxicidad in vitro del nanotransportador T22-GFP-H6 en
las células AN3CA CXCR4"' y HEC1A CXCR4"

La citotoxicidad del nanotransportador se evalué mediante ensayos de viabilidad XTT a 48
horas, dentro el rango de concentraciones empleado en el estudio de la internalizacién (0-400
nM). En ninguna de las concentraciones evaluadas se observé una disminucion significativa del

porcentaje de viabilidad en ninguna de las lineas, AN3CA CXCR4" o HEC1A CXCR4" (Figura 36).
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Figura 36. Evaluacion del efecto citotoxico del nanotransportador T22-GFP-H6 en las lineas

celulares de cancer de endometrio AN3CA CXCR4" y HEC1A CXCR4". La cuantificacion de la

viabilidad celular se llevé a cabo mediante el ensayo XTT y fue expresada como media + SEM.
Estos resultados demuestran la ausencia de capacidad citotdxica de T22-GFP-H6 in vitro, la
cual, junto con su elevada internalizacidon celular dependiente de CXCR4, demuestra el
potencial de esta nanoparticula para cargar y transportar farmacos o dominios polipeptidicos
con actividad terapéutica e introducirlos en las células diana, de manera selectiva. Por este
motivo, continuamos la evaluacion de este nanotransportador estudiando in vivo su
biodistribucion en el tejido tumoral y su posible toxicidad, o ausencia de ella, en tejidos no
tumorales. Para llevar a cabo este objetivo utilizamos el modelo xendgrafo subcutaneo en la

cepa Swiss nude derivado de la linea celular de CE AN3CA CXCR4".

3. 3. Estudio in vivo de la biodistribucion y toxicidad del nanotransportador
T22-GFP-H6 en el modelo subcutaneo de CE CXCR4"

Una vez demostrada la capacidad de internalizacion, dependiente de CXCR4, de la
nanoparticula T22-GFP-H6, y su despreciable toxicidad in vitro en lineas CXCR4", se evalud su
biodistribucion in vivo en tejidos tumorales y no tumorales en el modelo xendgrafo
subcutdneo derivado de la linea celular AN3CA CXCR4" en la cepa Swiss nude. De este modo se
podria determinar la capacidad de este nanotransportador de acumularse de forma selectiva

en los modelos de CE y su toxicidad sobre células sanas, en ambiente fisioldgico in vivo.
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Debido a la variabilidad en el crecimiento de los tumores subcutaneos derivados de la linea
AN3CA CXCR4', descrita en el apartado 2.2. de Resultados, fue necesario reclutar los distintos
animales en diferentes momentos. Es decir, cuando los tumores alcanzaban un volumen
aproximado de 200 mm?, los ratones eran aleatorizados en tres grupos en los que se
estudiaba la biodistribucion de T22-GFP-H6 en tumor y tejidos no tumorales a las 2, 5 o0 24

horas después de la administracién de una dosis Unica intravenosa de 200 pg.

a. Biodistribucidn selectiva del nanotransportador T22-GFP-H6 a tumor

Se determind la expresion de CXCR4 en secciones de tumores subcutaneos por tincion
inmunohistoquimica previamente a la inyeccién del nanotransportador, mostrando una
expresion intensa y una localizacion de membrana (Figura 37.A.). Por otra parte, la inyeccion
de la nanoparticula T22-GFP-H6 en este modelo permitié evaluar su biodistribuciéon a 2, 5 o
24 horas después de su administracion a través su emision de fluorescencia, observandose su
acumulacién en tumor a las 2 horas, y llegando a su pico de acumulacion a las 5 horas antes

de disminuir la sefal fluorescente a las 24 horas (Figura 37.B.).
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Figura 37. Biodistribucion del nanotransportador T22-GFP-H6 en el modelo xendgrafo
subcutineo AN3CA CXCR4" generado en la cepa Swiss nude. A. Tincion por
inmunohistoquimica de CXCR4 de un tumor subcutdneo (barra: 20 um). B. Imagenes
representativas de la fluorescencia emitida por T22-GFP-H6 en tumor y en diferentes 6rganos
no tumorales a las 2, 5 y 24 horas. C. Area bajo la curva de emisién de fluorescencia por el
tumor a lo largo del tiempo. Se representa la acumulacion de la nanoparticula en tumor en
comparacion con la de los érganos normales a lo largo del tiempo, expresada como media *
SEM. Numero de animales analizados: N=4.

También se estudié la emision de fluorescencia emitida por los drganos vitales mads
relevantes: rifidn, higado, pulmdén y bazo. Los niveles de fluorescencia en rifdn se
mantuvieron constantes a lo largo del tiempo, mientras que en higado mostraron un ligero
aumento a las 24 horas, siendo ambos mucho menores que los detectados en tumor. Los
niveles en bazo fueron indetectables. En consecuencia, cuando se analizé el area bajo la
curva de la acumulacién de T22-GFP-H6 en los distintos 6rganos, se observé que mas del 60%
del total de la nanoparticula habia sido captada por el tumor (Figura 37.C.), situdndose para

el resto de los tejidos normales en el rango de 9-16% dependiendo del érgano.

b. Ausencia de toxicidad del nanotransportador T22-GFP-H6 in vivo

A nivel macroscdpico no se observé ninguna diferencia visual en los érganos no tumorales,
incluyendo el higado, rifidn o pulmdn de los animales tratados con respecto a los del grupo
control. Sin embargo, dado que si se detectd emisidon de fluorescencia en estos drganos, se
decidid estudiar la histologia de todos ellos, y del bazo, mediante tincién con hematoxilina-
eosina. Tras 48 horas de la administracion de T22-GFP-H6, no se observaron alteraciones de
la arquitectura tisular, y no hubo evidencias de muerte celular en ninguno de los drganos

analizados (Figura 38).
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Pulmén

Figura 38. Evaluacion de la toxicidad tras la administracion de T22-GFP-H6 en el modelo
xenégrafo subcutdneo AN3CA CXCR4' generado en la cepa Swiss nude. No se observaron
alteraciones histoldgicas ni acumulaciones proteicas en los dérganos no tumorales (rifidn,
higado, pulmén vy bazo), analizados 48 horas después de la administracion del
nanotransportador (tincion de hematoxilina-eosina; barra: 100 um).
La observacion de que la mayor parte de la dosis administrada de T22-GFP-H6 se acumula en
el tejido tumoral, sin toxicidad sistémica asociada, valida nuestro nanotransportador como

una buena estrategia para la entrega selectiva de agentes terapéuticos en células de CE

CXCR4" in vivo.
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4. ESTUDIO IN VITRO DEL EFECTO DE LAS NANOPARTICULAS TERAPEUTICAS
DERIVADAS DE T22-GFP-H6 EN LINEAS CELULARES DE CE CXCR4"

Una vez determinado que la internalizacién del nanotransportador T22-GFP-H6 era
dependiente del receptor CXCR4, y se acumulaba preferentemente en el tejido tumoral in vivo,
se evalud una gran bateria de nanoparticulas terapéuticas que mantenia la misma estructura
gue T22-GFP-H6. Estas nanoparticulas fueron obtenidas mediante diferentes estrategias, como
la conjugacion quimica del nanotransportador a fadrmacos o la incorporacion a la estructura de
T22-GFP-H6 de dominios polipeptidicos citotéxicos. De esta manera, se desarrollaron los
nanoconjugados T22-GFP-H6:-FdU (obtenido por conjugacion al genotdxico floxuridina), T22-
GFP-H6:-AUR (que porta monometil auristatina E, una toxina inhibidora de los microtubulos) y
las nanotoxinas T22 DITOX-H6 y T22-PE24-H6 (que incorporan dominios polipeptidicos de
toxinas bacterianas), asi como otras nanoparticulas basadas en venenos animales o en

dominios funcionales derivados de proteinas proapoptéticas humanas.

Con el objetivo de identificar las nanoparticulas con mas posibilidades de traslacién a fases
preclinicas, era necesario que demostraran una elevada selectividad y dependencia de CXCR4,

tanto en su internalizacidn como en su citotoxicidad in vitro.

4. 1. Internalizacion dependiente de CXCR4 de los nanoconjugados
terapéuticos T22-GFP-H6-FdU y T22-GFP-H6-AUR

De entre las nanoparticulas terapéuticas desarrolladas, los nanoconjugados T22-GFP-H6-FdU y
T22-GFP-H6-AUR, obtenidos por la conjugacidon del nanotransportador con floxuridina y
auristatina respectivamente, incluian en su estructura el dominio GFP, lo que, al igual que en el
caso del nanotransportador, permitia la evaluacion de su capacidad de internalizacién in vitro

y, en caso de ser seleccionadas, su acumulacidn por el tejido tumoral in vivo.

Para determinar si el proceso de conjugacidn tenia algun impacto sobre la internalizacion
selectiva de los nanoconjugados en células AN3CA CXCR4, la fluorescencia celular fue
analizada en el pico de internalizacion del nanotransportador y en un rango de

concentraciones entre 10 y 400 nM (Figura 39).

La internalizacién a las 6 horas de T22-GFP-H6:FdU resulté ser muy similar a la del
nanotransportador T22-GFP-H6, alcanzando el 70,6% de las células a una concentracion de 10
nM vy el 92,1% a 400 nM. La internalizacién se revertié con el tratamiento previo con

AMD3100, demostrando su selectividad y dependencia de la expresién de CXCR4, aunque a
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400 nM la capacidad de internalizacion del nanoconjugado se saturd, observandose

internalizacién en el 67,7% de las células.

En el caso de T22-GFP-H6-AUR la internalizacidon fue menor, de modo que la exposicién de las
células a una concentracién de 100 nM solo consiguié alcanzar un 45,2% de las células, y el

74,4% a 400 nM, y en ambos casos se consiguié un bloqueo casi total al pretratar con

AMD3100.
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Figura 39. Internalizacidén de los nanoconjugados T22-GFP-H6-FdU y T22-GFP-H6-AUR en la
linea AN3CA CXCR4" y su dependencia de CXCRA4. La internalizacién de los nanoconjugados
portadores de la proteina fluorescente GFP se evalud tras 6 h de exposicidn, mediante
citometria de flujo, con y sin pretratamiento con el antagonista de CXCR4, AMD3100. A.
Porcentaje de células fluorescentes. B. Intensidad de fluorescencia. Todos los valores fueron
expresados como media + SEM.

De esta manera, los nanoconjugados T22-GFP-H6:-FdU y T22-GFP-H6:-AUR mantuvieron la

capacidad de internalizacion dependiente de CXCR4 observada para el nanotransportador a

concentraciones menores de 100 nM, validandose asi la especificidad del direccionamiento de

estas nanoparticulas terapéuticas en la linea de CE AN3CA CXCR4".
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4. 2. Efecto citotdoxico dependiente de CXCR4 de las nanotoxinas T22-DITOX-H6
y T22-PE24-H6 en la linea celular AN3CA CXCR4"

Una vez demostrado que la internalizacion del nanotransportador y de los nanoconjugados al
interior celular se llevaba a cabo de manera dependiente del receptor CXCR4, y en paralelo al
desarrollo de los modelos animales, se llevo a cabo un cribaje de las diversas nanoparticulas
derivadas de T22-GFP-H6 descritas previamente. Para ello, se evalué su efecto antitumoral in
vitro mediante ensayos de viabilidad XTT, tanto en la linea celular de CE AN3CA como en
HEC1A con sobreexpresion de CXCR4. De esta manera se conoceria cudl o cudles de ellas eran
las candidatas idéneas para probar su efecto antineoplasico in vivo utilizando los modelos

animales de CE CXCR4" desarrollados.

Tras 48 horas de incubacidn, ninguna de las dos lineas evaluadas fue sensible a ninguna de las
nanoparticulas terapéuticas basadas en proteinas proapoptéticas (T22-PUMA-GFP-H6, T22-
BAXPORO-GFP-H6 y T22-BAK-GFP-H6) o en el péptido antimicrobiano GWH1 (T22-GWH1-GFP-
H6), a pesar de la elevada concentracién a la que fueron expuestas (1 uM). La linea AN3CA
también fue expuesta a nanoparticulas basadas en venenos animales (T22-MEL-GFP-H6, T22-
GFP-H6-GOM y T22-GFP-H6-CLIP71), que tampoco mostraron efecto sobre la viabilidad celular
(Figura 40.A. y 40.B.). Para estudiar mas exhaustivamente el rango de sensibilidad de las lineas
celulares, se aumentd el rango de concentraciones en aquellas nanoparticulas que a 1 uM

habian conseguido disminuir la viabilidad celular al 40% o menos en alguna de las lineas.

El nanoconjugado T22-GFP-H6-AUR disminuy6 al 40% la viabilidad de las células AN3CA CXCR4"
(Figura 40.A.), mientras que la linea HEC1A CXCR4" fue mas sensible a T22-GFP-H6-FdU,
disminuyendo su viabilidad también al 40% (Figura 40.B.). Para determinar si el efecto era
dependiente de CXCR4, se evalud la sensibilidad de las lineas sin expresién del receptor, y de
las lineas positivas expuestas al antagonista AMD3100 de manera previa a su tratamiento con
los nanoconjugados. En todos los casos la viabilidad se mantuvo estable, siendo del 40% a
partir de la exposicion a 400 nM, independientemente de la expresion o bloqueo de CXCR4

(Figura 40.C. y 40.D.).

En contraposicion con la falta de sensibilidad al tratamiento con los nanoconjugados, la
viabilidad de la linea AN3CA CXCR4" mostré una dréstica caida tras su exposicion a las
nanoparticulas derivadas de toxinas bacterianas, T22-DITOX-H6 y T22-PE24-H6. Por este
motivo, la citotoxicidad de estas dos nanotoxinas fue evaluada en un rango de concentraciones

de 0 a 100 nM, en células de esta linea con y sin expresion de CXCR4. Las dos nanotoxinas
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mostraron un potente efecto dosis-dependiente en la linea CXCR4"™ a muy bajas
concentraciones, siendo la ICsy a 48 horas de 1,60 nM para T22-DITOX-H6 y de 2,25 nM para
T22-PE24-H6 (Figura 40.E.), siendo inocuas para la linea sin expresion de CXCR4.

Por ultimo, el ensayo de competicion demostré que el bloqueo de CXCR4 por su antagonista
AMD3100 inhibia la actividad antitumoral de las dos nanotoxinas, previniendo la muerte

celular y manteniendo la viabilidad de la linea celular cercana al 100%. (Figura 40.F.).
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Figura 40. Evaluacion del efecto citotdxico de distintas nanoparticulas en lineas celulares de
cancer de endometrio, mediante ensayo XTT a las 48 horas. Cribaje de las nanoparticulas
descritas en el pie de cada panel a 1 pM en las lineas A. AN3CA CXCR4" y B. HEC1A CXCR4". C.
Dependencia de CXCR4 en el efecto citotoxico de T22-GFP-H6-AUR por exposicidn de la linea
AN3CA sin expresion de CXCR4, y con expresion de CXCR4 pretratada y sin pretratar con el
antagonista AMD3100. D. Dependencia de CXCR4 del efecto citotéxico de T22-GFP-H6-FdU por
exposicion de la linea HEC1A sin expresion de CXCR4, y con expresién de CXCR4 pretratada y sin
pretratar con el antagonista AMD3100. E. Efecto de las nanotoxinas T22-DITOX-H6 y T22-PE24-
H6 sobre la linea AN3CA con y sin expresion de CXCR4 expuesta a un rango de diferentes
concentraciones. F. Bloqueo de la muerte celular inducida por T22-DITOX-H6 y T22-PE24-H6
con vy sin pretratamiento con el antagonista AMD3100 en la linea AN3CA CXCR4". Todos los
valores estan expresados como media £ SEM; * p <0,005; ** p=0,001. Analisis estadistico: test
de la U de Mann-Whitney.

En base a todos estos resultados, y por haber demostrado un efecto citotéxico mas potente y
estrictamente dependiente del receptor CXCR4 en la linea celular de CE AN3CA, en
comparacién con el resto de las nanoparticulas proteicas y de los nanoconjugados evaluados in
vitro, se seleccionaron las nanotoxinas, T22-DITOX-H6 y T22-PE24-H6, como las candidatas
para su posterior desarrollo preclinico. La evaluacion de su actividad antineopldsica se llevo a

cabo en los modelos animales de CE CXCR4" desarrollados previamente.

4. 3. Estudio del mecanismo de muerte celular inducida por las nanotoxinas
T22-DITOX-H6 y T22-PE24-H6

Con el objetivo de estudiar el mecanismo de induccion de muerte T22-DITOX-H6 y T22-PE24-
H6, se realizaron ensayos de anexina V mediante citometria de flujo, y tincion de pellets
celulares con DAPI e inmunocitoquimica, empleando la linea AN3CA CXCR4". En todos los
casos, las células fueron expuestas a una concentracién de 4 nM de T22-DITOX-H6 y T22-PE24-
H6 durante diferentes tiempos (entre 2 y 48 horas), siendo comparadas con la exposicién al

mismo volumen de tampdn control.
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El ensayo de anexina V permite identificar las alteraciones de la membrana celular que tienen
lugar durante el proceso de apoptosis, concretamente la traslocacién de fosfatidilserina a la
superficie celular, como se ha explicado en el apartado 2.4.c. de Material y métodos. La
viabilidad a 24 horas fue similar tras la exposicion a ambas nanotoxinas, siendo de alrededor
del 20% y manteniéndose a las 48 horas. Sin embargo, mientras que en las células expuestas a
T22-DITOX-H6 se observd un 34,2% de células en apoptosis temprana a las 6 horas, las que
fueron expuestas a T22-PE24-H6 no mostraron marcaje temprano a ninguno de los tiempos

estudiados (Figura 41).
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Figura 41. Estudio de la muerte celular inducida por las nanotoxinas T22-DITOX-H6 y T22-
PE24-H6 a 4 nM en células AN3CA CXCR4". Evaluacion por citometria de flujo del ensayo de
Anexina-V, tras la exposicion a 4 nM de cada nanotoxina, durante un rango de 2-48 horas. A.
Graficos de puntos representativos. B. Cuantificacion de células viables, en apoptosis
temprana o en apoptosis tardia; expresada como media £ SEM.

Ademas de la exposicién de la fosfatidilserina, otra de las caracteristicas mds importantes de la
apoptosis es la condensacion del nucleo y la fragmentacion del ADN, dando lugar a la
formacién de cuerpos apoptdticos. Para detectar si se producia dicha condensacién vy
fragmentacion, se llevé a cabo una tincion fluorescente del nucleo con DAPI en pellets
celulares, contabilizando el nimero de células apoptdticas con respecto al total de células
presentes. Se observé que a las 12 horas de exposicidon a una u otra nanotoxina, mas del 80%

de las células mostraban condensacion nuclear. A partir de las 24 horas y a las 48 horas,
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practicamente el 100% de las células se habian fragmentado para formar cuerpos apoptéticos

(Figura 42).
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Figura 42. Evaluacién de la induccion de la condensacidn de ntcleos y cuerpos apoptéticos
por las nanotoxinas en células AN3CA CXCR4". Tras la exposicidon a 4 nM de T22-DITOX-H6 o
T22-PE24-H6 en un rango de tiempo de 6-48 horas, se realizé una tincién de DAPI de los pellets
celulares generados para determinar el porcentaje de células apoptdticas por campo
microscopico. A. Campos representativos a los diferentes tiempos de exposicién (barra: 50
um). B. Cuantificacion en porcentaje de células apoptdticas con respecto a células totales por
campo. Andlisis de 5 campos de gran aumento (400x) por pellet; expresado en media + SEM

Por ultimo, para estudiar a nivel molecular la via de induccién de apoptosis, se evaluo,
mediante inmunocitoquimica, la activacion de caspasa-3, (una proteina efectora de
apoptosis), y la protedlisis (e inactivacion) de PARP, enzima de reparacion del ADN, ambas

proteinas asociadas con la ruta de sefializacion de este tipo de muerte celular en sus fases

tempranas y tardias, respectivamente (Figura 43).
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Figura 43. Estudio de la expresidn de los marcadores de apoptosis caspasa-3 activada y PARP
proteolizada. La evaluacidn se realizd mediante inmunohistoquimicas de pellets celulares de la
linea AN3CA CXCR4" tras su exposicion a 4 nM de T22-DITOX-H6 o T22-PE24-H6 a un rango de
tiempo de 6-48 h. A. Campos representativos de caspasa -3 activada o de PARP proteolizada
para las distintas nanotoxinas a los diferentes tiempos de exposicion (barra: 50 um). B.
Cuantificacion del porcentaje de células positivas para los marcadores estudiados en relacion a
las células totales identificadas por campo. Analisis de 5 campos de gran aumento (400x) por
pellet, mediante el programa QuPath; expresado en media + SEM.

A las 6 horas de exposicién a las nanotoxinas se observé un incremento en la expresion de

caspasa-3 activada de mas del 60% en el caso de las células tratadas con T22-DITOX-H6, y del

40% en el caso de las expuestas a T22-PE24-H6. A las 12 horas, caspasa-3 activa marcaba

alrededor del 80% de las células expuestas a cada una de las dos nanotoxinas. Por otra parte,

el marcaje de PARP protelizada en la linea AN3CA CXCR4" se detectd a las 6 horas tras la

exposicién a las nanotoxinas, mostrando un pico en el porcentaje de células positivas a las 12
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horas después de la exposicidon, especialmente prominente en la linea tratada con T22-DITOX-

H6.

En su conjunto, los resultados obtenidos demuestran el potente efecto citotdxico in vitro de
las nanoparticulas T22-DITOX-H6 y T22-PE24-H6, a través de la activacion de la via apoptética,

utilizando diferentes marcadores de este mecanismo de muerte y técnicas independientes.
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5. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTITUMORAL Y ANTIMETASTATICA DE LAS
NANOTOXINAS BACTERIANAS DIRIGIDAS A CXCR4 EN MODELOS ANIMALES
DE CE CXCR4"

Tras haber concluido que las nanotoxinas, T22-DITOX-H6 y T22-PE24-H6, eran las candidatas
Optimas para su desarrollo preclinico, se procedid a evaluar su actividad antineoplasica en los

modelos animales de CE CXCR4" desarrollados previamente.

5. 1. Efecto antitumoral de las nanotoxinas T22-DITOX-H6 y T22-PE24-H6 en el
modelo xenografo de implantacion subcutanea en la cepa Swiss nude

Dada la elevada citotoxicidad dependiente de CXCR4 que ejercen las nanoparticulas T22-
DITOX-H6 y T22-PE24-H6, y una vez demostrada la captacién selectiva por el tumor del
nanotransportador T22-GFP-H6 en el modelo subcutdneo derivado de la linea AN3CA CXCR4",

se procedid a evaluar el posible efecto antitumoral de las nanotoxinas en el mismo modelo.

Cuando los tumores alcanzaban un volumen entre 30y 70 mm?, los ratones eran aleatorizados
en tres grupos y comenzaban a recibir 200 pl de tampdn, solo (como control) o con 10 ug de
T22-DITOX-H6 o T22-PE24-H6, en un régimen de dosificacion repetida administrado por
inyeccion intravenosa, tres veces a la semana, hasta un maximo de 15 dosis. En el momento en
que los tumores alcanzaban un volumen de 900 mm?, los ratones eran sacrificados. Aquellos
animales cuyos tumores no habian llegado este volumen tras la administracién intravenosa de
las 15 dosis pautadas dejaron de recibir tratamiento y fueron sacrificados al llegar al punto

final.

a. T22-DITOX-H6 disminuye la tasa de crecimiento tumoral en animales con
tumores subcutaneos

Para evaluar la actividad antitumoral de las nanotoxinas en el modelo subcutdneo de CE, se
calculé semanalmente la tasa de crecimiento del volumen tumoral. En la semana 2 después
del inicio del tratamiento se observd una disminucién de la tasa de crecimiento del grupo
tratado con T22-PE24-H6 con respecto al grupo control, con una tendencia muy préxima a la
significacién estadistica (p=0,055). En el caso del grupo tratado con T22-DITOX-H6, la
diferencia fue estadisticamente significativa (p=0,005), y para esta toxina también se

mantuvo proxima a la significacion (p=0,051) en la semana 3 (Figura 44.A.).

La tasa media de crecimiento de los tumores en animales tratados con una u otra nanotoxina

se estabilizé a partir de la semana 3, y, en concreto, los animales tratados con T22-DITOX-H6
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mantuvieron una tasa de crecimiento similar durante la semana posterior a la Ultima dosis de

tratamiento (semana 6).
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Figura 44. Analisis del crecimiento tumoral tras la administracion de T22-DITOX-H6 y T22-
PE24-H6 en el modelo subcutineo de CE derivado de AN3CA CXCR4" en la cepa Swiss nude. La
administracion de dosis repetidas de cada nanotoxina a 10 pg por dosis, por un total de 15
dosis (6 semanas), redujo las tasas de crecimiento tumoral en los dos grupos. A. Tasa de
crecimiento tumoral semanal. ** p=0,005; * p=0,034. B. Tasa de crecimiento tumoral diaria
total. *p=0,038. Las flechas indican la administracién del tratamiento. NUmero de animales por
grupo comparado: N=8 para el grupo control, N=10 para cada grupo tratado con nanotoxina.
Analisis estadistico: test t de Student. Los valores se expresan como media + SEM.

Una vez sacrificados los animales, se calculé la tasa de crecimiento tumoral diaria a partir del
tiempo de supervivencia. El grupo de animales tratados con T22-DITOX-H6 mostré una
reduccion estadisticamente significativa (p=0,038) de la tasa de crecimiento tumoral diaria,
mientras que en el caso del grupo tratado con T22-PE24-H6 no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas con respecto al control (Figura 44.B.).

b. T22-DITOX-H6 y T22-PE24-H6 aumentan la supervivencia de los animales con
tumores subcutaneos

La disminucién de la tasa de crecimiento tumoral tuvo una repercusién sobre la

supervivencia de los grupos tratados con las nanotoxinas.

En el anadlisis de la supervivencia, aplicando el test de Kaplan-Meier, se observé que los
animales del grupo control vivieron una media de 17,5 + 1,44 dias tras el inicio del
tratamiento. En cambio, los animales de los grupos tratados con las nanotoxinas tuvieron una
supervivencia mayor. En concreto, los administrados con dosis repetidas de T22-PE24-H6
vivieron 25,7 + 2,94 dias y los del grupo tratado con T22-DITOX-H6 alcanzaron los 32,8 + 3,89

dias, contados desde el inicio del tratamiento (Figura 45). Al compararse con el grupo control
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tratado con tampén, las diferencias estadisticas fueron significativas tanto para T22-PE24-H6

como para T22-DITOX-H6 (p=0,017 y p=0,002 respectivamente; test Log-Rank).
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Figura 45. Efecto del tratamiento con T22-DITOX-H6 o T22-PE24-H6 sobre la supervivencia de
los ratones portadores de tumores subcutaneos derivados de la linea AN3CA CXCR4". Para este
analisis, se administré un maximo de 15 dosis de 10 pug de cada nanotoxina o tampdn. Las
flechas indican los dias de administracién de las nanoparticulas. El andlisis estadistico aplicado
fue el test Log-rank. * p=0,017, ** p=0,002.

El tratamiento a dosis repetidas con las dos nanotoxinas, T22-DITOX-H6 o T22-PE24-H6,
redujo la tasa de crecimiento tumoral y aumenté la supervivencia de los animales. Esta
actividad antitumoral fue especialmente relevante tras la administracion de T22-DITOX-H6, al
alcanzar significacion estadistica tanto en la reduccién de la tasa de crecimiento tumoral
como en la prolongacion del tiempo de supervivencia, que llegd a duplicar la supervivencia

de los animales tratados con tampon.

c. Ausencia de toxicidad de las nanoparticulas T22-DITOX-H6 y T22-PE24-H6 en

érganos no tumorales

A las 48 horas después de la Ultima administracién del tratamiento con cada nanotoxina, los
animales se sacrificaron. Los érganos principales de eliminacidn de toxinas y acumulacién de
farmacos, y las localizaciones en las que se habia registrado previamente emision de
fluorescencia del nanotransportador (higado, rifién, pulmén y bazo) fueron tefiidos con
hematoxilina-eosina para su analisis histoldgico. Ninguna de las nanotoxinas alteré la
histologia de ninguno de estos érganos al compararlos con el tejido de ratones control, ni se

veian acumulaciones proteicas en ellos (Figura 46).
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Figura 46. Evaluacion de la toxicidad tras la administracion de T22-DITOX-H6 o T22-PE24-H6
en el modelo xendgrafo subcutianeo AN3CA CXCR4" generado en la cepa Swiss nude. Tras la
administracién de un maximo de 15 dosis de cada nanotoxina a 10 pg/dosis, no se observaron
alteraciones histoldgicas ni acumulacion de nanoparticulas en los 6rganos no tumorales (rifién,
higado, pulmdn y bazo), analizados 48 horas después de la ultima administracion (tincion de
hematoxilina-eosina; barra: 100 pum).

La ausencia de toxicidad sistémica, asi como el gran efecto de las nanotoxinas sobre la
reduccidn del crecimiento tumoral y la prolongacidn de la supervivencia de los ratones en el
modelo xendgrafo subcutdneo confirma el elevado potencial terapéutico en CE CXCR4" de
ambas. Sin embargo, con la pauta de administracién utilizada, el efecto de T22-DITOX-H6 se
sostuvo durante mas tiempo una vez acabado el tratamiento. Debido a que llegd a doblar el
tiempo de supervivencia de los animales control, esta fue la nanotoxina seleccionada para
determinar su efecto antimetastatico en el modelo de CE ortotdpico previamente

desarrollado.

5. 2. Estudio del mecanismo de muerte celular inducida por T22-DITOX-H6 o
T22-PE24-H6 en el modelo xenografo subcutaneo

Con el objetivo de conocer si la inhibicidn del crecimiento tumoral tenia lugar, como se
observd in vitro, por inducciéon de apoptosis, se estudié este mecanismo de muerte en el
modelo subcutdneo CXCR4" desarrollado. Para ello, cuando el volumen tumoral alcanzé 120-
150 mm?®, los ratones recibieron por via intravenosa una dosis tnica dosis de 30 ug de T22-

DITOX-H6 o0 100 pg de T22-PE24-H6.

En resultados previos con otros tipos tumorales se describié la ausencia de toxicidad, que fue

confirmada en este experimento al no observar alteraciones histoldgicas en los animales
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tratados. A las 24 y 48 horas después de la administracién, los tumores fueron extraidos,
fijados y procesados. En cortes de 4 um, se llevaron a cabo inmunohistoquimicas de caspasa-3
activa y PARP proteolizada, asi como tinciones con DAPI. Este estudio determind un aumento
del nimero de cuerpos apoptoticos por DAPI y de la expresion de los marcadores caspasa-3

activa y PARP proteolizada por inmunohistoquimica (Figura 47).
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Figura 47. Apoptosis inducida por las nanotoxinas a dosis altas en tumores subcutaneos

T22-PE24-H6
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derivados de la linea de CE AN3CA CXCR4". Para determinar el mecanismo de muerte celular
inducido por las nanotoxinas se administré por via intravenosa una Unica dosis (30 pg para T22-
DITOX-H6 y 100 pg para T22-PE24-H6), sacrificando a los animales 24 o 48 horas después de la
administracion. En secciones de tumor, se observaron: A. Formacion de cuerpos apoptéticos
mediante tincidn con DAPI. B. Expresion de los marcadores de apoptosis caspasa-3 activada y
PARP proteolizada por inmunohistoquimica. Barra: 50 um.

A través de este experimento se confirmd que el mecanismo de muerte apoptética que se

habia observado in vitro tras la administracién de las nanotoxinas también tenia lugar en el

modelo in vivo subcutdneo derivado de la linea de CE AN3CA CXCR4".

5. 3. Efecto antimetastatico de T22-DITOX-H6 en el modelo murino de
implantacion ortotdpica en la cepa NSG

Después de determinar que la nanotoxina T22-DITOX-H6, a dosis repetidas, inhibia con mayor
efectividad y de manera significativa el crecimiento tumoral, prolongando al doble el tiempo
de supervivencia de los ratones con respecto al grupo control, se decidié determinar su efecto
antimetastatico. Para ello, se analizd su capacidad de inhibir la diseminacion celular y el
desarrollo de focos metastaticos en los érganos diana del modelo ortotdpico de CE avanzado

previamente desarrollado y descrito en el subapartado 3.2.b.
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Para generar el modelo, se inyectaron un millén de células de la linea de CE AN3CA CXCR4" en
el atero de ratones de la cepa NSG. El dia 3 después de la implantacion, los animales fueron
aleatorizados y comenzaron a recibir dosis de 5 pug de la nanotoxina T22-DITOX-H6, o de su
tampon (N=10), tres dias a la semana. El tratamiento se mantuvo hasta que el primer animal
cumplié los criterios de punto final, lo cual permitié la administracidn de 14 dosis. Dos ratones,

uno de cada grupo, que no desarrollaron tumor primario, fueron descartados del experimento.

A las 48 horas de la ultima dosis, un total de 10 ratones mostraron distension abdominal y
prominente carcinomatosis peritoneal, de modo que todos los animales, tanto del grupo
experimental como del grupo control, fueron sacrificados. De aquellos animales que cumplian
los criterios de punto final, el 70% pertenecian al grupo control, mientras que el 30% eran del

grupo tratado con T22-DITOX-H6.

A lo largo de todo el experimento se llevd a cabo un registro de la bioluminiscencia total
emitida en el animal completo. Se observaron diferencias significativas entre el grupo tratado y
el control en los dias 25 y 32 después del inicio de la administracién del tratamiento (p=0,031y
p=0,007, respectivamente). La disminucidon observada en la intensidad de emision de
bioluminiscencia, de aproximadamente a la mitad, fue reflejo de la disminucién de la carga

tumoral en los animales tratados con T22-DITOX-H6 (Figura 48.A. y 48.B.).
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Figura 48. Emisidn de bioluminiscencia registrada in vivo a lo largo del tiempo y ex vivo en los
oérganos relevantes clinicamente, en el modelo ortotdpico derivado de la linea AN3CA
CXCR4". A. Evolucién de la bioluminiscencia emitida por el animal completo a lo largo del
experimento. Las flechas indican los dias de administracién del tratamiento. B. Imagenes
representativas de la bioluminiscencia de un animal completo del grupo control y del grupo
tratado tras recibir 13 dosis, obtenidas a través del software del equipo VIS Spectrum 2000. C.
Emisidn de la bioluminiscenciade los 6rganos, en registro ex vivo tras la necropsia. * p=0,031;
** p=0,007. El analisis estadistico llevado a cabo fue el test de la U de Mann-Whitney.

Una vez sacrificados los ratones, se evalud la sefial de bioluminiscencia ex vivo en diferentes
6rganos afectados por el crecimiento tumoral, incluyendo el Utero (tumor primario), la
carcinomatosis peritoneal, los ganglios linfaticos abdominales, el higado y el pulmdn. Las
diferencias entre el grupo tratado con T22-DITOX-H6 y el control no fueron significativas
estadisticamente, a pesar de observarse una tendencia hacia una menor emision de
bioluminiscencia en el grupo tratado con T22-DITOX-H6, tanto en el tumor primario como en

los drganos afectados por metastasis (Figura 48.C.).

Para determinar las posibles diferencias en la diseminacién metastatica entre ambos grupos,
se utilizdé el marcaje con vimentina humana de las células tumorales. Se empledé como método
independiente, de mayor fiabilidad que la emisién de bioluminiscencia, tras el procesamiento
histopatoldgico de los tejidos afectados, y permitié la cuantificacion del nimero y del area de

los focos de metdstasis, tanto como células Unicas como agrupadas en clusteres.
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a. T22-DITOX-H6 disminuye el desarrollo de las carcinomatosis peritoneales.

Todos los animales, ya fueran los tratados con la nanotoxina o con tampdn, desarrollaron
tumor primario e implantes peritoneales, macroscépicos. Para evaluar si la nanotoxina T22-
DITOX-H6 era capaz de inhibir el desarrollo de la carcinomatosis peritoneal, se registré el

numero y peso de cada foco tras la necropsia.
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Figura 49. Inhibicion de la carcinomatosis peritoneal tras la administracion de T22-DITOX-H6
en el modelo xendgrafo de CE avanzado derivado de la linea AN3CA CXCR4" en la cepa de
ratén NSG. Tras la administracidn intravenosa de 14 dosis repetidas de la nanotoxina (5 pg), o
de tampon (control), se determinaron los siguientes parametros: A. Porcentajes de animales
con desarrollo de tumor primario y carcinomatosis peritoneales (CP) por grupo. El analisis
estadistico empleado fue el test de Fisher (*p=0,041). B. Peso de tumor primario y
carcinomatosis peritoneales. Analisis estadistico mediante el test de la U de Mann-Whitney
(*p=0,036). C. Imagenes representativas del tamafo de las carcinomatosis peritoneales en
cada grupo, por tincién de hematoxilina-eosina (barra: 2 mm).

El grupo tratado con la nanotoxina T22-DITOX-H6 mostrd una reduccion significativa del peso
de las carcinomatosis peritoneales (p=0,036), asi como del nimero de implantes
macroscépicos, ya que ninguno de los animales tratados mostré mas de uno, a diferencia del

44% de los animales control (p=0,041) (Figura 49).
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b. T22-DITOX-H6 previene el desarrollo de metastasis pulmonares y hepaticas

A continuacion, se llevé a cabo la evaluacién de la presencia de focos metastaticos,
identificados por tincion inmunohistoquimica de vimentina, en higado, pulmén y ganglios
linfaticos abdominales. En este andlisis se observd que el 100% de los animales del grupo
control mostraron focos de metastasis en higado y pulmdén, mientras que el 33,3% de los
animales tratados con T22-DITOX-H6 estaban libres de diseminaciéon en estos érganos. La
inhibicidn del desarrollo de metastasis llegd a tener significacidn estadistica en su localizacién

en pulmdn (p=0,041) (Figura 50.A.).

En cuanto a las metastasis linfaticas, la afectacion fue del 66,7% en los ratones control,
mientras que en los ratones tratados con T22-DITOX-H6 este porcentaje se redujo hasta el
22,2%, si bien esta diferencia no alcanzé significacidon estadistica. Por otra parte, el recuento
del numero de focos metastaticos en ganglios linfaticos no se pudo realizar debido a su
presentaciéon concurrente en contacto fisico directo con los implantes peritoneales, mucho
mayores en tamafio. Este hecho no permitié la evaluaciéon suficientemente fiable de la

afectacion linfatica.

Tras analizar el nimero y el drea de los focos de metastasis observados en el higado, que
fueron identificados por su tincién de vimentina, en ambos parametros se observaron
diferencias significativas entre grupos, de modo que T22-DITOX-H6 indujo una potente
inhibicion del desarrollo de metastasis hepaticas en este modelo (Figura 50.C.). De modo
similar, la nanotoxina también indujo un potente bloqueo del desarrollo de metastasis
pulmonares, reduciéndose significativamente el area del pulmén ocupada por células

metastaticas, positivas para vimentina (Figura 50.D.)
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Figura 50. Evaluacion del efecto antimetastatico de la administracion de T22-DITOX-H6 en el
modelo xenégrafo de CE avanzado derivado de la linea AN3CA CXCR4" en la cepa de ratén
NSG. Tras la administracion intravenosa de 14 dosis repetidas de la nanotoxina (5 pg), o de
tampdn (control), se evalud la presencia de metdéstasis en higado, pulmén y ganglios linfaticos
abdominales. A. Porcentajes de animales con metastasis en higado, pulmén y ganglios
abdominales. El analisis estadistico aplicado fue el test de Fisher (* p=0,041). B. Imagenes
representativas de la presencia de células tumorales en higado, pulmén y ganglios
abdominales por tincion inmunohistoquimica de vimentina humana (barra: 100 um). C.
Numero de metastasis (U de Mann-Whitney; ** p<0,005; *** p=0,000) y area de foco en
higado (*p=0,023; *** p=0,001). D. Area de tejido pulmonar ocupado por células tumorales
metastaticas (U de Mann Whitney; * p=0,038).

Con respecto a las metastasis hepaticas, observamos una reduccién del porcentaje de
animales positivos desde el 100% en el grupo control, hasta el 66,7% de los ratones tratados
con T22-DITOX-H6, y una reduccién significativa de 5 veces en numero y de 10 veces en el
tamanfio de los focos metastdaticos en el higado. Por otra parte, se redujo significativamente el
nimero de metastasis hepdticas desarrolladas en el grupo tratado con la nanotoxina, en
comparacion con el grupo control, tanto de aquellas identificadas como células Unicas, como
de aquellas agregadas en clusteres (p=0,000). Ademas, el tamafio de las metdstasis hepaticas
en clusteres, era significativamente menor en el grupo T22-DITOX-H6 respecto al grupo

control.
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Tabla 8. Evaluacion del efecto antimetastatico de T22-DITOX-H6 en el modelo ortotdpico derivado
de la linea AN3CA CXCR4" en la cepa NSG. A. Efecto sobre el desarrollo de tumor, carcinomatosis
peritoneales y metastasis (numero de ratones y porcentaje). B. Efecto sobre el nimero y area de
metdstasis hepaticas y pulmonares.

A
X . Carcinomatosis peritoneal Ganglios i )
Tumor primario X Higado Pulmén
Al menosuna Mas de una abdominales
Control 9/9 (100%) 9/9 (100%) 4/9 (44%)* 6/9 (66,7%) 9/9 (100%) 9/9 (100%) *
T22-DITOX-H6 9/9 (100%) 9/9 (100%) 0* 2/9(22,2%) 6/9 (66,7%) 5/9 (55,5%) *
B
Higado Pulmén
Foci totales Foci Foci
de célula unica de células en clasters Porcentaje de
- - tejido invadido
Numero Area Numero Ndmero Area
Control 673+1,54% 166575+1117,36°  538+127¢ 23640619 342454+2487,88° 834328
T22-DITOX-H6 1,05 0,48 ° 114,89 + 21,50 P 1,03+055¢  0,19+0,079  199,56+11,78¢ 1,06+1,09

Los resultados se reportan como media + SEM por ratén y campo microscépico de medio aumento (200x,
10 campos) en secciones de higado o pulmadn, tras su tincion inmunohistoquimica con vimentina; N=9. *
p=0,041; andlisis estadistico: test de Fisher. * p=0,002; ° p= 0,023; ¢ p= 0,005; ° p= 0,000; ® p= 0,001; " p=
0,038; analisis estadistico: test de la U de Mann-Whitney.
También observamos que el porcentaje de ratones afectados por metdstasis pulmonares se
redujo del 100% al 55,5% tras el tratamiento con T22-DITOX-H6, disminuyendo de forma

significativa el drea del pulmdén ocupada por las células diseminadas, del 8,3% en ratones

tratados con tampdn hasta el 1,1% en los tratados con la nanotoxina T22-DITOX-H6 (p=0,038).

En base a estos resultados se demostrd que la administracion repetida de 5 pug de T22-DITOX-
H6 ejerce un potente y significativo efecto antimetastatico, inhibiendo el desarrollo de las
metastasis hepaticas y pulmonares (Tabla 8), y reduciendo el desarrollo de metastasis

ganglionares, a pesar de no alcanzarse diferencias significativas en esta localizacion.

c. Ausencia de toxicidad de T22-DITOX-H6 en 6rganos no tumorales

Por ultimo, se evalud si las dosis repetidas de T22-DITOX-H6 administradas para evaluar su
actividad antimetastatica en el modelo de CE ortotépico producia toxicidad sobre el tejido
sano. Para ello, se realizaron tinciones de hematoxilina-eosina sobre secciones de los 6rganos
habituales de eliminacidn y acumulacién de farmacos (higado, rifidén, pulmén y bazo). Tras su
analisis histolégico, no se observé ninguna alteracion histopatoldgica en los animales tratados
(Figura 51), que habian recibido un total de 14 dosis de 5 pg de esta nanotoxina, esto es, una

dosis total acumulada de 70 ug.
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Figura 51. Evaluacién de la toxicidad tras la administracion de T22-DITOX-H6 en el modelo

xendgrafo de CE avanzado derivado de la linea AN3CA CXCR4" en la cepa de ratén NSG. Tras

la administracién intravenosa de 14 dosis repetidas de la nanotoxina (5 ug), o de tampon

(control), no se observaron alteraciones histolégicas ni acumulacidon de nanoparticulas en los

6rganos no tumorales (rifidn, higado, pulmén y bazo) (tincién de hematoxilina-eosina; barra:

100 pum).
En conjunto, los resultados obtenidos en el modelo ortotépico de CE CXCR4" indican que el
tratamiento con dosis repetidas de la nanotoxina T22-DITOX-H6 induce un potente efecto
antimetastatico, sin toxicidad sobre tejidos no tumorales. Este tratamiento reduce
significativamente el tamafio de las metdastasis peritoneales, a la vez que disminuye de
manera significativa el nimero y tamafio de los focos metastaticos hepaticos. Ademas, en los
ratones tratados con esta nanotoxina observamos una reduccion significativa en el porcentaje
de ratones afectados por metdstasis pulmonares, a la par que una reduccion del area del
pulmén ocupada por las metastasis. En definitiva, T22-DITOX-H6 inhibié potentemente el
desarrollo de metdstasis peritoneales, hepaticas y pulmonares, en ausencia de toxicidad

sistémica en tejidos sanos, lo que se traduce en un alto indice terapéutico para esta

nanotoxina.
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DISCUSION

Las pacientes con CE en estadios avanzados carecen, a dia de hoy, de una terapia adecuada, lo
qgue redunda en una corta supervivencia. En esta tesis abordamos esta urgente necesidad
clinica mediante el desarrollo de una nueva estrategia terapéutica basada en la nanomedicina

para el tratamiento del CE metastatico con sobreexpresién del receptor de membrana CXCR4.

Primeramente, hemos estudiado el porcentaje de pacientes afectadas con CE que
sobreexpresan CXCR4 con patrén de membrana, para conocer el posible impacto de la
traslacion clinica de esta nueva aproximacion terapéutica. Seguidamente, hemos generado un
nuevo modelo murino de CE avanzado que sobreexpresa este receptor en la membrana de las
células tumorales, y que presenta una elevada diseminacién metastatica. Este modelo in vivo se

ha utilizado para la evaluacién del efecto antimetastatico de la nueva terapia que proponemos.

A continuacidn, evaluamos la citotoxicidad de diferentes nanoparticulas proteicas unidas a
diferentes agentes terapéuticos (farmacos de sintesis quimica o polipéptidos citotdxicos). Estas
nanoparticulas estan dirigidas a células tumorales que sobreexpresan CXCR4, para inducir su
internalizacidn dependiente del receptor, liberando en el interior celular el agente terapéutico y
consiguiendo la eliminaciéon selectiva de las células diana. En modelos animales, las
nanoparticulas biodistribuyen al tejido tumoral y consiguen una actividad antineoplasica sin
toxicidad sistémica asociada, lo que favorece en gran medida la posible traslacion clinica de

este nuevo tratamiento para el CE avanzado.

En este apartado, exponemos la base racional que sustenta las mejoras introducidas para la
terapia que proponemos con nanoparticulas dirigidas a CXCR4, a través de la eleccion del
receptor diana, del uso de nanotecnologia para aumentar la selectividad en la entrega del
agente antitumoral que transporta, y de su singular mecanismo de accion antineoplasica, en
comparacion con las terapias actuales. Esperamos que este nuevo abordaje terapéutico mejore
la baja tasa de respuesta observada con el tratamiento convencional en pacientes con CE, asi

como los escasos avances alcanzados por otros farmacos en desarrollo preclinico o clinico.
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1. PREVALENCIA DE LA EXPRESION DE CXCR4 EN CANCER DE ENDOMETRIO

Para conocer el posible impacto de la traslacion clinica de esta nueva aproximacién terapéutica a
pacientes afectadas con CE, hemos trabajado con una serie de 106 biopsias pertenecientes a 79
pacientes con CE, en tissue microarrays, evaluando la expresion proteica del receptor CXCR4 por
inmunohistoquimica. Mds del 90% de las muestras de tumores fueron positivas para este
receptor y, en su mayoria, presentaban un patrén de expresién membranal, mientras que el
tejido endometrial sano fue negativo. No obstante, no encontramos una correlacion, en esta
cohorte, entre el nivel de expresién de CXCR4 y los pardmetros de evolucién clinica. Por otro
lado, analizamos la posible correlacidon entre la expresién de CXCR4, a nivel de ARNm, en una
cohorte de 529 pacientes de CE, obtenidas de la base de datos de TCGA, con parametros de
clasificacion y estadiaje, y la evolucidon clinica de las pacientes, y tampoco encontramos
asociacion estadistica entre niveles de ARNm de CXCR4 y pardmetros clinicopatolégicos. En base
148,242—

a la determinacién previa de la capacidad prondstica de CXCR4 en otros tipos tumorales

4 esperabamos que su expresidn correlacionara con la evolucién clinica de los pacientes.

El receptor de quimiocinas CXCR4 esta implicado en procesos de proliferacion y migracion
celular, y sobreexpresado en muchos tipos tumorales, por lo que anticipdbamos que CXCR4
podia representar una diana terapéutica en CE, como ya ha sido establecido en mdultiples
neoplasias sélidas y hematoldgicas **>**°. En varias de ellas, CXCR4 es un marcador de CSCs por
su papel crucial en el mantenimiento de esta poblacion celular, encargada de la renovacion

151,152

tumoral y de la diseminacion metastatica . En tumores de endometrio, la sobreexpresion

de CXCR4 tanto a nivel de ARN como de proteina **’ sugiere su implicacién en la carcinogénesis y

la invasién tumoral **” , demostrada in vitro ** e in vivo en modelos subcuténeos **

. Ademas, en
CE se ha identificado la coexpresién de CXCR4 junto con CD133 en células stem-like, con
capacidad de generar tumores subcutaneos, siendo identificado de esta manera como marcador

136
I

de probables CSCs en este tipo tumoral . En este sentido, la ruta de sefalizacion en la que

participa, juntamente con su ligando, CXCL12, ha sido definida como crucial en la progresion del

2
*® y una mayor

CE ™, y a su vez se ha asociado con resistencia a quimio e inmunoterapia
agresividad en carcinomas endometrioides **°. Sin embargo, a pesar de que la bibliografia apoya
la implicacion de CXCR4 en estos procesos de tumorogénesis y progresidon tumoral en CE, en
ninguna de nuestras dos cohortes de pacientes observamos correlacion entre la expresion de

este receptor y las variables de mal prondstico y evolucion clinica.
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El CE es una enfermedad clinicamente muy heterogénea, y los diferentes comportamientos
clinicos estan determinados, en parte, por la expresion hormonal. En concreto, los estrogenos
participan en la regulacion de CXCR4, al inducir la expresiéon de CXCL12. Creemos que tanto la
heterogeneidad clinica del CE como la carga hormonal del Utero afiaden dificultad al estudio del
papel prondstico de CXCR4 en esta neoplasia, evidenciando que su papel en ella sigue siendo
controvertido a dia de hoy. Con respecto al nimero de pacientes de nuestras cohortes,
consideramos que podrian ser insuficientes. En el caso de las muestras de tissue microarrays,
también existe una limitacién en cuanto a la caracterizacion de los subtipos moleculares a los
gue pertenecen las muestras. Estas biopsias fueron recogidas entre 2004 y 2010, y en la mayoria
de ellas no se realizaron andlisis exhaustivos de los marcadores inmunohistoquimicos p53, MSH-
6 y PMS-2, ni de las mutaciones somaticas de POLE, ya que las aproximaciones para la

clasificacién molecular de CE son posteriores °***%>>°,

Con respecto a la falta de asociacidn obtenida entre los cuatro subtipos moleculares cldsicos y la
expresiéon de CXCR4 en la cohorte obtenida de TCGA, nuestras observaciones redundan en la
actual falta de consenso en cuanto al papel de CXCR4 como posible marcador de agresividad en
CE humano. Los estudios previos en los que se discute este papel contaban a su vez con un
numero de muestras limitado (rango entre 41 y 166) y una caracterizacién molecular insuficiente
160 Cabe destacar que el tipo de muestra de la cohorte de TCGA estudiada, con ARNm extraido
del tejido, puede incluir infiltrado inmune, que podria sesgar los niveles registrados de CXCR4, el
cual también se expresa, aunque con menor intensidad, en células del sistema inmune. En este
sentido, en una reciente publicacidon se han identificado cuatro subtipos inmunes de CE con
valor prondstico, a través de la determinacion del fenotipo del infiltrado inmune en el tumor.
Estos subtipos inmunes son independientes de los cuatro subtipos moleculares clasicos >,
motivo por el cual consideramos necesario estudiar la relacion de CXCR4 con cada uno de ellos.
Creemos que es posible que CXCR4 ejerza distintas funciones en CE, segln su subtipo inmune
y/o al subtipo molecular, considerando ambas clasificaciones. En cualquier caso, creemos que la

clasificacidon inmune del CE podria complementar su caracterizacién molecular, afiadiendo aun

mas valor prondstico a la misma.

En este sentido, recientemente se ha propuesto afadir un quinto subtipo a la clasificacidn

molecular, fruto de la falta de caracterizacion molecular lo suficientemente exhaustiva, ya que

252
.D

incluye cualquier combinacion de los marcadores propios de los otros cuatro subtipos e

esta manera, la caracterizacion molecular esta adquiriendo cada vez mayor peso en la elecciéon

252,253

del tratamiento que reciben las pacientes , asi como en el desarrollo de nuevos agentes
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terapéuticos basados en caracteristicas histoldgicas y biomarcadores tumorales. Estos
marcadores pueden ser criterios para la eleccién de la terapia personalizada a aplicar y para ser

usados como predictores de la respuesta al tratamiento »*%>>.

En resumen, consideramos que la demostraciéon de la capacidad prondstica del ligando del
receptor CXCR4, CXCL12, en CE ™ sugiere la necesidad de ampliar el estudio de la posible
relacién entre la expresién de CXCR4 y la progresion de la enfermedad en series mds extensas
de CE. Creemos que es posible que el eslabdén necesario para establecer esta relacion se
encuentre en la nueva clasificacion inmune del CE, la cual tiene en cuenta el infiltrado inmuney,
por tanto, el microambiente tumoral. La caracterizacién de este microambiente en los distintos

26 estd cobrando cada vez mayor importancia, ya que

tumores, incluido el de endometrio
interactua con las células cancerosas, mediante hormonas, citoquinas y quimiocinas que se unen
a los receptores localizados en las membranas celulares (como es el caso de CXCL12 a través de
CXCR4) y en el citosol (en el caso de los receptores hormonales), siendo fundamental en los
procesos de supervivencia y progresion tumoral *’.

Por dltimo, la sobreexpresion con un patrén predominantemente membranal de CXCR4 en CE
valida este receptor como diana para el tratamiento de esta neoplasia, y para la entrega
selectiva de farmacos. Las nanoparticulas dirigidas a CXCR4 que proponemos en esta tesis son
multivalentes en cuanto a los ligandos T22 que exponen en la superficie de las nanoparticulas, y
por ello interactian con multiples receptores, a través de los cuales internalizan. De esta
manera, la sobreexpresién de CXCR4 en el tejido tumoral con respecto al tejido endometrial
normal permite la captacidn selectiva de nuestras nanoparticulas por las células tumorales

diana, sin inferir dafio a drganos sanos, consiguiendo la liberacion del agente terapéutico en el

citosol e induciendo un efecto antineopldsico en CE.
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2. DESARROLLO DE UN NUEVO MODELO DE CE AVANZADO CXCR4' coN
ELEVADA DISEMINACION METASTATICA

Para evaluar el potencial antitumoral y antimetastatico de las nuevas nanoparticulas
terapéuticas dirigidas a células tumorales CXCR4" desarrolladas por nuestro grupo ha sido
necesario generar modelos con sobreexpresion de CXCR4 que imitaran las caracteristicas del CE

en estadios avanzados.

Con este propésito, elegimos la linea celular de CE AN3CA para la generacidn de los modelos de
CE en ratdn. Se trata de una linea derivada de una metdstasis linfatica de una paciente con CE
endometrioide avanzado, para la que se han reportado alteraciones de la via de PI3K/AKT,
elevada inestabilidad de microsatélites, mutaciones en p53 y deleciones en PTEN. También se

| 136,258

ha descrito su resistencia a cisplatino y paclitaxe , replicando una caracteristica altamente

215 Sin embargo, al

relevante de los tumores avanzados y recurrentes, observada en clinica
contrario de lo observado en una amplia mayoria de tumores procedentes de pacientes de CE,
AN3CA no sobreexpresaba in vitro el receptor CXCR4. Es conocido que este receptor tiende a
internalizar cuando se establece como linea celular, al ser cultivado in vitro, de manera que el
porcentaje de células que expresan CXCR4 decrece con pases sucesivos >>**°. Esta observacion
puede estar relacionada con los altos niveles de oxigeno presentes en el ambiente en el que se
cultivan, y con la diferencia en disponibilidad de nutrientes del medio de cultivo, asi como los
estimulos quimicos a los que estan expuestas, o su ausencia, en comparacién con el

microambiente tumoral in vivo *>*®*

. La transduccion lentiviral que realizamos indujo la
sobreexpresion de CXCR4 de manera constitutiva en las células, presentando niveles similares a
lo que observamos en las inmunohistoquimicas de las biopsias de pacientes. Por otra parte, el
plasmido introducido contenia luciferasa, lo que ha permitido el seguimiento del crecimiento

tumoral y de la diseminacién metastatica in vivo.

Una vez generado el clon AN3CA CXCR4", fue utilizado para desarrollar, en primer lugar, un
modelo subcutaneo estable para la expresién de CXCR4, consiguiendo una alta tasa de injerto
tumoral y un perfil altamente proliferativo y mesenquimal. Este modelo permitié evaluar la
biodistribucion del nanotransportador T22-GFP-H6 y determinar el posible efecto antitumoral
de las nanoparticulas terapéuticas derivadas, asi como la toxicidad asociada a la administracion
de ambos. En la actualidad, a pesar de ser escasamente predictores de eficacia clinica, los
modelos subcutdneos son los mds empleados para el desarrollo regulatorio de farmacos. Sin

embargo, en estos modelos no es posible evaluar el efecto de los farmacos sobre la
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diseminacion metastdtica, un elemento esencial para el desarrollo riguroso de nuevas

estrategias terapéuticas dirigidas al tratamiento de neoplasias en estadios avanzados 2.

En base a esta limitacion, generamos también un modelo ortotépico de CE que obtuvo una
diseminacion metastatica en el 100% de los animales implantados, afectando los érganos
habituales de metdstasis observados en pacientes con CE en estadios avanzados. Para su
desarrollo, empleamos ratones de la cepa inmunodeprimida NSG y una nueva estrategia para la
implantacion celular, que consistié en la ligadura de la base del cuerno uterino, y la posterior
inoculacidon transmiometrial de las células de CE. Una vez inyectadas, y confinadas en el lumen,
las células tumorales adquieren capacidad de invasion del endometrio y miometrio, llegando
hasta la capa serosa del Utero, mostrando una histologia de tumor sélido indiferenciado de alto
grado y elevada agresividad, con pérdida de la arquitectura tisular del Gtero, replicando asi la

progresion de la enfermedad en las pacientes.

A tiempo final, el 100% de los animales habian desarrollado focos metastaticos en todas las
localizaciones habituales de CE avanzado o recurrente, incluyendo ovarios, ganglios linfaticos,
peritoneo, higado y pulmdn, siendo un modelo representativo del CE en su estadio mas
avanzado. La expresién en membrana de CXCR4, de alta intensidad, se mantuvo in vivo en las
células tumorales, con un patrén muy similar al identificado en las muestras de pacientes, y se

asocié con un aumento del numero y area de los foci en las metastasis de higado y pulman.

Los modelos xendgrafos en ratdn descritos hasta ahora presentan limitaciones importantes que

implican la necesidad de desarrollar modelos mas representativos de la progresidon de los

215

tumores humanos a estadios avanzados “~. En este sentido, la mayoria de los modelos descritos

como metastaticos no remedan lo suficiente las caracteristicas clinicopatolégicas de los tumores
mas agresivos debido a baja tasa de diseminacién o incluso carencia de desarrollo de

metastasis distales (menor al 50% de los animales inoculados) *#*2%°

, 0 ala presencia de una alta
variabilidad interindividual. Estas observaciones limitan su uso en la evaluacién de la actividad
antimetastatica de nuevas terapias, que se ve dificultado por la elevada dispersion en los
parametros analizados (como el nimero o tamafio de metastasis), que reduce su poder
estadistico, una caracteristica necesaria para poder determinar si existen o no diferencias entre
los grupos experimentales tratados y los controles. En algunos casos, a pesar de llegar a

desarrollar metastasis, solo se consigue la implantacidn del tumor primario en un porcentaje

reducido de los ratones *’°, o bien son modelos heterotépicos, donde el punto de implantacién

263,271 265,272

de las células tumorales no es el interior del utero, sino su exterior , el peritoneo )

273

bajo la capsula renal *** o, incluso, directamente los érganos de metastasis distales *”°. Estos
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ultimos modelos pierden valor al no imitar el microambiente tumoral original ni mimetizar las

vias moleculares o celulares de diseminacién metastatica.

Por ultimo, si bien es cierto que para poder estudiar la posible inmunogenicidad de las
aproximaciones terapéuticas basadas en proteinas se requiere su evaluacién en animales
inmunocompetentes (ya sean modelos transgénicos, los obtenidos por induccién quimica o los

) 2, estos modelos estan limitados en cuanto al desarrollo de metéstasis distales,

humanizados
ya que la activacidon de las células del sistema inmune previene su desarrollo. Por tanto, es
necesario, a dia de hoy, elegir un modelo apropiado para cada tipo de estudio. Para el conocer la
actividad antimetastatica de nuevas terapias es necesario utilizar cepas de animales
inmunodeprimidos, mientras que para el estudio de su efecto antitumoral y la inmunogenicidad

de los fdrmacos seria apropiado utilizar modelos inmunocompetentes.

En base a lo descrito, el modelo desarrollado en esta tesis mejora todos los disponibles
actualmente en cuanto a su tasa de implantacion y metdstasis y su homogeneidad y
reproducibilidad. Es un modelo facil de generar y monitorizable mediante bioluminiscencia;
siendo representativo del CE avanzado y capaz de replicar las distintas fases de desarrollo de la
enfermedad que conducen al establecimiento de metastasis. Por otro lado, este modelo imita
con mayor exactitud las caracteristicas clinicopatoldgicas de la enfermedad, como son la
sobreexpresion del receptor CXCR4, presente en la mayoria de las pacientes, y su elevada tasa
de implantacion y diseminacion metastdtica a tiempo final, siendo del 100% en todas las
localizaciones habituales de metdastasis. Su uso asegura, por tanto, tener gran poder estadistico
en relacién al estudio de la actividad antimetastatica de nuevos tratamientos, que constituye el

principal objetivo de este trabajo.

Este nuevo modelo puede ser utilizado también para el estudio de los factores implicados en la
invasion miometrial o linfovascular, o la eficacia de otros nuevos tratamientos antineoplasicos.
En el caso de terapias dirigidas a CXCR4, como la de esta tesis, la expresion de este receptor en
los modelos in vivo puede otorgar capacidad predictiva de respuesta a farmacos, si se determina

gue Unicamente responden aquellos tumores que sobreexpresan este receptor.
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3. DEMOSTRACION DE LA SELECTIVIDAD DEL NANOTRANSPORTADOR
PROTEICO DIRIGIDO A CELULAS DE CE CXCR4" IN VITRO E IN VIVO

Para obtener un agente terapéutico capaz de competir con los farmacos actualmente en
desarrollo clinico, optamos por desarrollar nanoparticulas proteicas terapéuticas, derivadas del
nanotransportador T22-GFP-H6. Al igual que demostramos anteriormente en lineas celulares y
en modelos animales de cancer colorrectal y de neoplasias hematoldgicas (leucemia mieloide

196197205 "en CE observamos que T22-GFP-H6 tiene la

aguda o linfoma difuso de células grande)
capacidad de internalizar de manera dependiente de CXCR4 y no presenta citotoxicidad in vitro
en las lineas celulares AN3CA CXCR4" y HEC1A CXCR4". La internalizacién més efectiva se observé
en la linea AN3CA, probablemente debido a su expresién en membrana mas intensa de CXCR4,

gue explica el menor efecto citotdxico de las nanoparticulas terapéuticas sobre la linea HEC1A.

Por otra parte, el desarrollo de un modelo subcutaneo de CE, derivado de la linea celular
AN3CA, con elevada sobreexpresion del receptor CXCR4 en la membrana de las células
tumorales, permitid el estudio de la biodistribucién de este nanotransportador en tejido
tumoral, demostrando una acumulacién en tumor de mas del 60% de la dosis de nanoparticula
administrada por via intravenosa, y en ausencia de acumulacion en tejidos no tumorales y de
toxicidad asociada. Estos resultados indicaron que los farmacos o dominios terapéuticos
incorporados a este nanotransportador serian captados de igual manera por el tejido tumoral,
cumpliéndose el requisito esencial de la entrega selectiva de farmacos en el tumor, que se

persigue en este trabajo.
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4. ELECCION DE LAS NANOTOXINAS BACTERIANAS DIRIGIDAS A CELULAS
TUMORALES CXCR4" cOMO TRATAMIENTO PARA CE AVANZADO

Una vez validada la selectividad de la internalizacion de T22-GFP-H6 en células de CE CXCR4" en
cultivo y en un modelo tumoral de CE, fue necesario identificar, de entre las nanoparticulas
terapéuticas disponibles, aquellas que mostraran mayor potencia antitumoral a menores
concentraciones, mediante un cribaje de todas ellas. En este sentido, se establecieron como
requisitos esenciales para su seleccidn que tanto su internalizacién como la inducciéon de muerte
celular fueran estrictamente dependientes del receptor CXCR4, ya que solo asi nuestra nueva

aproximacién terapéutica podria mejorar de manera significativa el tratamiento actual del CE.

Las mejor posicionadas segun estos criterios serian las candidatas seleccionadas para evaluar su
efecto antitumoral en el modelo subcutdneo CE CXCR4', y su efecto antimetastético en el
modelo ortotépico de CE avanzado, ambos generados en este trabajo a partir de la linea AN3CA

transducida para la sobreexpresion de CXCR4.

Cribado de nanoconjugados y nanoparticulas polipeptidicas in vitro y selecciéon
de las candidatas a evaluar in vivo

Las nuevas nanomedicinas evaluadas incluian los nanoconjugados T22-GFP-H6-AUR y T22-GFP-
H6-FdU, las nanoparticulas polipeptidicas proapoptdticas, antimicrobianas, derivadas de
venenos animales y aquellas que incorporan toxinas bacterianas como T22-DITOX-H6 y T22-

PE24-H6, descritas en el apartado 6.3. de la Introduccion.

La idoneidad para su eleccion incluia la necesidad de alcanzar un efecto antitumoral potente in
vitro, en el rango nanomolar bajo, y su estricta dependencia del receptor CXCR4 para su
actividad antitumoral. De este modo, después de ser evaluadas, las nanoparticulas
polipeptidicas proapoptdticas, antimicrobianas y las derivadas de venenos animales fueron
descartadas, ya que ninguna de ellas logré disminuir la viabilidad de las células CXCR4", incluso a

altas concentraciones.

Por su parte, los nanoconjugados T22-GFP-H6-AUR y T22-GFP-H6:-FdU, internalizaban de
manera dependiente de CXCR4 en las lineas celulares de CE, AN3CA y HEC1A, pero no
mantuvieron la dependencia del receptor en cuanto a su capacidad citotdxica; es decir, la
exposicién previa de las células al antagonista de CXCR4 AMD3100 no revertia su efecto. Esta
observacién las descartd como candidatas idéneas para pasar a fases de experimentacidn

animal.
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Ademads, ninguna de las lineas evaluadas fue lo suficientemente sensible a ninguno de estos dos
nanoconjugados, ya que mantenian la viabilidad en alrededor del 40% a partir de su exposicion

a altas concentraciones, coincidiendo con resultados previamente publicados por otros grupos.

Otros autores han reportado resultados similares tras la evaluacién in vitro del potencial
terapéutico en CE de ADC conjugados con auristatina y dirigidos al receptor RAGE (Receptor for
Advanced Glycation End products). Aunque demostraron efecto citotdxico en la linea HEC1A,
éstos no fueron completos en cuanto a reduccién de viabilidad celular, de modo que a las 96
horas de la exposicidn se mantuvo viable una poblacién de aproximadamente el 30%, incluso a

2% por otro lado,

concentraciones de 100 uM, 50 veces superiores a las empleadas en esta tesis
otro grupo ha descrito que el 40% de la poblacién de la linea AN3CA mantiene su viabilidad tras
su exposicion a paclitaxel, que, de forma similar a la auristatina, actla inhibiendo la
polimerizacién de los microtubulos *”°. En cuanto a la floxuridina, si bien es cierto que el 5-
fluorouracilo, emparentado quimicamente con la floxuridina, se ha empleado como terapia de
tercera linea en CE, en monoterapia o en combinacién con otros agentes, apenas se utiliza en la

actualidad *’®, por lo que se podria inferir que el CE es menos sensible a 5-fluorouracilo que a la

combinacion habitual carboplatino/paclitaxel.

Por ultimo, en contraposicidn a la falta de sensibilidad de las lineas de CE a los nanoconjugados y
a las demas nanoparticulas polipeptidicas terapéuticas evaluadas, las nanoparticulas derivadas
de toxinas bacterianas, las nanotoxinas T22-DITOX-H6 y T22-PE24-H6, si que indujeron un
potente efecto (en el rango nanomolar bajo, ICs, de 1,6 y 2,5 nM, respectivamente) sobre la
viabilidad de las células CXCR4" derivadas de la linea AN3CA. Adem3s, este efecto fue revertido
hasta alcanzar el 100% de viabilidad celular, cuando se realizd6 una incubacion previa a la
exposiciéon a las nanotoxina con el antagonista AMD3100. Por todos estos motivos, se eligieron
las nanotoxinas, de entre todas las candidatas evaluadas, para su posterior estudio de actividad

antineoplasica en modelos animales de CE derivados de la linea AN3CA CXCR4".

Demostracion del efecto antitumoral e identificacion del mecanismo de accion
citotdxica de las nanotoxinas seleccionadas, T22-DITOX-H6 y T22-PE24-H6

La caracterizacidn funcional de las dos nanotoxinas seleccionadas incluyé la determinacidon de su
potencia antitumoral, su dependencia de CXCR4, y la identificacién del tipo de muerte celular
inducida in vitro en la linea celular AN3CA CXCR4". La posible capacidad de ambas nanotoxinas
para inducir apoptosis se evalué mediante ensayos de anexina V para conocer la pérdida de

simetria de la membrana celular, por tincidn de pellets celulares con DAPI para evaluar la
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condensacidén de nucleos, fragmentacion del ADN y formacion de cuerpos apoptoticos, y por la
determinacién de la expresidn de los marcadores de apoptosis caspasa-3 activada y de PARP

proteolizada por tincién inmunocitoquimica en pellets celulares.

Por otra parte, se caracterizd su actividad antitumoral y mecanismo de accidn in vivo. De este
modo, la administracién intravenosa de dosis repetidas para cada una de la nanotoxinas
demostré un gran efecto antineoplasico a través de la disminucién de la tasa de crecimiento
tumoral en el modelo de ratén subcutdneo derivado de la linea AN3CA CXCR4". Posteriormente,
en este modelo, se confirmd la activacion de la apoptosis en el tejido tumoral, mediante la
determinacién de la expresidon de los marcadores caspasa-3 activa y PARP proteolizada. Como
consecuencia de su actividad antitumoral a dosis repetidas, tanto T22-DITOX-H6 como T22-
PE24-H6 aumentaron de forma significativa la supervivencia de los ratones, respecto a los
animales tratados con tampdn, y en ausencia de acumulacion en tejidos normales y toxicidad

asociada en ratones, lo que establecié un gran margen terapéutico para ambas nanotoxinas.

Para el estudio de actividad antimetastatica, se eligié el tratamiento con T22-DITOX-H6, ya que
demostré alcanzar una mayor reduccion en la tasa de crecimiento tumoral y mayor
prolongacion del tiempo de supervivencia de los ratones, en comparacidon con T22-PE24-H6, que

también mostré un potente efecto antitumoral pero ligeramente menor.

Efecto antimetastatico de la nanotoxina T22-DITOX-H6 en un modelo ortotopico
de CE avanzado CXCR4"

Con objeto de desarrollar una opcion terapéutica capaz de competir con los tratamientos
actuales o de aquellos que se encuentran en desarrollo clinico para el CE en estadio avanzado,
era necesario que la nanotoxina T22-DITOX-H6, seleccionada por su mayor actividad
antitumoral, demostrara una elevada potencia también en cuanto a su capacidad de inhibicién
de la diseminacién metastatica en un modelo ortotdpico de CE avanzado. Para ello, se evalud la
actividad antimetastatica de esta nanotoxina administrada a dosis repetidas en el modelo de CE

avanzado AN3CA CXCR4" generado en la cepa inmunodeprimida NSG.

La nanotoxina demostrd, en este modelo, un potente efecto sobre el crecimiento del tumor
primario y una reduccion significativa del 50% en el tamafio de las metdastasis peritoneales. Por
otra parte, el porcentaje de ratones afectados por metastasis en ganglios linfaticos se redujo del
66,7% al 22,2% tras el tratamiento, a pesar de no llegar a ser significativo. No obstante, no fue
posible determinar su efecto sobre el tamafo de las metdstasis linfaticas, ya que coexistian en

contacto fisico directo con las metastasis peritoneales, de mucho mayor tamafio. Ademas,
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observamos una reduccién del porcentaje de los animales con presencia de metdstasis en
higado, desde el 100% al 66,7% de los ratones tratados con T22-DITOX-H6, y una reduccidn
significativa de 5 veces en nimero y de 10 veces en el tamafo de los focos metastaticos
hepaticos. También el porcentaje de ratones afectados por metastasis en pulmoén se redujo del
100% al 55,5% tras tratamiento con T22-DITOX-H6, reduciendo a su vez significativamente el
area del pulmdn ocupada por las metastasis, que bajé desde el 8,3% en ratones tratados con

tampdn hasta el 1,1% en los tratados con la nanotoxina.

En definitiva, T22-DITOX-H6 inhibié potentemente el desarrollo de implantes peritoneales,
reduciendo su numero y tamafio. A su vez, la nanotoxina disminuyd significativamente el
numero y el tamafio de los focos metastaticos hepaticos. Por otra parte, redujo también, y de
modo significativo, el porcentaje de ratones afectados por metastasis pulmonares y el area de
tejido ocupado por ellas. Esta considerable actividad antineoplasica sobre diferentes
localizaciones con relevancia clinica se consiguié en ausencia de toxicidad sistémica, lo que
confiere a esta nanotoxina un elevado indice terapéutico en el tratamiento de CE avanzado. En
consonancia con los resultados de actividad citotdxica selectiva sobre células de CE CXCR4"
obtenidos in vitro y con la actividad antitumoral demostrada en el modelo subcutdneo,
determinando un aumento de la supervivencia de los ratones, es altamente probable que la
inhibicién del desarrollo de metdstasis ocurra a través de la eliminacién de células CXCR4*, con

capacidad migratoria o proliferativa en los érganos colonizados, posiblemente CSCs, como se ha

demostrado para las células tumorales CXCR4" en otros tipos tumorales 2”7,

Para concluir, este nuevo abordaje terapéutico para el CE avanzado, basado en una
nanoparticula proteica que incorpora la exotoxina de C. diphtheriae, consigue una actividad
antineoplasica de gran potencia, tanto a nivel del tumor primario (actividad antitumoral) como
de las metastasis (actividad antimetastatica) en todas las localizaciones estudiadas. Ademas, la
ausencia de toxicidad sistémica asociada en los distintos modelos xendgrafos utilizados puede

facilitar, en gran medida, su posible traslacion clinica.

Esperamos que este nuevo abordaje terapéutico mejore la baja tasa de respuesta del CE
avanzado obtenida tanto por el tratamiento convencional como por los nuevos farmacos en
desarrollo preclinico y clinico, a la par que disminuya los efectos secundarios asociados a estas

terapias.
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5. COMPARACION DE LA TERAPIA DIRIGIDA A CELULAS TUMORALES CXCR4"
MEDIANTE LA NANOTOXINA T22-DITOX-H6, CON LOS FARMACOS EN
DESARROLLO CLiNICO PARA EL TRATAMIENTO DE CE AVANZADO

A continuacion, desglosamos las razones por las que consideramos que nuestro abordaje
terapéutico, concretado en este trabajo en la nanotoxina T22-DITOX-H6, supone una alternativa
relevante respecto a las terapias utilizadas en clinica, o aquellas en desarrollo en ensayos
clinicos. Nuestra aproximacién no solo mejora la entrega del farmaco mediante un
direccionamiento activo a las células neoplédsicas CXCR4", que la hace altamente selectiva, sino
gue también es novedosa en cuanto a su naturaleza proteica, su biocompatibilidad, su elevada
recirculacion en el torrente sanguineo y su singular mecanismo de inducciéon de muerte en las

células diana.

T22-DITOX-H6 incrementa el margen terapéutico respecto a la terapia clasica o
en desarrollo

La nanoparticula T22-DITOX-H6, cuya actividad antitumoral y antimetastatica ha sido evaluada
durante el desarrollo de esta tesis, puede suponer un salto cualitativo importante en la mejora
de la supervivencia y la calidad de vida de las pacientes con CE en estadios avanzados. Dado su
mal prondstico, el enfoque del tratamiento de las pacientes con CE que presentan diseminacion
distal (ya sea en el momento del diagndstico, tras la progresion o en la recurrencia) es, a dia de
hoy, mas paliativo que curativo. Como se ha descrito con mayor detalle en el apartado 4.2. de la
Introduccion, el régimen de quimioterapia habitual, que combina carboplatino y paclitaxel,

conlleva una elevada toxicidad asociada *’®

. En el caso de la terapia hormonal, a la que solo son
candidatas las pacientes positivas en receptores de estrégenos, tiene una toxicidad menor,
aunque el porcentaje de mujeres que responden es muy bajo, lo que indica que la expresién de

107.112 " cyando

receptores hormonales no es un marcador predictivo del efecto del tratamiento
las pacientes son positivas para HER2, se recomienda el tratamiento con trastuzumab, aunque
este receptor se encuentra presente en menos del 6% de las pacientes con CE de alto riesgo *’°.
Con respecto a los tratamientos de segunda y tercera linea, y los que estdn siendo evaluados en
ensayos clinicos, como son los inhibidores del checkpoint inmunolégico, inhibidores de
angiogénesis e inhibidores de mTOR, tienen una tasa de respuesta baja, de entre el 30-50%, y

100,116,117,119,280
. Por estas

hasta el 70% de las pacientes sufren efectos adversos severos o letales
observaciones previas y en base a los resultados obtenidos in vivo en este trabajo, creemos que
T22-DITOX-H6 podria por un lado aumentar la tasa de respuesta en pacientes con tumor CXCR4"

(que en CE son la mayoria), asi como reducir la toxicidad severa asociada a la terapia actual.
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Ventajas de la natotoxina T22-DITOX-H6 en relacidon a otros abordajes basados
en nanoparticulas

Tan solo existen aproximadamente una veintena de nanoparticulas que han sido evaluadas
como tratamiento del CE en la ultima década. No obstante, son pocas las que han pasado a
ensayos clinicos y ninguna ha superado la fase Il. Por otro lado, hasta donde sabemos, todas
ellas son de naturaleza lipidica (doxorrubicina liposomal pegilada) *® o polimérica (BIND-014,
CALAA-01) %% o incorporan y entregan farmacos convencionales, aunque carecen de un
direccionamiento activo. Al igual que éstas, las nanotoxinas que hemos disefiado también se
benefician de las ventajas farmacocinéticas que implica el tamafo nanométrico que presentan
gracias a su estructura autoensamblable, incluida T22-DITOX-H6. Pero, ademas, a diferencia de
las lipidicas o poliméricas y debido a su naturaleza proteica, nuestras nanotoxinas evitan la
formacidon de la corona proteica que se genera en torno a las nanoparticulas una vez
administradas en sangre. Esto permite el mantenimiento de su direccionamiento activo in vivo a
las células tumorales que sobreexpresan CXCR4, con lo cual se consigue que un elevado
porcentaje de la dosis administrada (alrededor del 60%) se acumule en el tumor, como hemos

demostrado con el nanotransportador T22-GFP-H6 en el modelo subcutdneo de CE.

Ventajas derivadas de la naturaleza proteica de la nanoparticula T22-DITOX-H6 y de
su diseiio molecular

El tamafio de las nanoparticulas, asi como su naturaleza (inorganica, polimérica, lipidica,
proteica...) y su disefio por ingenieria genética, determinan su farmacocinética, biodistribucion
y captacion por el tumor. Aquellas que tienen un tamafio menor de 6-8 nm, son excretadas por
rifidn, mientras que si son mayores de 150-200 nm son susceptibles de ser eliminadas por los
macréfagos del sistema reticulo-endotelial, especialmente en el higado. En nuestro caso, la
nanoparticula T22-DITOX-H6 tiene un tamafio de 38-90 nm *'°, lo cual impide tanto su entrada
en el parénquima hepatico, evitando su metabolismo y eliminacién por macréfagos, como su
filtracidn en los glomérulos renales, lo que les permite recircular en el torrente sanguineo
durante mas tiempo que aquellas de menor tamafio o que los farmacos clasicos **°. Al
contrario que los agentes terapéuticos de bajo peso molecular, que generan toxicidad en
tejidos no tumorales, nuestras nanoparticulas no se distribuyen en el organismo por difusién

. 284,194
pasiva ",

La nanotoxina T22-DITOX-H6, como el resto de nanoparticulas derivadas del
nanotransportador T22-GFP-H6, esta formada exclusivamente por mondmeros proteicos

autoensamblables que forman nanoparticulas oligoméricas altamente estables gracias a los

162



DiscusIiON

dominios catidnicos T22 y H6. Esta estabilidad estructural se mantiene en suero humano, que
no degrada la nanoparticula y evita su agregaciéon. Ademads, el hecho de que sean de
naturaleza proteica evita la formacién de la corona proteica que se genera en la sangre en
torno a las nanoparticulas inorgdnicas o compuestas por lipidos o polimeros, reconocidos

194197 "|a corona proteica cambia la conformacién de la superficie

como materiales exégenos
de las nanoparticulas, alterando su tamafio, morfologia y su capacidad de direccionamiento a
células diana y con ello el comportamiento en medio fisioldgico. Esta caracteristica facilita su
reconocimiento por macréfagos en los érganos de eliminacién y se reduce su captaciéon por el
tejido tumoral *®.

Por otro lado, las nanoparticulas proteicas son biocompatibles, y econémicas por la facilidad
de su produccidn y escalado. Actualmente, el Abraxane, una nanoparticula que consiste en la
union de paclitaxel a albumina por co-acervacidn, es la Unica nanomedicina proteica aprobada
por la FDA Unicamente para su uso en cancer de pancreas **°, no habiéndose evaluado en CE.
No obstante, se trata de una nanoparticula no direccionada a células tumorales diana, que
libera el paclitaxel en el espacio extracelular del tumor, aumentando su concentracién a nivel
local. En cambio, nuestras nanoparticulas son capaces de internalizar selectivamente en las
células tumorales diana, imitando las estructuras viricas, en cuanto a su capacidad de
autoensamblaje y de penetracion en el interior celular mediante las interacciones entre los

motivos peptidicos de sus cdpsidas y los receptores diana de la superficie de las células que

infectan.

En este sentido, el disefio de nuestras nanoparticulas proteicas, basado en ingenieria genética,
es muy versatil, posibilitando la adicidn a su estructura de dominios con diferentes funciones,
que pueden jugar un papel también en su autoensamblaje a partir de los monémeros proteicos
expresados en bacterias, como es el caso del dominio T22, un péptido catidnico, y la cola de
polihistidinas, mediante su coordinacién con cationes divalentes. Ademas, la cola de histidinas
tiene también un papel fundamental en el escape endosomal gracias al efecto “esponja de
protones” que ejerce. En conjunto, la carga positiva de la nanoparticula permite que también
escape con mayor facilidad de la degradacién lisosomal que las nanoparticulas anidnicas o
neutras, permitiendo que el cargo terapéutico ejerza su accidén citotdxica en el citoplasma

1!
celular **

. Por dltimo, la posibilidad de incluir dominios citotéxicos a la estructura de las
nanoparticulas, asi como su conjugacion a agentes quimicos, supone un elemento altamente

innovador y de gran impacto en terapia antineopldsica **'.
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Ventajas derivadas del direccionamiento activo de T22-DITOX-H6

Como se ha comentado, otra de las propiedades clave de nuestras nanoparticulas es su
direccionamiento activo a las células tumorales CXCR4" gracias a los multiples ligandos T22
expuestos en su superficie. La unién de CXCR4 y T22 induce la endocitosis del complejo
receptor-nanoparticula. CXCR4 seria reciclado a la membrana celular o degradado en el
lisosoma %*’, mientras que la nanoparticula escapa de la degradacién endo y lisosomal, gracias

194

a la cola de polihistidinas (H6) " y al dominio de escape endosomal especifico de la exotoxina

208,210

de la difteria , permitiendo que ejerza su accidn citotdxica en el citoplasma ™.

Se ha descrito extensamente que la mayoria de las nanoparticulas aprobadas o en ensayos
clinicos funcionan mediante direccionamiento pasivo ****°!, que consiste en el
aprovechamiento de las diferencias anatémicas y las anormalidades fisiopatoldgicas que
existen en la vascularizacién tumoral en comparacién con el tejido normal, lo que se conoce
como efecto de aumento de permeabilidad y retencién (enhanced permeability and retention,
EPR) en el tejido tumoral. La mayor permeabilidad se debe a una separacion intercelular
endotelial mayor que en los capilares del tejido normal, y la mayor retencién del agente
terapéutico en el tumor, a la presidn generada por la falta de drenaje linfatico *”°. Sin embargo,
se ha demostrado que la mayor parte de las nanoparticulas administradas se acumulan en el
bazo y el higado, donde son eliminadas por los macrdéfagos, por lo que el efecto EPR no es
suficiente para aumentar su captacidon en tumor **. Es posible que este sea el caso de la
doxorrubicina liposomal pegilada, la Unica nanoparticula considerada para el tratamiento del

CE en estadios avanzados que ha llegado a ensayos clinicos de fase Il; no obstante, tiene una

baja tasa de respuesta (9,5%) y una tasa de efectos adversos graves del 22% .

Recientemente, se ha estudiado el efecto EPR en tumores en humanos, observando con cierta
sorpresa que este efecto puede ser mucho menor que el que ocurre en modelos murinos, lo
que ha llevado a cuestionarse si este es el mecanismo principal de extravasacion de las

% Otra publicacion reciente ha demostrado la

nanoparticulas en tumores sélidos humanos
existencia de la transcitosis endotelial de las nanoparticulas, ya sean direccionadas o no, las
cuales utilizan un transporte activo a través de las células endoteliales que componen los vasos
sanguineos hasta el espacio intersticial tumoral, utilizando un receptor especifico de dichas

294,295

células, o mediante su absorcidn en el caso de nanoparticulas catidnicas , aunque todavia

se desconocen los mecanismos moleculares subyacentes a este tipo de transporte activo.
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En el caso de nuestras nanoparticulas, sus propiedades fisicas y moleculares en su conjunto, y
especialmente su direccionamiento activo gracias al ligando T22, mejoran su farmacocinética,
manteniéndose en circulacidon durante mas tiempo sin degradarse y eliminarse, y aumentando

196197 De acuerdo con la gran eficiencia de internalizacién

su captaciéon por el tejido diana
observada in vitro, el porcentaje de acumulacién de T22-GFP-H6 en el tejido tumoral del
modelo subcutdneo de CE CXCR4" fue de mas del 60% de la dosis administrada, mientras que
el porcentaje que se acumula en tumor de las nanoparticulas sin direccionamiento activo es del
1-5% *°®. Gracias a esta estrategia, mejoramos la biodistribucién de los agentes terapéuticos,
aumentando su eficiencia de acumulacion en células tumorales diana, reduciendo asi la

toxicidad inespecifica, independientemente del proceso de extravasacion empleado por las

nanoparticulas.

Ademas, T22-DITOX-H6, del mismo modo que el nanotransportador T22-GFP-H6, penetra en el
interior de la célula tumoral mediante transporte activo exclusivamente a través de su
receptor diana, CXCR4, como hemos demostrado in vitro comparando su citotoxicidad en
células de CE CXCR4" con la de células CXCR4', y mediante el bloqueo del receptor con su
antagonista AMD3100 en células CXCR4". La elevada selectividad del nanotransportador se
confirmd in vivo estudiando la histologia de los érganos no tumorales, en el modelo de CE
subcutdneo CXCR4', a las 48 horas de la administracion, especialmente en los que se habia
registrado mayor emisién de fluorescencia (higado vy rifidn). En ellos, no se observé toxicidad
ni acumulacién de la nanoparticula, al igual que cuando se utilizé la nanotoxina T22-DITOX-H6.
Esto sugiere que la fluorescencia detectada en esos érganos, en el caso de T22-GFP-H6, se
deba al transito de la nanoparticula por los sinusoides fenestrados hepaticos y los capilares de
los glomérulos renales, durante un breve periodo de tiempo, antes de volver a la circulacion
sistémica sin haber llegado a alcanzar el parénquima tisular. Estos resultados estarian de
acuerdo con lo descrito por nuestro grupo en un modelo animal de linfoma, en el que se
demostré que la nanoparticula se metaboliza principalmente en el tejido tumoral,
proteolizdndose alli y generando pequefios fragmentos peptidicos, que no se observaron en

. 1
tejidos no tumorales **’.

A pesar de que actualmente existen multiples ensayos clinicos con nanoparticulas que tienen
un direccionamiento activo, para el tratamiento de diferentes tipos de cancer, ninguna ha
llegado al mercado. Para CE avanzado, la Unica nanoparticula con direccionamiento activo que
se evalud en ensayos clinicos fue BIND-014, una nanoparticula polimérica, dirigida al antigeno

281

prostatico especifico de membrana que encapsula docetaxel, que no llegé a fase Il “°". También
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se propuso el tratamiento de CE metastatico con CALAA-01, una nanoparticula polimérica
cargada con ARNi dirigida al receptor de transferrina, aunque, hasta donde sabemos, no se
reclutaron pacientes de este tipo tumoral y, en cualquier caso, tampoco superd la fase | en
ensayos clinicos 2®2. Ambas son nanoparticulas poliméricas, por lo que creemos que es posible
que la falta de traslacion clinica, en el caso de BIND-014, se deba en parte a la pérdida de
direccionamiento por su recubrimiento en sangre por la corona proteica que se ha descrito

previamente.

Otros grupos han desarrollado distintas estrategias de direccionamiento de farmacos, siendo
los ADC los que estan teniendo mayor impacto clinico, aunque su porcentaje de captacién por

76 Mientras que los ADC

el tejido tumoral es del 0,01% de la dosis total administrada
presentan solo dos ligandos de unidn al receptor diana, nuestras nanoparticulas se
autoensamblan a partir de multiples monédmeros, por lo que son multivalentes: en el caso de
T22-GFP-H6 el autoensamblaje es de once mondmeros, mostrando, por tanto, once ligandos
por cada nanoparticula. Esta capacidad de unidn a multiples dianas les confiere
superselectividad y, en consecuencia, un aumento exponencial de su internalizacidon en las
células diana *®. Esta es probablemente la razén para la mayor eficiencia de acumulacién en
tumor de nuestras nanoparticulas, en comparacién con los ADCs, logrando una captacion de
mas del 60% de la dosis administrada en tumor. A dia de hoy, solo existen tres ADCs que han
sido evaluados en ensayos clinicos como tratamiento del CE metastatico. En primer lugar,
tisotumab vedotin, conjugado con auristatina y dirigido al factor tisular (TF), sobreexpresado
en células tumorales, que se evalud en 33 pacientes con diferentes tipos de cancer en estadios

27 por otro lado, existen dos ADCs

avanzado, aunque solo dos de ellos eran mujeres con CE
dirigidos a HER2, SYD985 y trastuzumab deruxtecan, para los que actualmente se estan
reclutando pacientes para ensayos clinicos de fase Il. Inesperadamente, en estudios publicados
recientemente con trastuzumab deruxtecan, se obtuvo actividad antitumoral en tumores
negativos para HER2, por liberacion del farmaco al medio debido al efecto bystander, lo que

disminuye su selectividad y aumenta la toxicidad en tejido sano ***%.

En nuestro abordaje terapéutico, el porcentaje de T22-GFP-H6 que se acumula en tumor, o de

194,196-198,2 . .
94,196-198,206. incluyendo la nanotoxina

las nanoparticulas derivadas de este nanotransportador
T22-DITOX-H6, es notoriamente mds elevado que el que se obtiene empleando nanoparticulas
de direccionamiento pasivo o los ADCs, lo que supone una gran mejora en la entrega del
agente terapéutico a las células tumorales. Sin embargo, creemos que es posible conseguir un

mayor porcentaje de captacidon por el tumor ajustando la dosis de administracién de la
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nanoparticula a la intensidad de expresion de CXCR4. De esta manera, podriamos obtener una
acumulacién de entre el 72% y el 86%, como se ha obtenido para el nanotransportador en
modelos animales de cancer colorrectal y linfoma difuso de células B grandes,
respectivamente. En el modelo colorrectal se administré una dosis de T22-GFP-H6 mayor (326

1% que la administrada en este trabajo, mientras que en la linea celular empleada para el

He)
modelo de linfoma la intensidad de expresién de CXCR4 en la membrana era mucho mayor **’
que la de la linea de CE empleada en este trabajo. Estos datos indican que la expresion de
CXCR4 es, ademads, un factor predictivo de la eficiencia de acumulacién de las nanoparticulas
en el tumor y, probablemente, de la respuesta al tratamiento, en aquellos casos en los que el

tumor tratado sea sensible al fdarmaco que transporta.
Ventaja derivada del singular mecanismo de accion de T22-DITOX-H6

T22-DITOX-H6, de modo similar a T22-PE24-H6, incorporan dominios de toxinas bacterianas

que acttan inhibiendo la sintesis proteica a través de la ADP-ribosilacion de eEF2 %2

, por lo
que comparten tanto el receptor CXCR4, en la superficie de la célula, que les permite
internalizar de forma selectiva, como su diana terapéutica, eEF2, que se encuentra en el
citosol. eEF2 es una proteina encargada de la elongacién de las cadenas polipeptidicas en la
traduccién, que ha sido descrita, a partir de un estudio proteémico, como un potencial

biomarcador de CE 3%

. El hecho de que la diana intracelular de nuestra nanotoxina esté
upregulada en CE es una ventaja mas afiadida a las caracteristicas moleculares de nuestras

nanoparticulas y a su direccionamiento activo gracias al ligando T22.

La inhibicién de eEF2 da lugar a la muerte celular por via apoptética. In vitro, la induccién de la
apoptosis se evalué a través de la traslocacién de la fosfatidilserina a la cara externa de la
bicapa lipidica, la formacién de cuerpos apoptdticos y la expresidn de caspasa-3 activa y de la
protedlisis de PARP. En los dos casos la formacion de cuerpos apoptéticos en mas del 80% de
las células se observa a las 12 horas, aunque la activacién de la via de apoptosis por la
nanotoxina T22-DITOX-H6 se lleva a cabo de forma mas rdpida que a través de T22-PE24-H6.
Esta observacidon puede deberse a diferencias en el procesamiento intracelular de las dos
nanoparticulas, ya que en el caso de DITOX, la acidez del pH en el endosoma temprano
provoca cambios conformacionales que llevan a la formacién de un poro en la membrana
endosomal, que conduce a la liberacidon del dominio catalitico al citosol. Por su parte, PE24
pasa del endosoma temprano al aparato de Golgi, en el que su secuencia KDEL es reconocida, y
la toxina es llevada al lumen del reticulo endoplasmatico por transporte retrégrado, donde

. . . 21
finalmente es translocada y liberada al citoplasma **.
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Por otro lado, en los estudios de actividad antitumoral y antimetastatica desarrollados en este
trabajo, no se detectaron cambios de peso o comportamiento de los animales, ni alteraciones
histopatoldgicas en higado, bazo, rifiones o pulmones a las 48 horas de la administracién de las
nanoparticulas. In vitro demostramos que la muerte celular era inducida Unicamente a través
del receptor de membrana CXCR4, ya que cuando las nanotoxinas eran administradas en
células sin expresidon de CXCR4, o pretratadas con el antagonista AMD3100, no afectaban a la
viabilidad. Asi confirmamos que la incorporacién del dominio catalitico de la toxina diftérica,
sustituyendo al dominio GFP del nanotransportador (no citotdéxico) mantenia el

direccionamiento activo a células de CE CXCR4".

La potente actividad antineopldsica demostrada por T22-DITOX-H6 en CE avanzado, su
direccionamiento activo a células CXCR4" y el hecho de que induzca apoptosis a través de la
inhibicion de la elongacidon proteica, mediante la inhibicion de eEF2, apoya su posterior
desarrollo preclinico y clinico, al incorporar un mecanismo singular de muerte celular, no
explorada en este tipo tumoral, diferente al de cualquiera de los farmacos actuales o en

desarrollo para el tratamiento del CE.
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6. CONTRIBUCION DE LA NANOTOXINA T22-DITOX-H6, DIRIGIDA A CELULAS
TUMORALES CXCR4+, AL TRATAMIENTO DE CE AVANZADO

La nanotoxina T22-DITOX-H6, supone un abordaje terapéutico altamente novedoso y con
potencial impacto clinico. Probablemente, también T22-PE24-H6 podria tener impacto en el
tratamiento del CE, al haber demostrado potente actividad antitumoral, aunque habria que

determinar su efecto antimetastatico, que a dia de hoy no hemos evaluado.

En cualquier caso, la importancia de la posible transferencia industrial de T22-DITOX-H6 se debe
a su potente efecto antineopldsico, demostrado en el modelo ortotépico de CE avanzado, a la
ausencia de toxicidad asociada, y al hecho de que actualmente no existe ningiin ensayo clinico
que emplee toxinas para el tratamiento del CE. De hecho, hasta donde sabemos, los pocos

301392 5 animales ** no llegaron a evaluarse

tratamientos para CE basados en toxinas vegetales
mas que en modelos preclinicos. Con respecto a toxinas de origen bacteriano, en 2004 se disefid
una terapia dirigida a HER2, que incorporaba dominios activos de caspasas y, de modo similar a
T22-PE24-H6, el dominio citotdxico de Pseudomonas aeruginosa que se evalué en preclinica ***
3% bero no tenemos conocimiento de que llegara a fases clinicas. Por otro lado, recientemente

se ha evaluado el efecto antitumoral de angubindina-1, derivada de la toxina iota de la bacteria

Clostridium perfringens, aunque solo se han publicado resultados de citotoxicidad in vitro **’.

En concreto, las inmunotoxinas consisten en una sustancia inmune (un anticuerpo monoclonal,
citoquina o inmunoglobulina) unida quimicamente a toxinas bacterianas, vegetales o animales,
por lo que, de forma similar a los ADC, funcionan por direccionamiento activo. El empleo
terapéutico de algunas inmunotoxinas esta aprobado para leucemia y linfoma (denileukin
diftitox, tagraxofusp, moxetumomab pasudotox), y algunas de ellas han sido también evaluadas
en otros tipos de cancer (que no incluian el CE), aunque no han sido efectivas en tumores
solidos. Al contrario que las neoplasias hematoldgicas, los tumores sdlidos presentan
limitaciones para su uso como son la escasa accesibilidad a células tumorales, y su toxicidad e
inmunogenicidad *®. En este sentido, los dos problemas principales de la administracion de
inmunotoxinas a nivel sistémico son la falta de especificidad (derivada de la presencia de la
molécula tumoral diana en el tejido sano), y la toxicidad en el tejido sano (por la unién
inespecifica de las inmunotoxinas a otros componentes de la superficie celular con mas afinidad
que a su diana). El primero de los problemas esta relacionado con la expresion y distribucién del
receptor diana, que nuestra aproximacién terapéutica soluciona explotando la importante

diferencia entre la expresién de CXCR4 en tumor en comparacién con tejidos no tumorales. Sin

169



DIScUSION

embargo, la segunda limitacion tiene que ver con el agente terapéutico en si mismo 2**, y se ha
abordado mediante la deinmunizacién de las toxinas recombinantes, a través de la identificacidn
y eliminacién de los epitopos reconocidos por células B y T, para disminuir la respuesta inmune
209,210

Por este motivo, también en nuestro grupo hemos desarrollado las nanotoxinas,

incluyendo T22-DITOX-H6, empleando los dominios cataliticos deinmunizados.

Otra de las ventajas de nuestro abordaje terapéutico es que, mientras que los agentes
antineopldasicos genotéxicos y antimitdticos son dependientes de la fase del ciclo celular en la
que se encuentren las células, actuando fundamentalmente sobre células en divisién, T22-
DITOX-H6 es capaz de ejercer su efecto citotdxico, ademas, sobre las células en fase GO. Esto
permite la eliminacién de mayor nimero de células tumorales diana, estén o no en mitosis, sin
causar toxicidad severa, y ampliar de este modo la ventana terapéutica, por lo que también el
mecanismo de induccidn de muerte celular utilizado por esta nanotoxina es novedoso y

ventajoso para el tratamiento del CE.

Por otra parte, creemos que la combinaciéon de T22-DITOX-H6 con otros farmacos ya explorados
en CE podria aumentar el espectro de pacientes candidatas a tratamiento. Consideramos que
gue nuestra nanotoxina se podria combinar especialmente con inhibidores de las vias PI3K/AKT
(perifosina, BKM120, temsirolimus, everolimus, entre otros) o inhibidores del checkpoint
inmunolégicos (pembrolizumab, dostarlimab), estos ultimos aprobados por la FDA para el
tratamiento del CE avanzado en pacientes con alta inestabilidad de microsatélites y deficiencias
en genes de mismatch repair. La combinacién podria incrementar la tasa de respuesta actual,
alrededor del 50% "*'*> empleando dosis menores, lo que reduciria los efectos adversos

asociados '

. En este sentido, creemos que los modelos animales que hemos desarrollado
serian Utiles para evaluar estas hipdtesis de terapia combinada, al derivar de la linea celular
humana AN3CA, en la que se han descrito alteraciones de la via de PI3K/AKT y elevada

inestabilidad de microsatélites.

Por ultimo, hasta ahora, ninguna de las aproximaciones terapéuticas evaluadas en pacientes con
CE avanzado se habia estudiado previamente en modelos murinos con diseminacidon metastatica
como el que hemos generado en esta tesis. La evaluacién preclinica de los tratamientos en un
modelo ortotdpico, y no solo subcutaneos o in vitro, podra predecir en mayor medida su nivel
de efectividad antineopldsica o su toxicidad en pacientes de CE avanzado vy, asi, hacer una
estimacion de cdmo podria comportarse en clinica. Junto a los prometedores resultados que
hemos obtenido en este trabajo, tanto en modelos subcutdaneos como ortotdpicos de CE, sera

necesario conocer el efecto del sistema inmune sobre las nanoparticulas y viceversa. Para ello,
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en el futuro préximo se deberan realizar ensayos en modelos tumorales utilizando cepas de
ratones inmunocompetentes o humanizados. En nuestro laboratorio actualmente se estdn
llevando a cabo, con resultados satisfactorios, ensayos de toxicidad a distintas dosis de los
nanoconjugados y de las nanoparticulas proteicas, incluyendo las nanotoxinas, en ratones
inmunocompetentes. La evaluacién de su biodistribucion, efectividad antitumoral e
inmunogenicidad permitira estimar adin mejor su posible comportamiento en pacientes de CE y

su posible paso a fases clinicas.

A modo de resumen, a lo largo de esta tesis se ha validado el gran potencial de nuestra
novedosa aproximacién terapéutica para el CE avanzado CXCR4', basada en nanoparticulas
proteicas direccionadas al receptor CXCR4. De manera previa, hemos generado un modelo de
CE CXCR4" altamente metastatico especificamente desarrollado para la evaluacién de nuestras
nanoparticulas dirigidas. En primer lugar, hemos demostrado que el nanotransportador T22-
GFP-H6 alcanza una elevada especificidad de internalizaciéon dependiente de CXCR4 en este tipo
tumoral, tanto in vitro como in vivo. En segundo lugar, hemos seleccionado la nanotoxina T22-
DITOX-H6, de entre las multiples nanoparticulas terapéuticas dirigidas a CXCR4 disponibles en el
laboratorio, por su mayor potencia citotdxica y mayor dependencia de CXCR4 en lineas de CE in
vitro. T22-DITOX-H6 mantiene la misma estructura que el nanotransportador, siendo una
nanoparticula autoensamblada y multivalente, que incorpora multiples péptidos T22 de unién a
CXCR4 y dominios cataliticos de la toxina diftérica. En tercer lugar, hemos demostrado que T22-
DITOX-H6 ejerce un potente efecto antitumoral y antimetastatico, mediado por la activacion de

apoptosis, sin toxicidad sistémica asociada, en el modelo de CE CXCR4" altamente metastético.

En base a estos resultados, la nanotoxina T22-DITOX-H6 se considera una candidata para su
desarrollo preclinico regulatorio y posterior desarrollo clinico, que promete contribuir a
solucionar la falta de tratamiento efectivo para las pacientes de CE CXCR4" avanzado, con alto

riesgo de recaida o recurrente.
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VI.

VII.

En nuestra serie, el receptor de quimiocinas CXCR4 estd expresado en el 91,6% de pacientes
de cancer de endometrio, de las cuales un 64,4% muestra un patrén predominantemente

membranal.

El modelo de tumor subcutdneo generado en ratones Swiss nude a partir de la linea celular
de cdncer de endometrio AN3CA CXCR4" Luciferasa’ mantiene una elevada expresién de

CXCR4 en la membrana de las células tumorales.

El modelo ortotdpico con sobreexpresion de CXCR4 generado en la cepa de ratones NSG a
partir de la linea celular de cancer de endometrio AN3CA aumenta la diseminacién
metastatica y replica el patrén de diseminaciéon del cancer de endometrio avanzado
observado en pacientes, obteniendo una tasa de desarrollo de metdstasis locales y distales

del 100%.

El nanotransportador T22-GFP-H6 internaliza en las células de cancer de endometrio CXCR4"
de forma dependiente de CXCR4, in vitro e in vivo, alcanzando una captacién en tumor del

61,4% de la dosis administrada, sin inducir toxicidad en drganos no tumorales.

De entre las nanoparticulas terapéuticas evaluadas, las nanotoxinas T22-DITOX-H6 y T22-
PE24-H6, que incorporan dominios polipeptidicos de toxinas bacterianas, inducen un mayor
efecto citotoxico, dependiente de CXCR4, que los nanoconjugados o las nanoparticulas
polipeptidicas que contienen dominios antimicrobianos, proapoptéticos o venenos animales

en la linea celular de cancer de endometrio AN3CA CXCR4".

El potente efecto citotdxico que ejercen T22-DITOX-H6 y T22-PE24-H6 en la linea celular de
cancer de endometrio AN3CA CXCR4" Luciferasa® in vitro es dependiente de CXCR4 y estd
mediado por la induccidon de apoptosis, con activacion de caspasa-3, protedlisis de PARP,

condensacion nuclear y generacién de cuerpos apoptéticos.

La administracion a dosis repetidas, tanto de T22-DITOX-H6 como de T22-PE24-H6, induce un
potente efecto antitumoral in vivo mediado por apoptosis, que reduce la tasa de crecimiento
tumoral y aumenta la supervivencia en el modelo subcutdaneo de cancer de endometrio

CXCR4, sin toxicidad sistémica asociada, mostrando T22-DITOX-H6 un mayor efecto.
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VIIl. La administracion de la nanotoxina T22-DITOX-H6, a dosis repetidas, genera un potente
efecto antimetastatico, disminuyendo el nimero y el tamano de las metastasis peritoneales,
hepaticas y pulmonares, sin toxicidad sistémica asociada, en el modelo ortotdpico de cancer

de endometrio CXCR4".
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ANEXOS

1. APROBACION DEL PROCEDIMIENTO DE EXPERIMENTACION ANIMAL POR LA
GENERALITAT DE CATALUNYA

A1} Generalitat de Catalunya
Y www.gencat.cat

D Generalitat de Catalunya

Departament de Territori i Sostenibilitat
Direcci6é General de Politiques Ambientals
i Medi Natural

RESOLUCIO
Assumpte: autoritzacié de projecte d’experimentacio num. 10234
Identificaci6 de I'expedient

Expedient nim. FUE-2018-00819447 i ID 6ZVBZQOPP relatiu a la sol-licitud d’autoritzacié d'un projecte
d’experimentacié amb animals.

Antecedents

1. Elcentre usuari Institut Catala de Ciéncies Cardiovasculars va presentar sol-licitud d’autoritzacié per a
I'execucié del projecte d’experimentacio:

a. Titol: “Evaluacion de nanoconjugados para terapia dirigida en modelos murinos de cancer de
pancreas, endometrio y glioblastoma”

b. Responsable del projecte: Maria Virtudes Céspedes Navarro

2. Aquest projecte es troba inclos en algun dels suposits establerts a l'article 34 del Decret 214/1997, de
30 de juliol.

La Comissi6 d'Experimentacié Animal, en la reunié feta el dia 20.03.2019 va informar Favorablement la

realitzacio del procediment corresponent d’aquest projecte d'experimentacio.

4. La Comissi6 d’Experimentacio Animal, com a organ habilitat, en data 20.03.2019 va avaluar el projecte
d’acord amb I'article 34 del Reial Decret 53/2013, d’'1 de febrer, amb un informe Favorable.
Fonaments de dret

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

2. ElDecret214/1997, de 30 de juliol, pel qual es regula la utilitzacié d’animals per a experimentacio i per
altres finalitats cientifiques.

GENERALITAT DE CATALUNYA

3. Directiva 2010/63/UE del Parlament Europeu i del Consell de 22 de setembre de 2010 relativa a la
protecci6 dels animals utilitzats per a finalitats cientifiques.

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

5. Llei 6/2013, d'11 de juny, de modificacié de la Llei 32/2007, de 7 de novembre, per a la cura dels
animals, en la seva explotacio, transport, experimentaci6 i sacrifici.

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

Doctor Roux, 80
08017 Barcebna
Tel. 93567 42 00

Fax 93 280 33 20
http://territori.gencat.cat

Doc.original signat per: Document electronic garantit amb signatura electronica. Podeu verificar la integritat
CPISR-1 C Ferran Miralles d'aquest document a l'adreca web csv.gencat.cat
Sabadell 24/04/2019 o o . L Data creaci6 copia:
Original electronic / Copia auténtica 24/04/2019 10:34:32
CODI SEGUR DE VERIFICACIO Data caducitat copia:

24/04/2024 00:00:00
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ANEXOS

1} Generalitat de Catalunya

Y www.gencat.cat

GENERALITAT DE CATALUNYA

Resolucié

Per tant, resolc:

1. Informar Favorablement la sol-licitud d’autoritzaci6 del projecte d'experimentaci6 que es relaciona a

continuacio:

Titol: “Evaluacién de nanoconjugados para terapia dirigida en modelos murinos de cancer de
pancreas, endometrio y glioblastoma”

Responsable del projecte: Maria Virtudes Céspedes Navarro

Usuari: Institut Catala de Ciéncies Cardiovasculars

Instal-laci6 on es realitzara el projecte: Institut Catala de Ciencies Cardiovasculars — Institut de

Recerca de I'Hospital de Sta Creu i St Pau

2. Assignar al projecte el nim. d’ordre: 10234

3. Autoritzar la realitzacié d’aquest projecte d’experimentacié durant cinc anys a partir de la data de
signatura d’aquesta resolucié. En el moment que es disposi d’'un métode validat alternatiu a 'ds
d’animals per a qualsevol dels procediments que integren el projecte, aquesta autoritzacié quedara
suspesa i sense efecte.

4. Realitzar I'avaluacio retrospectiva, d’acord amb I'informe de I'érgan habilitat, al finalitzar el projecte o
com a maxim als 5 anys de I'autoritzacio d’aquest.

Agquesta autoritzacié no eximeix del compliment i disposici6 d’altres autoritzacions, d’acord amb la normativa

sectorial vigent.

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

El director general de Politiques Ambientals i Medi Natural

Doc.original signat per:
CPISR-1 C Ferran Miralles
Sabadell 24/04/2019

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

Original electronic / Copia auténtica

CODI SEGUR DE VERIFICACIO

*0G6PC1014N6UMQQI6R6I7YKBC7SP8BAD*

Data creacié copia:
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ANEXOS

2. PROTOCOLO DE SUPERVISION APLICADO EN LOS MODELOS ANIMALES

Parametros a puntuar en la supervision animal

1. Pérdida de peso *

0)
1)
2)
3)

Peso normal.

Menor de un 10%.

Entre un 10 y un 15% en 5 dias.

Consistente o rdpida, superior a un 20% mantenida durante 72 horas.

2. Aspecto fisico

Normal.

Deshidratacion, delgadez.

Pelo no brillante o despeinado. Palidez. Cianosis.
Encorvamiento. Emaciacién.

3. Signos clinicos

0)
1)
2)

3)

Ninguno.

Hipotermia.

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

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

4. Alteraciones de conducta

0)
1)
2)

3)

Ninguna.

Incapacidad de moverse con normalidad.

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

Inconsciente o comatoso. Intencién de "esconderse” en la viruta. No responde a
estimulos (moribundo).

5. Tamaiio del tumor por bioluminiscencia (inoculacién ortotépica).

No hay sefial.

Tamaiio del tumor de 1-10% del volumen abdominal.
Tamafio del tumor de 11-19% del volumen abdominal.
Tamafo del tumor de 20% del volumen abdominal. *

6. Tamaiio del tumor por palpacion (inoculacién ortotdpica).

No se nota al tacto.

Tacto del tamafiio de una lenteja

Tacto del tamafio de un garbanzo

Tacto mayor al de un garbanzo. Se observa distensién abdominal.
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7. Heridas
0) Ninguna.
1) Arafiazos.
2) Heridas que no cicatrizan.
3) Heridas ulceradas que pueden incluso supurar. Tumores ulcerados o necréticos.

Puntuacion total y toma de decisiones

Los valores marcados con un asterisco (*) no afectan al estado del animal, segin se ha
comprobado en estudios previos.

Cuando haya mas de un paradmetro con un valor de 3, automaticamente todos los valores de 3
pasaran a valorarse como 4.

Puntuacion Conclusion Decision
De 0 a 6 puntos Posible dolor o angustia. Potencial necesidad de uso de analgésicos
De 6 a 12 puntos |[Existencia de dolor o angustia Administracion de analgésicos paliativos
De 12 a 18 puntos Dolor o angustia grave Potencial necesidad de sacrificio del animal
. Sacrificio obligado
De 18 a 28 puntos | Dolor o angustia muy graves
P & Ve Potencial necesidad de fin del procedimiento.

Igualmente se sacrificara inmediatamente el animal en cualquier momento del estudio si:

e El tamafio de la masa tumoral, aun no llegando a un tamafio considerado critico, influye en
las demas funciones corporales, o bien causa dolor y/o sufrimiento prolongado

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

e Existen signos de emaciacion, aun sin pérdida de peso global

e Hay ulceracion o infeccidn en el lugar de implantacién

e Hay trauma autoinflingido persistente y con afectacién de la calidad de vida del animal.
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