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1. RESUMEN

El cisplatino o cisdiaminodicloroplatino (I) (CDDP) constituye uno de los farmacos quimioterapicos
mas eficaces en el tratamiento de tumores sélidos. Sin embargo, los efectos adversos derivados de
su administracion a dosis terapéuticas, junto con ciertas limitaciones relacionadas con su
farmacocinética, ponen de manifiesto la necesidad de investigar nuevas formas de administracidn.
Por ello, el objetivo de este trabajo es dar los primeros pasos en la evaluacion de la eficacia
terapéutica de una nueva forma de presentacién del CDDP, basada en su conjugacién con
nanoparticulas constituidas por un ntcleo de éxido de hierro y protegidas por una envoltura de

polietilenglicol (PEG).

Con el fin de obtener esta primera valoracion, se disefid un procedimiento experimental que
permitiera comparar el efecto antitumoral in vivo de las formas de presentacién convencional y
nanoparticulada del CDDP. Para ello, se empled un numero reducido de animales, concretamente
10 conejos de raza Nueva Zelanda, a los que se les implantd quirdrgicamente en higado un
fragmento del carcinoma anapldsico de células escamosas VX2. Los animales fueron organizados en
cuatro grupos en funcién del tratamiento farmacoldgico previsto para cada uno de ellos. La
monitorizacion del crecimiento de la masa tumoral hepatica se llevé a cabo mediante controles
ecograficos seriados, de manera que la administracién farmacoldgica se inicid al detectarse un
tamafo tumoral de aproximadamente 1x1 cm. Los animales fueron sacrificados 5 dias después de
recibir el tratamiento, evitando asi un sufrimiento innecesario por parte de los individuos.
Finalmente, se realizd la necropsia y la toma de muestras del tumor, lo que permitié su estudio
histopatoldgico por medio de una tincién convencional con H&E de las muestras obtenidas.

Dado lo inesperado de los resultados obtenidos in vivo, se realizé una pequefia experiencia en la que

se comprobo el efecto in vitro de ambas formas de presentacién del CDDP sobre la linea celular Caco

2, ya que las células VX2 no se encuentran disponibles como linea para cultivo celular.

Los resultados asi obtenidos permitieron establecer la validez del tratamiento con CDDP sobre la
linea tumoral VX2 implantada en higado de conejo, sin embargo, su forma de presentacién
vehiculizada por nanoparticulas no parecié mostrar una mayor eficacia antitumoral en los ensayos

realizados in vitro e in vivo.

Palabras clave: cisplatino, nanoparticulas, nucleo de dxido de hierro, PEG, terapia dirigida, VX2,

eficacia antitumoral



ABSTRACT

Cisplatin or cisdiaminedichloroplatin (Il) (CDDP) is one of the most effective chemotherapeutic
drugs in the treatment of solid tumors. However, the adverse effects derived from its
administration at therapeutic doses, along with others limitations related to its
pharmacokinetics, point to the need to investigate new forms of administration. Therefore, the
aim of this paper is to obtain preliminary results to test the therapeutic efficacy of a new form
of presentation of CDDP, based on its conjugation with nanoparticles made up of an iron oxide

core and protected by a polyethyleneglycol shell (PEG).

In order to obtain preliminary data, we have designed an experimental procedure to compare
the antitumor effect, in vivo, of both the conventional and nanoparticulate form of CDDP. We
used a small number of animals, in particular, 10 New Zealand rabbits, which underwent surgical
implantation of a fragment of anaplastic squamous cell carcinoma VX2 in the liver. The animals
were organized into four groups according to the pharmacological treatment planned for each
of them. Ultrasound controls were carried out to monitor the growth of the liver tumor, so that
the pharmacological administration began when the tumor size was 1x1 cm, approximately. The
animals were sacrificed 5 days after receiving the treatment, always avoiding an unnecessary
suffering. Finally, the necropsy was done and tumor samples were taken, allowing the its
histopathological study by a conventional H&E staining.

Given the unexpected of the in vivo results, a small experiment was carried out to verify the in
vitro effect of both forms of presentation of CDDP on the Caco 2 cell line, since VX2 cells are not

available for cell culture.

The results thus obtained allowed to establish the validity of the treatment with CDDP on the
VX2 tumor implanted in rabbit liver, however, its form of presentation carried by nanoparticles

did not seem to show a higher antitumor efficacy both in the in vitro and the in vivo tests.

Key words: cisplatin, nanoparticles, iron oxide core, PEG, targeted therapy, VX2, antitumor

efficacy



2. INTRODUCCION

El cisplatino o cisdiaminodicloroplatino (II) (CDDP) se erige como uno de los agentes
quimioterdpicos mds eficaces en el tratamiento de tumores sdlidos pulmonares,
genitourinarios, digestivos y de cabeza y cuello (Aldossary, 2019; Rashtchizadeh et al., 2019), de
distinta naturaleza histoldgica, como los carcinomas, los linfomas, los sarcomas y los tumores

de células germinales (Dasari y Tchounwou, 2014).

Cuando el CDDP se encuentra en un medio con una baja concentracidn de iones cloro (Cl’), como
es el medio intracelular, éste se activa gracias a una reaccién de hidrélisis por la cual los &tomos
de cloro del farmaco son sustituidos por moléculas de agua o grupos alcohdlicos. En su forma
activa, el CDDP puede unirse covalentemente a dos puntos del DNA, frecuentemente a bases de
adenina o guanina, formando aductos o enlaces cruzados en funcion de si dichas uniones se
localizan en la misma hebra o en dos hebras distintas de DNA, respectivamente (figura 1). Ambas
estructuras se incrementan con el tiempo, inhibiendo asi la replicacion del DNA (Barabas et al.,

2008; Ishikawa, 2009).
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Figura 1. Activacién del CDDP y formaciéon de enlaces covalentes con el DNA, con el
consiguiente dafo celular. (A) Reaccién de activacion del CDDP por sustitucion de uno o
ambos de sus iones cloruro por moléculas de agua. (B) Formacién de aductos por union del
CDDP ados bases nitrogenadas de una misma hebra de DNA, y de un enlace cruzado por union
del CDDP a dos bases nitrogenadas localizadas en hebras distintas. Los porcentajes indican la
frecuencia con la que se presenta cada uno de los distintos tipos de enlace. “DNA repair
pathways and cisplatin resistance: an intimate relationship” (Rocha et al., 2018).



Desgraciadamente, se han detectado efectos adversos derivados de la administracion de CDDP
a dosis terapéuticas, siendo la nefrotoxicidad un factor especialmente limitante en la terapia
(Barabas et al., 2008; Ishikawa, 2009). A su estrecho rango terapéutico, hay que afiadirle su
escasa solubilidad en el organismo, el desarrollo de resistencias por las células tumorales y la
escasa especificidad de su distribucién (Zhang et al., 2018), lo que finalmente implica una

eficacia antitumoral limitada.

Con el fin de sortear dichos obstaculos, se estdn investigando nuevas modalidades de
tratamiento, entre las cuales se encuentra la administracién de CDDP conjugado con
nanoparticulas. Estas constituyen una novedosa opcién terapéutica, pues su disefio deberia
permitir una distribucién mas especifica del fdirmaco gracias a la posibilidad de controlar su
liberacidon por diferentes estimulos, como el valor del pH o el potencial redox del medio
organico, asi como mejorar la retencién pasiva del quimioterapico en el érgano diana (Zhang et
al., 2018; Mondal y Khuda-Bukhsh, 2020), minimizando sus efectos adversos sistémicos e
incrementando su potencial terapéutico (Zhai et al.,, 2018; Jia et al., 2020).

En este estudio se optd por el empleo de nanoparticulas con un nucleo de éxido de hierro
protegidas por una envoltura de polietilenglicol (PEG), caracterizadas por una elevada
biocompatibilidad y biodegradabilidad. Sus propiedades magnéticas y bioldgicas permiten
dirigir la liberacién del farmaco al érgano diana por medio de mecanismos activos, como la
adicién de moléculas capaces de interactuar especificamente con biomarcadores expresados en
la superficie de las células tumorales, o bien pasivos, gracias al efecto de permeabilidad y
retencién aumentada (EPR) (Martinkova et al, 2017). Ademas, la envoltura de PEG evita la
agregacion de las nanoparticulas en el momento de la administracion, asi como su opsonizacién
y fagocitosis en el torrente sanguineo, lo que incrementa su tiempo de permanencia en la
circulacidn sistémica, y en consecuencia, las probabilidades de que el farmaco se acumule en el
6rgano diana en cuestién, pues alli donde se encuentra la masa tumoral los vasos que la irrigan
suelen presentar una fenestracién mayor (Suk et al., 2016).

En cualquier caso, aunque estas formas de presentacion conjugadas han mostrado resultados
satisfactorios in vitro, todavia se discute su comportamiento in vivo, dadas las disparidades
encontradas en los resultados obtenidos por parte de los distintos autores (Comenge et al,,

2012).

Los modelos experimentales son empleados de forma rutinaria en ensayos clinicos para valorar
la eficacia de nuevos fdrmacos, pues constituyen un método bioldgico para la reproduccién de

caracteristicas fisioldgicas y/o patoldgicas. Si bien es cierto que los modelos in vitro constituyen



la primera aproximacion como modelo predictor, presentan limitaciones que evidencian la
necesidad de recurrir a modelos in vivo, tales como la acumulacién de mutaciones celulares
conforme el cultivo envejece, la excesiva homogeneidad de las células cultivadas y, sobre todo,
el aislamiento de las células tumorales de su entorno, lo que imposibilita la valoraciéon de
aspectos como la angiogénesis tumoral, el desarrollo de metastasis, la influencia del
metabolismo y la respuesta inmune del paciente sobre la eficacia del tratamiento, etc.

(Armengol, Herrador y Rodriguez, 2009; Cekanova y Rathore, 2014; Katt et al., 2016).

Mientras que la evolucion de la tasa de mortalidad en humanos ocasionada por afecciones de
tipo cardiovascular o infeccioso ha mostrado una tendencia notablemente decreciente durante
los ultimos afios, la incidencia de procesos cancerosos y, en consecuencia, la tasa de muerte
asociada a los mismos ha disminuido solo marginalmente (Comenge et al., 2012).

El tumor VX2 es un carcinoma anaplasico de células escamosas, cuyo origen se encuentra en un
papiloma cutdneo inducido por el virus de Shope (Yi et al., 2019). Actualmente, este modelo
tumoral es empleado en estudios relacionados con procesos neoplasicos localizados en cabeza
y cuello, rifdn, higado, utero y pulmdn. Concretamente en el higado, este tipo de tumor es
frecuentemente utilizado como modelo de estudio por varios motivos: en primer lugar, por su
gran capacidad de crecimiento, lo que le permite alcanzar un tamafio lo suficientemente grande
como para ser detectado por métodos de diagndstico por imagen en un corto periodo de
tiempo; en segundo lugar, por su semejanza con los tumores hepdticos humanos en lo que
respecta a su vascularizacion por la arteria hepatica y, para finalizar, por su capacidad para
desarrollarse en nuestro modelo animal, el conejo (Virmani et al., 2008).

Precisamente, el tumor VX2 implantado en higado de conejo ha sido extensamente validado como
modelo de estudio del hepatocarcinoma celular (HCC), una de las tres principales causas de
muerte por cancer en el mundo en la especie humana, y, por tanto, una de las neoplasias malignas
mas frecuentes (Paur et al., 2020). El tumor VX2 es capaz de expresar caracteristicas tumorales
similares al HCC en términos de irrigacién y angiogénesis, pues se ha demostrado una fuerte
correlacion en la expresién del factor de crecimiento endotelial (FCE), y por tanto en el desarrollo
de microvascularizacion, entre ambos tipos de tumores. La importancia del grado de expresion del
FCE radica en su potente valor prondstico en pacientes con HCC, dada su relacién con el

crecimiento tumoral y la progresidn del cuadro clinico (van Breugel et al., 2019).

Por todo ello, y con el fin de obtener resultados in vivo sobre la eficacia terapéutica antitumoral
de la nueva forma de presentacidn nanoparticulada del CDDP en comparaciéon con su forma

galénica convencional, se procedid a la implantacién hepatica del modelo tumoral VX2 en conejo.



3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La eleccién de esta tematica para la realizacién de mi trabajo de fin de grado estuvo motivada
por varias razones. En primer lugar, respondia a mi interés por la oncologia y la farmacologia,
ramas del conocimiento que desde un primer momento suscitaron mi curiosidad. Y, en segundo
lugar, esta eleccion me ofrecid la posibilidad de participar en un proyecto de investigacion, lo
gue me permitié conocer este campo como posible salida laboral, ademas de desarrollar mi

trabajo por medio de un procedimiento experimental.

El objetivo de esta memoria es el de obtener evidencias preliminares sobre la eficacia, a corto
plazo, de una nueva forma galénica de CDDP usando nanoparticulas como vehiculo en
comparacioén con el empleo de CDDP en su forma de presentacion convencional, empleando
para ello un modelo experimental basado en la implantacidn quirurgica de fragmentos de tumor
VX2 en higado de conejo. Por tanto, este estudio pretende sentar unas primeras bases en lo que
respecta a la aplicacién de una prometedora y novedosa terapia frente al cancer, que habra de

ser complementada con estudios posteriores.



4. MATERIAL Y METODOS
4.1. Modelo animal

En este estudio se emplearon 10 conejos de raza Nueva Zelanda, provenientes del Servicio de
Apoyo a la Experimentacién Animal (SAEA) de la Universidad de Zaragoza. Todos los
procedimientos aqui descritos fueron aprobados por la Comisién Etica Asesora para la

Experimentacién Animal de la Universidad de Zaragoza.

Todos los conejos empleados en los experimentos eran machos, de 2 meses de edad y
aproximadamente 2 kg de peso en el momento de su recepcion en el laboratorio, para asi
minimizar la influencia de la variabilidad individual sobre los datos obtenidos. Ademas, antes de

proceder se verificd su buen estado de salud.

Se procuré que las condiciones de alojamiento fueran lo mas homogéneas y adecuadas posibles
con el fin de proporcionar el maximo grado de bienestar a los animales. Asi, cada uno de los
individuos fue alojado en una jaula de estabulacién individual homologada, y fue alimentado
con pienso estandar y agua ad libitum. Se mantuvo un régimen de luz de 12 horas al dia y una

temperatura en un rango constante comprendido entre los 21-23°C.
4.2. Tumor VX2

Los fragmentos de tumor VX2 empleados en este experimento fueron obtenidos a partir de una
masa tumoral hepatica proveniente de un animal portador, denominado VX2-R1, implantado
con la misma en 2015 en la Unidad de Farmacologia de la Facultad de Veterinaria de la
Universidad de Zaragoza. El tumor VX2 original empleado para la implantacién del animal
portador fue generosamente cedido por el doctor David Melodelima (CERN, Unit 556, Lyon,

France).

Los fragmentos tumorales se obtuvieron tras la reseccion y fragmentacién de la masa neoplasica
hepatica en cuestién, hasta conseguir un tamafio de aproximadamente 1x1 mm?3. Estos fueron
conservados desde entonces en recipientes individuales en medio RPMI 1640 (Gibco®, Thermo
Fisher) con un 5% de suero fetal bovino, conteniendo un 10% de dimetilsulféxido, a -150°C.
Previamente a su implantacién, el fragmento tumoral seleccionado se descongeld rdpidamente

al bafio maria a 37°C.



4.3. Implantacién del tumor

Previamente a la implantacion del tumor, los animales fueron pesados y examinados con el fin
de verificar su buen estado de salud. Con ello se pretendia partir de individuos con las
caracteristicas mas homogéneas posibles, con el fin de reducir la influencia de la variabilidad

individual sobre los resultados obtenidos.

La figura 2 es una representacidon esquematica que muestra los procedimientos seguidos en el
protocolo experimental para la creacion del modelo de estudio y la administracién del

quimioterapico.

Dias 0-10. Cuidados postoperatorios Ecografias seriadas hasta dett?(’:cwn de Eutanasia, necropsia y
masa tumoral de 1 cm de didmetro toma de muestras
Crecimiento tumoral 5 dia
Dia 0. Cirugia de Dias 7-10. Retirada de Tratamiento farmacoldgico a
implantacion grapas y 12 ecografia tamaiio fijo

Figura 2. Representacion esquemadtica, en orden cronoldgico, de los procedimientos
llevados a cabo en el transcurso de este estudio.

Con respecto a la cirugia de implantacién, el protocolo anestésico empleado pretendia
proporcionar un apropiado grado de inconsciencia, analgesia y relajacién muscular, para evitar
de esta forma dolor en los animales intervenidos. Para ello, se opté primeramente por la
administracion de 0,1 mg/kg de medetomidina (Sedin®, Calier) por via intramuscular (IM) como
premedicacidon. Tras esperar aproximadamente 20 minutos para que ejerciera el efecto
deseado, se procedido a la induccién con 50 mg/kg de ketamina (Ketamidor®, Karizoo)
administrada por via IM, con el fin de inducir una rapida depresién nerviosa controlada gracias
a sus propiedades como anestésico disociativo y un adecuado grado de analgesia somatica

complementaria a la conferida por la medetomidina.

Conforme el animal iba alcanzando el grado de inconsciencia requerido, se procedié a su
cateterizacion a través de la vena marginal de la oreja derecha por medio de un catéter venoso
(Intracath®) de 22G, con el objetivo de mantener una via venosa permeable por la que
administrar la fluidoterapia o cualquier otro farmaco que pudiera ser necesario durante la
intervencion, pues en caso de detectarse una superficializacion del plano anestésico o

nocicepcién intraquirdrgica por parte del animal, se previé prolongar la anestesia por medio de
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la administracion de bolus intravenosos de ketamina. Una vez llevada a cabo la cateterizacion,
comenzd la administracién de fluidos con suero salino fisiolégico (SSF) a un ritmo de 5

ml/kg/hora.

A continuacion, se dispuso al animal en decubito supino para la preparaciéon del campo
quirargico. En primer lugar, se localizd la apdfisis xifoides y se rasurd un area cuadrangular de
unos 4x4 cm aproximadamente, situada 1 cm caudal a dicho punto. Previamente a la realizacion
de la incisién, se llevé a cabo la desinfeccidon del campo quirdrgico con povidona yodada al 10%
(Acofar®, Acofarma) diluida con SSF, y se prosiguié con la infiltracidn intradérmica de 0,2 ml de
lidocaina al 2% (Anesvet®, Ovejero), igualmente tomando como referencia la zona caudal a la

apofisis xifoides, con el objetivo de desensibilizar el plano cutaneo de la regién a intervenir.

La técnica quirdrgica consisti6 en una incisién subxifoidea de la piel y de los musculos
abdominales de aproximadamente 3 cm de longitud, hasta visualizar el extremo caudal del
I6bulo hepatico izquierdo, punto en el cual debia implantarse el fragmento de tumor VX2. A
continuacién, se emplearon unas pinzas de diseccion finas para crear un pequefio desgarro en
la cdpsula hepatica y se realizd la incisidon en higado por medio de un bisturi ocular de 0,5 cm de
longitud. Para facilitar la manipulacién y la posterior insercién del fragmento tumoral en su
ubicaciénfinal, se emplearon unseparador de 0,5 cm con borde romo y unas pinzas Mcpherson.
Tras la introduccidn del fragmento tumoral en la incisidon hepatica, se presiond con una torunda
durante unos 30 segundos para ejercer hemostasia y detener el ligero sangrado, asi como para
garantizar visualmente que el injerto permaneciera en el punto seleccionado.

Terminada la intervencidn, se procedié a la sutura por planos de la linea alba y del tejido
muscular, para lo que se optd por una sutura continua con gliconato monofilamento absorbible

3/0 (Monosyn®, Braun). La incisidén cutanea se cerrd por medio de grapas estériles en lugar de
puntos para facilitar la retirada posterior de las mismas (Manipler® AZ, Braun). La herida se
desinfectd con povidona yodada al 10% diluida con SSF, aplicada cuidadosamente alrededor de

la linea de sutura utilizando una gasa.

Posteriormente, se administraron 10 pg/kg de buprenorfina (Bupaqg®, Karizoo) por via IM, 5 mg/kg
de enrofloxacina (Alsir®, Ecuphar) y 0,6 mg/kg de meloxicam (Meloxidyl®, Ceva), ambos por via
subcutanea (SC), con el fin de conferir una rapida cobertura analgésica y antibidtica a los

animales intervenidos.

Para finalizar, se colocé una gasa sobre la herida para protegerla de posibles traumatismos y/o

contaminaciones y se colocé un vendaje tubular.
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4.4. Cuidados postoperatorios

Los cuidados postoperatorios se prolongaron durante 5 dias tras la intervencién. En este
periodo, se realizd un protocolo de vigilancia y control pormenorizado, que consistid en una
revision del animal cada 24 horas. En dichas revisiones se realizd una evaluacion del
comportamiento del conejo (activo, exploratorio, letargico...), se tomo la temperatura via rectal,
se examind y curd la herida con povidona yodada al 10% diluida con SSF y, por ultimo, se
administro la medicacion postoperatoria. Durante la exploracién se valord el estado del vendaje

tubular, reemplazdndolo cuando fuera necesario segun su estado.

El tratamiento farmacoldgico postoperatorio consistiéo en la administracion de 10 ug/kg de
buprenorfina por via IM tras la intervencidn y al dia siguiente en caso de detectarse un dolor
agudo, junto con 0,6 mg/kg de meloxicam y 5 mg/kg de enrofloxacina por via SC durante 5 dias.
En aquellos casos en los que se detectd una temperatura corporal superior a 40°C, la terapia
antibidtica se modific, optando por la administracién IM de 10 mg/kg de cefotaxima

(Zeefobet®, Biochem) cada 12 horas durante 5 dias

Los dias siguientes al postoperatorio, se prosiguid con las revisiones diarias, en las que
igualmente se valoré el comportamiento del animal, se tomé la temperatura por via rectal y se
procedid a la cura de la herida con povidona yodada al 10% diluida con SSF. Si el estado general
del conejo y el aspecto de la cicatriz evolucionaban con normalidad, las grapas y el vendaje
tubular eran retirados a los 7-10 dias postcirugia, momento en el cual se procedioé a la realizaciéon
del primer control ecografico con el fin de valorar el grado de desarrollo del fragmento tumoral

implantado.

4.5. Controles ecogréficos secuenciales

Todos los conejos fueron sometidos a varios controles ecograficos, que comenzaron el mismo
dia en el que se les retiraron las grapas y el vendaje tubular, con el fin de detectar de la manera
mds precisa posible el momento en el que la masa tumoral alcanzara aproximadamente 1 cm
de didmetro, tamafio establecido para el inicio de la quimioterapia cuando fuera pertinente.
Para ello se empled un ecégrafo Midray DP-10 de sonda plana, con el que se obtuvieron las

imagenes y se realizaron las mediciones ecograficas de la masa tumoral en modo B.
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4.6. Terapia antitumoral

La administracién de farmacos comenzé cuando los controles ecograficos sucesivos revelaron
un tamano tumoral de aproximadamente 1 cm de didmetro. En este momento los animales
fueron divididos en cuatro grupos distintos en funciéon del tipo de terapia antitumoral

programada para los ellos:

- Grupo 1: constituido por un Unico individuo al que se le administré una solucidon de SSF
suplementada con 20 mEq/L de CIK (SSF+ CIK). Este animal actué como “blanco” o

“control” en nuestro experimento y fue denominado “BK”.

- Grupo 2: constituido por tres individuos tratados con una solucién idéntica a la anterior
(SSF+ CIK), salvo por el hecho de que a ésta se le afiadieron nanoparticulas no conjugadas

al agente quimioterapico. Este grupo fue denominado “Nano”.

- Grupo 3: constituido por tres individuos tratados con CDDP en su forma de presentacién

convencional. Este grupo fue denominado “CisPt”.

- Grupo 4: constituido por tres individuos tratados con CDDP conjugado con nanoparticulas.

Este grupo fue denominado “NanoCisPt”.

4.7. Protocolo de administracion del tratamiento quimioterapico

Previamente a la administracion de la terapia a los animales de los grupos 2, 3y 4, se llevé a cabo
una hidratacion inicial, por infusidn intravenosa (1V) a través de la vena auricular marginal derecha,
con SSF al 0,9% suplementado con 20 mEg/L de CIK (SSF+ CIK) a una velocidad de 15 ml/kg/hora
durante una hora. Una vez transcurrido este periodo de tiempo, se procedid a la administracion
de las distintas terapias en estudio a los animales de los grupos pertinentes a través de una via
colateral a aquella habilitada para la administracién de fluidoterapia, de manera que el fadrmaco

fuera vehiculizado por la misma.

El volumen de cisplatino (Accord®, Accord Healthcare), nanoparticulado o no, a administrar se
calculd considerando una dosis de 40 mg/m? de superficie corporal. Este fue cargado en una
bomba de infusién continda programada para administrar el farmaco a una determinada
velocidad de infusién en funcién del volumen calculado y del tiempo durante el cual se
prolongaria la administracidn, que en todos los casos fue de una hora. Dado que el volumen

total de fluidos (fluidoterapia con SSF+ CIK+ CisPt, SSF+ CIK+ NanoCisPt o SSF+ CIK+ Nano) debia
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mantenerse constante a 15 ml/kg/hora, se tuvo en cuenta el volumen de farmaco a administrar

en cada caso para reajustar el volumen de SSF+ CIK a infundir (figura 3).

Una vez finalizada la administracion de farmacos, se procedié a inducir en los animales una
diuresis forzada por medio de la infusion 1V, por esa misma via, de 1 g/kg de manitol al 10%
(Manitol®, Braun) diluido en SSF+ CIK, administrado igualmente a lo largo de una hora a una
velocidad de 15 ml/kg/hora. Posteriormente, el animal se mantuvo con SSF+ CIK hasta que se

observé la eliminacidon de orina, momento en el que se le devolvié a su jaula de estabulacion.

PESO (gramos) 2000
VELOCIDAD DE INFUSION (ml/kgrh) 15 GOTERO CISPLATINO
CisPt concentrado (ml) NaCl + K (ml)
=
DOSIS DE CISPT (mg/m?) 40 63 37
DOSIS EQUIVALENTE DE 2
CISPT (mg/m?) z3
DOSIS DE MANITOL (0/kg) 1
SUPERFICIE CORPORAL (m?) 0,1572
FLUJO GOTERO (mlih) 30
DOSIS CISPT (mg) 629
Tiempo -
Volumen (ml) (minutos) (mlih) (mlimin) Flujo {ml/s) Gotas 1gotacadaxs
30 60 30 0,50 0,008 0,17 [
HORA DE INICIO HORA DE FIN
Primera infusion (hidratacion) NaCl + KCI
Segunda infusion (tratamiento) NaCl + Nano
Tercera infusion (diuresis) Manitol + NaCl
Cuarta infusion (lavado) NaCl + KCI

Figura 3. Ejemplo de un protocolo de administracién de quimioterapia.

4.8. Hemogramay bioquimica

Todos los animales participes en este experimento fueron sometidos a dos extracciones
sanguineas, una de ellas antes del tratamiento farmacolégico y otra 24 horas después del
mismo. Con las muestras obtenidas, se procedid a la realizacién de un hemograma completo a
partir de sangre heparinizada por medio de un analizador automatizado (Catalyst One™, IDEXX)
con el fin de valorar el estado de salud general de los animales, y a la determinacién en sangre
de los niveles de creatinina y de nitrégeno ureico (BUN) a partir de muestras de suero, con el
objetivo de garantizar una correcta funcionalidad renal antes y después del tratamiento
farmacoldgico, dados los posibles efectos toxicos, principalmente a nivel renal, derivados de la

administracion del CDDP.
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4.9. Eutanasia, necropsiay toma de muestras

A los 5 dias tras la administracidon de la quimioterapia, y después de realizar el ultimo control
ecografico, se llevd a cabo la eutanasia de los animales por medio de la administracién IV a
través de la vena marginal auricular derecha de 100 mg/kg de pentobarbital sédico (Dolethal®,

Vetoquinol).

A continuacion, se realizé la necropsia de los animales con el objetivo de examinar los érganos
internos de la cavidad toracica y abdominal en busca de posibles focos de metastasis y otras
lesiones macroscépicas, y para llevar a cabo la reseccién y medicidon de las masas tumorales

hepaticas.

Para finalizar, se procedié a la toma de muestras de los tumores y a su posterior fijacion en
formaldehido al 10% tamponado con un pH de 7,4. Las muestras fueron remitidas y procesadas
por el servicio de Anatomia Patoldgica de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de

Zaragoza.

4.10. Histopatologia

Tras permanecer inmersas en formaldehido al 10% durante al menos 72 horas para su correcta
fijacion, las muestras de la masa tumoral VX2 se sometieron a su inclusién en parafina y al corte

con microtomo en secciones de 3 um de grosor.

Una vez obtenidos los cortes histoldgicos, éstos fueron tefiidos con una tinciéon convencional
con hematoxilina-eosina (H&E) con la finalidad de valorar el aspecto microscépico de la masa
tumoral y de las lesiones hepaticas ocasionadas por la misma. La evaluacion de las muestras se
llevé a cabo por medio de un microscopio éptico Axioskop 40, a través de los objetivos de x5,
x10, x20 y x40 aumentos. Asimismo, las imagenes fueron tomadas con un sistema de captacidn

digital (Axiocam MRc5) acoplado al propio microscopio dptico.

4.11. Viabilidad in vitro de las células Caco 2 sometidas a la acciéon de los

farmacos

Dado lo inesperado de los resultados obtenidos in vivo en relacién a la eficacia terapéutica de
ambas formas de presentacién del CDDP, se disefié una pequena experiencia en colaboracion
con la Unidad de Fisiologia Animal de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Zaragoza,
que aportd los materiales y el personal necesarios para su ejecucion. Esta consistid en la

valoracion de la viabilidad de la linea celular Caco 2 tras su exposicion a concentraciones
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crecientes de CDDP y CDDP nanoparticulado, con la finalidad de comprobar la fiabilidad de los

resultados obtenidos in vivo y asi descartar un posible fallo en el procedimiento experimental.

Las células Caco 2 fueron mantenidas por pasajes sucesivos en frascos de cultivo de 25 cm? en
medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) High Glucose (Gibco®, Thermo Fisher),
conteniendo un 5% de suero fetal bovino, a 37°C y 5% de humedad. Tras una tripsinizacién
suave, las células se resuspendieron en 2-3 ml de medio y se empled una camara de Neubauer
para su contaje. A continuacion, se resembraron en placas de cultivo de 24 pocillos de fondo
plano a una densidad de 5x102 células/cm?y se llevaron a incubar durante 24 horas a 37°Cy un

5% de CO; con el fin de que las células quedaran adheridas.

El farmaco y su presentacion nanoparticulada se afiadieron por triplicado a los pocillos en
volumen suficiente para alcanzar concentraciones de 0,25, 2,50 y 50,00 uM (por error no se
incubd a 25 UM como estaba previsto), y se mantuvieron en incubacidn durante una hora.
Transcurrido ese periodo, el medio fue aspirado y sustituido por medio fresco sin farmaco.
Finalmente, la placa fue incubada durante un periodo adicional de 24 horas para permitir la

accion del farmaco.

Transcurrido dicho tiempo, se procedié a valorar la supervivencia celular por el método MTT
utilizando un kit comercial (Biomodel®). El ensayo MTT es un test colorimétrico que cuantifica
indirectamente la viabilidad celular por medio de la determinacién de la actividad de las enzimas
oxidorreductasas mitocondriales dependientes de NAD(P)H. Esto nos permite determinar el
numero de células viables sin necesidad de realizar un recuento, por lo que suele emplearse
para valorar el grado de citotoxicidad de un determinado farmaco a distintas concentraciones,
tanto sobre lineas celulares comerciales como sobre cultivos primarios de células de pacientes.
En las células viables, y sobre todo en las de rdpido crecimiento, estas enzimas catalizan la
transformacion del MTT o tetrazolium (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5 difeniltetrazol)
de color amarillo, en su forma cristalizada y soluble en dimetilsulféxido (DMSO), el formazan
((E,Z)-5-(4,5-dimetilltiazol-2il)- 1,3-difenilformazan) (figura 4). Dicha reaccion da lugar a una
solucién de color morado de intensidad variable, directamente relacionada con la actividad
enzimatica mitocondrial e indirectamente relacionada con el nimero de células viables. De esta
forma, un color morado intenso se traduciria en una elevada viabilidad celular y, por el contrario,
un color morado débil implicaria una viabilidad celular reducida y a su vez, una mayor
citotoxicidad de la sustancia a testar (Berridge, Herst y Tan, 2005; van Meerloo, Kaspersy Cloos,

2011; Bahuguna et al., 2017).
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La intensidad del color de la solucién se determind por medio de la medicién de la absorbancia

con un espectrofotometro (Beckman Coulter DTX-880 Multimode Detector) a 560 nm.

NAD(P)H NAD (P)

ool <, &
2h30min
o a 37°C
10 pl MTT Formazan

Eliminacion del
medio de cultivo

100 yl DMSO
y agitacion

Figura 4. Representacidon esquematica de los pasos a seguir durante la
realizacion del test MTT para la determinacion de la viabilidad celular
in vitro.

Para determinar el porcentaje de viabilidad celular resultante en cada caso, los valores de
absorbancia obtenidos en las muestras problema se relacionaron con aquel obtenido en la
muestra control, que representaria el 100% de viabilidad celular al no haber sido expuesto a
ninguna de las formas de presentacion del CDDP. La significacién de los resultados fue valorada

por medio del andlisis de la varianza (ANOVA), tomando como referencia un valor de p < 0,05.
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5. RESULTADOS
5.1. Implantaciéon del tumor VX2 y cuidados postoperatorios

La implantacidn quirdrgica del fragmento tumoral VX2 en higado y consiguiente desarrollo de
una masa neoplasica resultd exitosa en los 10 animales empleados en este estudio. Como ya se
comentd previamente, los cuidados postoperatorios incluyeron un régimen de vigilancia
exhaustivo, por el cual se controld y registré en cada caso el comportamiento de los animales,
la temperatura rectal, el aspecto de la cicatriz fruto de la intervencion, y ademas se procedio a
la administracion diaria de los farmacos que proporcionarian un adecuado grado de analgesia y

cobertura antibidtica.

Como resultado de la monitorizacion periddica de los animales, se pudo concluir que en el tiempo
durante el cual se prolongd este estudio no se detectaron signos de malestar o dolor en ninguno
de los individuos, ni siquiera a la palpacion de la zona donde se ubicaba la masa tumoral en
crecimiento. En cualquier caso, se tomé la precaucién de administrar buprenorfina por via IM
durante los primeros 2 dias del postoperatorio y meloxicam por via SC durante 5 dias.

Por lo general, la actitud observada durante la exploracién de los animales se caracterizé por un
grado normal de actividad y por el tipico comportamiento de juego, acicalamiento e interaccién
con el cuidador.

En lo que respecta al control de la temperatura corporal, si bien en todos los animales
intervenidos se detectd un ligero descenso de la misma tras la operacion achacable a la
administracién de medetomidina, los valores de temperatura registrados se mantuvieron en el
rango de normalidad a excepcién de un caso, en el cual se detectdé un ligero aumento de la
misma debido a un proceso febril. En estas circunstancias, se optd por la administracién IM de
10 mg/kg de cefotaxima cada 12 horas durante 5 dias adicionales como alternativa a la
enrofloxacina. Como resultado, se observé una clara mejoria en los animales tratados al cabo

de tan solo 24 horas.

Asimismo, se llevd a cabo el seguimiento y registro del peso de todos los animales, desde el
momento de su recepcién en la Unidad de Farmacologia hasta su sacrificio (tabla 1). Se considerd
que el peso podia constituir un aspecto valioso a la hora de valorar aspectos tales como la
evolucién postquirdrgica del estado del animal, los posibles efectos paraneoplasicos derivados de
la presencia y crecimiento de la masa tumoral hepatica, asi como de la posible toxicidad sistémica
derivada del tratamiento antitumoral basado en la administracion de CDDP. Por ello, podria

decirse que este parametro fue empleado como un indicador del grado de bienestar animal.
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Tabla 1. Valores obtenidos tras la determinacion del peso (g) de cada individuo previamente a
la intervencidn quirdrgica, a la administracion del tratamiento farmacoldgico y al sacrificio.

ID. ANIMAL Peso pre-cirugia Peso pre-tratamiento Peso pre-sacrificio

1786 1880 2045
2427 2317 2567
2478 2240 2530
2381 2170 2393
1013 1935 2056
2081 2040 2308
2438 2590 2052
2189 2233 2671
2228 2300 2692
2200 2209 2526

5.2. Controles ecogréficos secuenciales

Cada animal incluido en este estudio fue sometido a una serie de controles ecograficos tras la
intervencion, de manera que el primero de ellos se realizd coincidiendo con la retirada de las
grapas, aproximadamente a los 7-10 dias postimplantacién. Durante este periodo, solo dos de
los animales intervenidos mostraron indicios de crecimiento tumoral, detectable por ecografia

como una masa nodular ecogénica de aproximadamente 0,5 cm de didmetro.

Los controles ecograficos prosiguieron segun lo previsto, realizindose sobre todos los animales
hasta obtener una imagen ecografica compatible con la presencia de una masa tumoral hepatica
de aproximadamente 1x1 cm (figura 5), momento en el cual daria comienzo la terapia

farmacoldgica asignada en cada caso.

Las ecografias realizadas sobre los animales no tratados con CDDP, es decir, pertenecientes a
los grupos 1y 2, a los dias 17 y 18 postimplantacion, proporcionaron una imagen compatible
con la presencia de una masa tumoral esférica o elipsoidal de aproximadamente 2x2 cm, bien
delimitada y facilmente distinguible del parénquima hepatico normal por su textura
heterogénea y mayor ecogenicidad.

En algunos de estos individuos, la imagen ecografica obtenida mostré un patrén “en ojo de
buey”, caracterizado por la presencia de una masa esferoidal cuyo centro mostraba una mayor
ecogenicidad en comparacidn con el parénquima hepatico sano, y rodeado inmediatamente por
un halo anecoico (figura 6). Esta descripcidn se correspondia con la existencia de tejido necrético

en el centro de la masa tumoral rodeado de una intensa reaccion inflamatoria como respuesta
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al progresivo avance de las células carcinomatosas, tal y como se pudo confirmar
posteriormente gracias al estudio histopatolégico de las muestras. Estas caracteristicas se
atribuyeron al rapido crecimiento tumoral no acompafiado de la neovascularizacién necesaria
como para mantener la viabilidad de las células malignas, que en consecuencia murieron por

hipoxia.
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En lo que respecta a los controles ecograficos realizados a dia 17 y 18 postimplantacion sobre
los animales de los grupos 3 y 4, cabe destacar que, en aquellos individuos en los que se
administré la forma convencional del CDDP no se obtuvo una imagen ecografica compatible con
la presencia y desarrollo de una masa tumoral en ninguno de los dos controles, sin embargo, y
al contrario de lo que cabria esperar, en los tres animales que recibieron como tratamiento
antitumoral la forma nanoparticulada del CDDP, si se detectd una imagen ecografica compatible
con la presencia de una masa tumoral hepatica, de tamafio bastante variable entre los conejos
pertenecientes a este grupo, pero siempre claramente inferior al observado en aquellos

animales no tratados con CDDP.

5.3. Hemogramay bioquimica

Los parametros determinados por medio de la realizacién del hemograma, asi como los niveles
de creatinina y BUN obtenidos tras la realizacion del perfil bioquimico renal, antes y después del
tratamiento farmacoldgico, no revelaron ningln hallazgo que pudiera hacer sospechar de

anomalias en la funcién orgénica (tabla 2).
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En consecuencia, se puede afirmar que no se detectaron diferencias en lo que respecta al estado
general de salud y a la funcidon renal antes y después de la terapia farmacoldgica, ni siquiera
entre aquellos animales tratados con CDDP en su forma de presentacién convencional con

respecto a aquellos tratados con su forma galénica nanoparticulada.

Tabla 2. Valores de creatinina (mg/dl) y BUN (mg/dl) obtenidos para cada uno de los animales
antes y después del tratamiento farmacoldgico.

CREATININA BUN
ANTES DESPUES ANTES DESPUES
1 0,4 = 11.0 -
1 0,6 0,5 9,0 9,0
2 0,4 0,7 13,0 13,0
3 0,6 0,6 12,0 13,0
1 0,4 0,7 10,0 14,0
2 0,5 0,6 10,0 13,0
3 0,4 0,8 10,0 17,0
1 0,3 0,7 11,0 13,0
NanoCisPt 2 0,7 0,7 16,0 11,0
3 0,3 0,7 12,0 15,0

5.4. Necropsia

Todos los animales intervenidos fueron eutanasiados 5 dias después de la administracion del
tratamiento farmacoldgico, tras la realizacidon de su ultimo control ecografico, dando asi por
finalizada la monitorizacion del crecimiento de la masa neoplasica y evitando en todo caso un
desarrollo tumoral excesivo que pudiera comprometer el bienestar animal. Se procedid
entonces a la realizacidon de la necropsia, en la cual se llevd a cabo el examen de los érganos
internos en busca de posibles metastasis y la exéresis de la regidon hepatica donde se asentaba
la masa tumoral, con el fin de determinar su tamafio real por medio de medicionesy de proceder

a la toma de muestras para el estudio histopatoldgico.

Ninguno de los animales incluidos en la investigacion sufrié el desarrollo de metdstasis
aparentes en el periodo durante el cual se prolongd el estudio. La necropsia reveld la presencia
de una masa tumoral hepatica Unica de tamafio variable segun la terapia farmacolégica recibida
por el sujeto, sin mas indicios de lesiones macroscdpicas en otros érganos. Este hallazgo fue
considerado como satisfactorio, pues en ningln caso se persiguié un excesivo desarrollo de la

masa tumoral ni el desarrollo de focos de metastasis.
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La necropsia del animal BK y de aquellos animales que recibieron Unicamente una solucién de
SSF+ CIK+ Nano, reveld la presencia de una masa tumoral hepatica nodular de color blanquecino,
aspecto liso y homogéneo, con bordes bien delimitados, que protruia del parénquima hepatico

dado su tamafio (figura 7).

Por otro lado, al realizar la necropsia de los animales tratados con CDDP en su forma
nanoparticulada, se detecté una masa tumoral de iguales caracteristicas a las descritas, pero de
un tamafio menor a aquel observado en los animales no tratados con el agente quimioterapico
en cuestién y superior al observado en animales tratados con la forma convencional del CDDP,
lo que podria indicar una menor efectividad del fdrmaco nanoparticulado en comparacién con

su forma de presentacién convencional.

Tal y como se observd en los controles ecogréficos, aquellos animales que recibieron un
tratamiento con CDDP en su forma farmacoldgica convencional no mostraron un elevado grado
de desarrollo del tumor, sin embargo, si se detecté la presencia de una pequefia lesion
macroscépica de aspecto tumoral a nivel hepatico en aquella zona en la que se supone se ubico
el fragmento implantado (figura 8), lo que evidenciaria, por una parte, el éxito de la implantacién
y por otra, la efectividad de la terapia antitumoral de la forma galénica convencional del CDDP.
Solamente en uno de los individuos tratados con CDDP se observd un decrecimiento total de la
masa neoplasica, quedando Unicamente la cicatriz resultante de la implantacion como

remanente.
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Figura 7. Masa tumoral hepatica de 2x2 Figura 8. Masa tumoral hepatica de <0,5 cm de
cm observada durante la necropsia del didmetro observada durante la necropsia del
animal Nano 2. animal CisPt 3.
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Una vez realizada la exéresis de las masas tumorales, se procedidé a la estimacion de su volumen

de la forma mas precisa posible (tabla 3). Dado que la mayor parte de los tumores observados

mostraban una forma elipsoidal, se recurrié a la medicién de sus tres ejes principales con el fin

de calcular su volumen real a partir de la siguiente ecuacién:

Volumen del tumor = g Tabc (1)

Donde a, b y ¢ se correspondian con los valores obtenidos tras la medicion de los tres ejes

principales.

En aquellas masas neopldsicas cuya morfologia se correspondia mas bien con una forma

esferoidal, se consideré que el calculo del volumen tumoral seria mas preciso por medio de la

aplicacion de la siguiente ecuacién:

Volumen del tumor = g 7 (eje mayor)? x eje menor (2)

Tabla 3. Valores (en mm) obtenidos tras la medicién de los ejes a, by c, y tras el calculo del volumen

(mm?) de cada masa tumoral hepéatica por medio de la aplicacién de las ecuaciones 1y 2.

GRUPO ID Eje a Eje b Eje c VOLUMEN

1 20 22 18 33175
1 22 20 22 40547
2 19 20 18 28651
3 19 18 20 28651
1 No aparente  No aparente  No aparente 0
2 2 4 No aparente 134
3 2 3 No aparente 75
1 3 5 No aparente 189

NanoCisPt 2 10 10 7 2932
3 5 6 4 502
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5.5. Histopatologia

La observacién de las preparaciones histoldgicas por microscopia éptica a 50 aumentos permitié

detectar zonas de hemorragia junto con una regién central débilmente tefiida, lo que se

corresponderia con un proceso de necrosis celular por hipoxia debido a un deficiente desarrollo

de la neovascularizacién dada la gran velocidad de crecimiento tumoral (figura 9).

En la zona periférica del tumor, se aprecid una “corona” de proliferacion celular activa,

caracterizada por una elevada densidad de células neoplasicas. Ademas, se observd una clara

delimitacidn entre la masa tumoral y el tejido hepatico normal por la presencia de una capsula

de tejido conjuntivo de grosor variable entre las distintas preparaciones (figura 10). Sobre esta

“zona de transicion”, localizada entre la masa tumoral en crecimiento y el tejido hepatico sano

adyacente, se asentaba un importante infiltrado de células inflamatorias y tumorales, junto a

sus respectivos detritus, como resultado de la respuesta inmune ofrecida por el organismo ante

el avance del proceso neoplasico.

Figura 9. (A) Hemorra
difusas intratumorales (5x).
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Figura 10. Zona de transici
tumoral y el tejido hepatico sano adyacente
(5x): (A) Células neoplasicas en proliferacion;
(B) Gruesa capsula de tejido conjuntivo con
inflamatorias vy
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Asimismo, el estudio microscépico de las secciones histoldgicas a estos aumentos permitio
distinguir una distribucién intratumoral de las células neoplasicas en acimulos, formando islotes
regulares con un elevado nimero de nucleos celulares delimitados por una fina capsula de

estroma conjuntivo (figura 11).

oy
Tas i i v

Figura 11. Distribucién intratumoral de las células
neopldsicas en forma de islotes regulares (A) separados
por una fina capa de tejido conjuntivo (=) (5x).

Curiosamente, se observo un aplanamiento de los hepatocitos localizados en el parénquima
hepatico circundante a la masa neopldsica debido a la compresidn ejercida por la misma, lo que
es indicativo de un crecimiento tumoral de tipo expansivo, mientras que los tumores de
comportamiento maligno como el que nos ocupa, suelen presentar un patrén de crecimiento
invasivo caracterizado por la infiltracién del tejido sano por parte de las células neoplasicas,

aspecto que también se aprecid en este caso.

En los cortes histoldgicos obtenidos a partir de conejos pertenecientes al grupo CisPt, se observd
el mayor grado de regresidn tumoral, coincidiendo con el aspecto macroscépico observado
durante la necropsia. En estos casos, se aprecidé una gruesa cdpsula de tejido conjuntivo
delimitando un nimero de células neopldsicas manifiestamente inferior al observado en los
cortes histopatoldgicos pertenecientes a los conejos de los otros grupos. Asimismo, se detectd
cierto grado de fibrosis intratumoral, lo que podria corresponderse con zonas de cicatrizacion
estimulada por la liberacion tumoral de factores de crecimiento (figura 12). Ademas, en estas
preparaciones resulta relevante mencionar la presencia de calcificaciones rodeadas de una
reaccién inflamatoria de cuerpo extrafio caracterizada por la presencia de células gigantes

multinucleadas (figura 13).
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Figura 12. (A) Fibrosis intratumoral Figura 13. Puntos de calcificacion (A)
visualizada como un drea mas débilmente rodeados de una reaccién de cuerpo extrafio

teflida debido a la presencia de fibras de | w) gada la cronicidad de la lesién tumoral
tejido conjuntivo (5x). (10x)

A partir de los 200 aumentos, el estudio histopatolégico de las muestras permitié valorar
caracteristicas microscopicas vinculadas a la malignidad del tumor, ya evidenciada en parte por
las dreas de necrosis y hemorragia visualizadas previamente, propias de tumores de rapido
crecimiento, y secundadas por un elevado grado de celularidad y atipia. Esta imagen se
caracterizd por la presencia de un importante nimero de células basdéfilas con una elevada
relacién nucleo-citoplasma, que ademas presentaban diferencias relevantes en lo que respecta
a su tamafio y forma. También se detectd un elevado numero de nucleolos evidentes y una

cromatina dispersa o vacuolizada, junto con numerosas mitosis atipicas (figura 14).

Figura 14. Gran celularidad intratumoral con un elevado grado
de atipia y presencia de abundantes mitosis atipicas
intratumorales (Q) (x20).

25



5.6. Viabilidad in vitro de las células Caco 2 sometidas alaaccién delos farmacos

Como ya se ha mencionado previamente, y dado lo inesperado de los resultados obtenidos in
vivo, se optd por comprobar la efectividad in vitro de las formas de presentacién convencional
y nanoparticulada del CDDP por medio de la exposicion de la linea celular Caco 2 a las terapias

en estudio y la posterior determinacién del grado de viabilidad celular.

La exposicion de la linea celular Caco 2 al CDDP y al CDDP nanoparticulado a una concentracion
de 0,25 pM, dio como resultado un porcentaje de viabilidad celular promedio de 71,5% y 82,0%,
respectivamente. Siguiendo con el protocolo, la exposicion del cultivo celular a CDDPy a CDDP
nanoparticulado a una concentracién de 2,5 uM, dio como resultado promedio un 89,05% y un
98,75% de viabilidad celular, respectivamente. Y para finalizar, la adicién de CDDP y de CDDP en
su forma nanoparticulada a una concentracion de 50 uM, dio como resultado valores de

viabilidad celular media del 52,4% y 67,6%, respectivamente.

Por medio de la aplicacién del analisis de varianza (ANOVA), se pudo determinar que los Unicos
resultados de viabilidad celular que mostraban diferencias significativas (p < 0,05) con respecto
a aquellos observados en el cultivo celular control, fueron los resultantes de la exposicidn de las
células Caco 2 al CDDP en su forma de presentacidon convencional a una concentracion de 0,25 uM,
y aquellos obtenidos tras la exposicion del cultivo celular al CDDP convencional vy
nanoparticulado a una concentracion de 50 uM (figura 15).

Resulta relevante mencionar la inexistencia de diferencias significativas entre los resultados de
viabilidad celular obtenidos tras la exposicion del cultivo a ambas formas de presentacion del
CDDP en estudio, lo que parece indicar una falta de efecto protector o potenciador de las

nanoparticulas al conjugarlas con el CDDP.

0,25 uM
120,00 "

100,00
80,00
60,00

40,00

% de viabilidad celular

20,00

0,00
Control CisPt NanoCisPt
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Figura 15. Viabilidad celular (%) de la linea Caco 2/TC7 tras su exposicién a dosis crecientes
(0,25 uM, 2,5 uM y 50 uM) de CDDP y de su forma nanoparticulada. Los asteriscos sefalan
aquellos valores de viabilidad celular significativamente diferentes con respecto aquellos
obtenidos en el cultivo celular control (*p < 0,05, **p < 0,001, ***p < 0,0001).
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6. DISCUSION

Por medio del empleo de un nimero reducido de animales de experimentacion, este estudio ha
pretendido obtener datos preliminares que permitieran comparar la eficacia, a corto plazo, del
CDDP con respecto a su forma de presentacion nanoparticulada como tratamiento
quimioterdpico frente al modelo tumoral VX2 implantado en higado de conejo. El escaso tamaiio
muestral empleado en este estudio constituye una importante limitacién, de manera que los
datos asi obtenidos no poseen la significacion estadistica necesaria para la formulacion de
conclusiones sélidas. Por este motivo, seria recomendable emprender investigaciones
posteriores relativas al uso de nanoparticulas como vehiculo de farmacos quimioterdpicos con

el fin de obtener resultados adicionales.

En el disefio experimental de este estudio se optd por la implantacion de un fragmento tumoral
de aproximadamente 1 mm?3 en el extremo caudal del 16bulo hepatico lateral izquierdo de cada
conejo por medio de la realizacidon de una laparotomia media, procedimiento que se ejecutd con
éxito en el 100% de los casos. A pesar de existir técnicas de implantacidon tumoral alternativas
menos cruentas, como la inoculacién percutdnea en higado de una suspensién de células
tumorales de concentracion conocida por medio de técnicas de imagen avanzadas, los
resultados obtenidos por este procedimiento ofrecen una tasa de éxito variable. Asi, mientras
Luo et al. (2010) y Wang et al. (2013) obtuvieron el mismo porcentaje de éxito y la misma
velocidad de crecimiento en masas tumorales VX2 implantadas en higado via laparotomia media
qgue en aquellas implantadas por via percutanea con la ayuda de tomografia computerizada (TC),
Chen et al. (2004), Virmani et al. (2008) y Sun et al. (2012) obtuvieron tasas de éxito de alrededor
del 92% en aquellos casos en los que se llevd a cabo la implantacidn tumoral hepatica por medio
de una laparotomia media, frente al 47% cuando ésta se realiz6 por medio de la inoculacién de

células tumorales por via percutanea.

A pesar de no poseer un origen hepatico, numerosos argumentos avalan el empleo del
carcinoma anaplasico de células escamosas VX2 como modelo en el estudio de nuevas terapias
frente al HCC, entre los que cabe citar su propia naturaleza histoldgica, su rapido crecimiento,
la semejanza de la vascularizacion tumoral desarrollada durante su crecimiento con respecto al
HCC humano, asi como su potencial para generar metdstasis tempranas tanto por via
hematdgena como por via linfatica, siguiendo incluso el mismo patréon metastatico que el HCC
(Lee et al., 2009). Sin embargo, el empleo de este modelo tumoral no esta exento de dificultades.
Uno de los principales desafios encontrados en el transcurso de esta investigacién fue

determinar el momento conveniente para iniciar la terapia farmacoldgica. Asi, mientras

28



numerosos estudios experimentales (Sonoda et al., 2011; Li et al., 2020; Shi et al., 2020) optaron
por comenzar la administracidon de farmacos a tiempo fijo (en la mayoria de los casos, a las 2
semanas postimplantacidon tumoral), en el disefio de este estudio se programé el comienzo de
la administracion farmacolédgica no a tiempo fijo, sino a tamano fijo. De esta forma, se priorizé
el tamano de la masa tumoral en desarrollo, determinado por medio de controles ecogréficos
seriados, como parametro indicador del momento conveniente para iniciar la terapia
antitumoral. Esta decision se vio en parte motivada por la metodologia empleada en medicina
humana para el tratamiento de pacientes que padecen HCC, basada en las directrices del
Barcelona Clinic Liver Cancer (BCLC), segun las cuales las distintas opciones de tratamiento se
barajan en base al estadio del tumor, atendiendo a aspectos tales como su tamafio, el nimero
de masas tumorales, la invasion de vasos adyacentes por las células malignas, etc. En este caso,
se determind que el momento dptimo para comenzar el tratamiento farmacoldgico se
correspondia con un tamafio tumoral no superior a 1x1 cm, equivalente segin el BCLC a un HCC
en un estadio 1 o de desarrollo temprano (Wang et al., 2013; Richani et al., 2016; Raoul et al,,
2018).

En ningln caso se permitié que la masa tumoral alcanzase un tamafio superior a los 2 cm de
didmetro, lo que suele producirse a partir de los 21 dias postimplantacion. Un crecimiento
tumoral excesivo se ha visto vinculado a una pérdida de apetito y de peso notable por parte de
los animales implantados, con la pérdida de bienestar que ello conlleva. Asimismo, con esta
decisidon se pretendid evitar el desarrollo de metastasis extrahepaticas, ya que, aunque este
hecho proporcionaria datos de interés acerca de los posibles patrones metastaticos y la
influencia de las distintas formas galénicas administradas sobre su desarrollo, en ningln caso

este estudio persiguio dicho objetivo (Luo et al., 2010; Wang et al., 2013).

En lo que respecta al estudio de la eficacia terapéutica de ambas formas de presentacion del
CDDP frente al tumor VX2 hepatico en conejo, los resultados obtenidos in vivo parecen indicar
gue la forma nanoparticulada del CDDP no ejerce un mayor efecto antineopldsico, determinado
por el grado deregresion de lamasa tumoral hepatica, en comparacién con el CDDP en su forma
de presentaciéon convencional administrado a la misma dosis (40 mg/m? de superficie corporal).
Por otro lado, el estudio de los efectos citotdxicos in vitro de la terapia farmacoldgica con CDDP
en sus dos formas de presentacién proporciond resultados un tanto dispares y no concluyentes,
pues resulta contradictorio que el grado de viabilidad celular obtenido tras la exposicion de las
células Caco 2 al CDDP a una concentracidn de 2’5 uM no presente diferencias significativas
(p > 0,05) con respecto al control, y en cambio, estos mismos resultados sean significativos al

exponer el cultivo celular a concentraciones 10 veces menores de farmaco.
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Ademas, la revisidn de la bibliografia generada a partir de investigaciones con lineas de trabajo
similares proporciond datos no coincidentes a los obtenidos en este estudio. Asi, Mondal y
Khuda-Bukhsh (2019), observaron una mayor citotoxicidad in vitro sobre la linea de células
hepatocarcinomatosas HepG2 tras su exposicién a la nanoforma coencapsulada de CDDP y
farnesol en comparacion con la exposicién de las mismas a la forma de presentacidn
convencional del CDDP, y del mismo modo, Zhai et al. (2018), observaron que el CDDP
vehiculizado por nanoparticulas lipidicas presentaba una mayor citotoxicidad in vitro al ser
afadido a un cultivo de células hepatocarcinomatosas HepG2 en comparacién con su forma de

presentacion convencional.

En cualquier caso, es importante considerar que actualmente el desarrollo de nuevas terapias
contra el cancer surge fruto de un planteamiento integrado de las mismas, por ende, aunque
administrado de forma Unica, el NanoCisPt ha resultado no tener los efectos terapéuticos
esperados, podria constituir una elemento prometedor en terapias combinadas frente a
neoplasias de distinta naturaleza, incorporandolo a técnicas como la quimioembolizacidn
arterial transcateteral o la termoterapia por medio de la aplicacién de campos magnéticos

alternos (Zhang et al., 2018).

Con respecto a los posibles efectos adversos derivados del tratamiento quimioterdpico, cabe
mencionar que, aungue en este estudio no se observaron evidencias de disfuncién renal en
ninguno de los animales tratados por medio de la determinacion de los niveles sanguineos de
creatinina y BUN, son varios los autores que han reportado una menor nefrotoxicidad como
resultado de la administracién del CDDP vehiculizado por nanoparticulas en comparacion con
su forma de presentacién convencional. Asi, Comenge et al. (2012), EI-Gizawy et al. (2020) y El-
Sheikh et al. (2021) pudieron apreciar un dafio renal severo en aquellos animales de
experimentacién tratados con CDDP por medio del estudio histopatoldgico de las muestras, que
no detectaron en los animales tratados con CDDP vehiculizado por nanoparticulas de distinta

naturaleza a la misma dosis.

Tras la preparacion de los cortes histolégicos y su tincidon con H&E, éstos fueron examinados por
medio de microscopia éptica. Resulta relevante mencionar que el aspecto microscépico ofrecido
por la masa tumoral no respondia exactamente a las caracteristicas histopatolégicas tipicas de
un carcinoma de células escamosas, caracterizado por una diferenciacion celular en
gueratinocitos displdsicos, y frecuentemente acompafado de aspectos tales como
hiperqueratosis, acantosis e incluso presencia de perlas de queratina (Goldschmidt vy

Goldschmidt, 2016). Una posible explicaciéon a este hecho seria la elevada velocidad de

30



crecimiento de la masa tumoral, que podria haber provocado una degeneracién de las células
tumorales por hipoxia y/o falta de nutrientes antes de alcanzar dicho grado de diferenciacion
dada la escasa neovascularizacion.

En este caso, entre los hallazgos histolégicos mas resefiables cabe destacar un considerable
grado de atipia celular, acompafado de una alta tasa de mitosis atipicas y una importante
desorganizacién de la estructura histoldgica hepatica normal debido a la presencia de amplias

areas de necrosis intratumorales (Kreuter et al., 2008; Luo et al., 2010; Yi et al., 2019).
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7. CONCLUSIONES

A la luz de los resultados obtenidos en este estudio preliminar, la administracién de CDDP
conjugado con nanoparticulas como tratamiento quimioterapico frente al carcinoma VX2
implantado en higado de conejo, no parece mostrar una mayor eficacia terapéutica in vivo en
comparacién con la administracién de CDDP en su preparacion farmacoldgica convencional a la
misma dosis. Por otro lado, y considerando el reducido tamafio muestral empleado, la forma
convencional del CDDP parece constituir una opcidn de tratamiento antitumoral eficaz frente al

tumor VX2 hepatico en conejo.

En cualquier caso, y de cara a futuras investigaciones, seria interesante solventar aquellos
aspectos considerados como una limitacién del procedimiento experimental con el objetivo de
obtener resultados mas concluyentes. Algunas de las propuestas a considerar serian el empleo
de un mayor tamafo muestral, la inclusién de procedimientos adicionales que permitan evaluar
de forma mas sensible los posibles efectos adversos sobre la funcién organica sistémica y, sobre
todo, sobre la funcién renal, derivados de la administracion de CDDP en sus dos formas de
presentacion, y la incorporacidon de nuevos elementos a la terapia, como bien podria ser la
inclusién de mecanismos activos para dirigir especificamente la liberacion del farmaco al érgano

diana.

CONCLUSIONS

In light of the results obtained in this preliminary study, the administration of CDDP conjugated
with nanoparticles as a chemotherapeutic treatment against VX2 carcinoma implanted in rabbit
liver seems to show a lower therapeutic efficacy in vivo compared to the administration of CDDP
in its conventional form at the same dose. On the other hand, and considering the small sample
size used in this experiment, the conventional form of CDDP seems to be an effective antitumor

treatment option against VX2 liver tumor in rabbit.

In any case, and with regard to future research, it would be interesting to solve some limitations
of the experimental procedure in order to obtain more conclusive results. Some of the proposals
to consider are the use of a larger sample size, the inclusion of additional procedures that allow
a more sensitive evaluation of the adverse effects on systemic organic function and, especially,
on renal function, derived from the administration of CDDP in its two pharmacological forms,
and the incorporation of new elements to therapy, like the inclusion of active mechanisms to

specifically direct the release of the drug to the target organ.
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8. VALORACION PERSONAL

Considero que la realizacion de esta memoria ha supuesto un desafio para mi, sobre todo en lo
que respecta a su tematica. Mis conocimientos tedricos de partida sobre quimioterapia y
nanoparticulas eran practicamente inexistentes, y es gratificante observar como éstos se han
ido desarrollando gracias a una exhaustiva revisién bibliografica y a su puesta en practica en el

laboratorio de la Unidad de Farmacologia de la Facultad de Veterinaria.

La elaboracién de un trabajo de fin de grado experimental me ha permitido involucrarme en la
ejecucién de un proyecto de dmbito nacional y explorar el campo de la investigacién,
desconocido por mi hasta ahora, como posible salida laboral. Ademas, he podido asistir a
multiples sesiones practicas de la asignatura de Farmacologia a lo largo del curso, estando
presente en las explicaciones impartidas y siendo participe del protocolo disefiado, desde la
recepcién de los conejos en el Laboratorio de Farmacologia, hasta su eutanasia con el fin de

valorar los resultados obtenidos.

Por otro lado, la contrastacion de los resultados obtenidos experimentalmente en este trabajo
con aquellos recogidos en otros estudios con lineas de investigacion similares me ha permitido
desarrollar mis habilidades de busqueda bibliografica, partiendo de la eleccidon de fuentes de
informacion fidedignas, y pasando por la selecciéon de la informacidn mds relevante y pertinente
para el desarrollo de mi trabajo. Ademas, durante la elaboracién de esta memoria, he aprendido
a hacer un uso responsable de los diferentes recursos, y he adquirido conocimientos acerca del

uso de distintas herramientas y gestores de referencias bibliograficas.

Para concluir, me gustaria agradecerle a José Javier Aramayona Alonso, profesor titular de
Farmacologia, el haberme permitido colaborar con él en el desarrollo de esta investigacion, asi
como por su tiempo e implicacion en la creacién de este trabajo, proporciondndome
conocimientos valiosos fruto de su propia experiencia y ensefiandome a afrontar las dificultades
que pueden surgir durante el desarrollo de un procedimiento experimental. Ademds, también
me gustaria agradecer su colaboracion al personal del Departamento de Fisiologia Animal, por
su participacion en la ejecucidon de los ensayos in vitro y en la interpretacién de los datos

estadisticos.
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