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ES 2365218713

DESCRIPCION
Uso de lipidos anfifilicos para la preparacion de una composicidn farmacéutica para reducir la metastasis tumoral.

La presente invencion se refiere al uso de lipidos anfifilicos como Unico compuesto activo para la preparacion
de una composicion farmacéutica para reducir la metéstasis tumoral, en el que los lipidos anfifilicos son fosfolipidos.

Los tumores y enfermedades cancerosas en general estan entre las principales causas de enfermedad grave y
muertes de seres humanos. Incluso tras la extraccién quirirgica de un tumor, los pacientes frecuentemente padecen
enfermedades tumorales, principalmente metastasis tumorales. El desarrollo de carcinosis peritoneal tras el tratamiento
quirdrgico de canceres digestivos, por ejemplo, es todavia una causa frecuente de recidiva. En céncer gastrico con
invasion serosa, hasta el 50% de los pacientes desarrollan carcinosis peritoneal incluso si se realiza reseccidn curativa
(Boku T et al., Br J Surg 1990; 77:436-9; y Jansen M et al., Chirurg 2001; 72:561-5). Varios estudios demostraron que la
deteccidn de células tumorales aisladas, libres en la cavidad peritoneal puede servir como marcador de pronéstico para
la supervivencia posoperatoria de pacientes con cancer gastrico y colorrectal (Koga S et al., J Cancer Res Clin Oncol
1984; 108:236-8; Schott A et al., Ann Surg 1998; 227:372-9; Bando E et al., Am J Surg 1999; 178:256-62; y Broll R et
al., Langenbecks Arch Chir 1996; 381:51-8).

La recidiva de tumor peritoneal puede ser un resultado de células tumorales libres intraperitoneales, residuales
producidas por invasion serosa del tumor primario o exfoliacién intraoperatoria. La invasion de células tumorales en la
pared peritoneal es un proceso complejo que incluye union, proteolisis y migracion (Schwartz OK, Semin Oncol 1996;
23:316-24). La etapa mas importante en el desarrollo de la diseminacion peritoneal parece residir en la adhesiéon de
células tumorales a células mesoteliales 0 componentes de la matriz extracelular (Kiyasu Y et al., Cancer Res 1981;
41:1236-9; Koga S et al., Gann 1980; 71:8-13; y Schwartz OK, Semin Oncol 1996; 23:316-24). Estudios experimentales
sugieren que las metastasis peritoneales tienden a producirse principalmente en sitios de peritoneo lesionado (Yashiro
M et al., Cancer 1996; 77:1668-75).

La unién de células de cancer gastrico a la superficie peritoneal representa la primera etapa necesaria en la
invasion de células tumorales (Schwartz OK, Semin Oncol 1996; 23:316-24). En un estudio de microscopia electronica
de barrido Kiyasii et al. pudieron demostrar que las células cancerosas no se adherian a las células mesoteliales sino al
tejido conjuntivo submesotelial que se encuentra libre. Sin embargo, las células mesoteliales se volvian hemisféricas y
se producia exfoliacion en presencia de células de cancer gastrico (Kiyasu Y et al., Cancer Res 1981; 41:1236-9).

Puesto que la cirugia sola sigue siendo una cura incompleta, se han evaluado numerosos tratamientos
adicionales. La quimioterapia intraperitoneal es un método fiable para tratar la diseminacion peritoneal, pero se han
descrito complicaciones frecuentes (Hagiwara et al., Surgery 1988; 104:874-881; Fass et al., Langenbecks Arch Chir
Suppl Kongress bd 1998; 115:1363-1366; Sayag et al., Oncology 1993; 50:333-337; Fujimura et al., Int Surg 1999;
84:60-66; Fujimoto et al., Ann Surg 1990; 212:592-596; y Koga et al., Cancer 1988; 61:232-237).

Se han hecho intentos de inhibir la unién de células tumorales. Puesto que la adhesién de células tumorales
peritoneales estd mediada por moléculas de adhesién, se usaron anticuerpos con especificidad para moléculas de
adhesion para inhibir la diseminacion de células de cancer gastrico humanas (Chailley-Heu B et al., Biochem J 1997;
328(Pt1):251-6). El principal problema para el uso clinico de anticuerpos respectivos parece ser la diferente expresion
de estos antigenos en tumores de diferente origen y otras lineas celulares.

Ademas, se han notificado pruebas para reducir metastasis peritoneales usando sulfato de dextrano y
hialuronato de sodio en modelos animales (Hagiwara A et al., Anticancer Drugs 1997; 8:894-7; y Haverlag R et al., Eur J
Surg 1999; 165: 791-5).

El sulfato de dextrano condujo a una reduccion de la implantacidon tumoral en los sitios de lesion en la pared
abdominal de ratones (Hagiwara A et al., Anticancer Drugs 1997; 8:894-7; y Hagiwara A et al., Anticancer Drugs 2000;
11:873-7). Al mismo tiempo, los autores notificaron una supervivencia prolongada en el grupo de tratamiento tras la
inoculacion de células de melanoma. Sin embargo, se observaron varios efectos secundarios cuando se us6 dextrano
para la prevencion de la adhesion. Los principales problemas fueron edema, efusion pleural, mal funcionamiento de la
coagulacion potencialmente mortal y reacciones alérgicas graves (diZerega GS, Curr Opin Obstet Gynecol 1996; 8:230-
7;y Treutner KH et al., Chirurg 2000; 71:510-7).

Se comprob6 que el hialuronato de sodio aumentaba el potencial metastasico de células tumorales
colorrectales, probablemente mediado por el receptor CD44 (Tan et al., Br J Surg 2001; 88:246-250). Por tanto, se
concluy6 que este tratamiento conduce a una potenciacién del crecimiento tumoral intraperitoneal.

El documento EP-A-0 381 514 y HAKOMORI SEN-ITIROH ET AL (“Glycosphingolipid antigens and cancer
therapy”. CHEMISTRY & BIOLOGY (LONDRES), vol. 4, n.° 2, 1997, paginas 97-10) se refieren al uso de esfingolipidos
y glicoesfingolipidos para reducir la metastasis tumoral. El documento US-A-4 797 479 y SAKAI ATSUSHI ET AL
(“Deacylation-reacylacion cycle: A possible absorption mechanism for the novel lymphotropic antitumor agent
dipalmitoylphosphatidylfluorouridine in rats”. JOURNAL OF PHARMACEUTICAL SCIENCES, vol. 82, n.° 6, 1993,
paginas 575-578) da a conocer el uso de nucleésido-fosfolipidos como agentes antitumorales y antimetastasicos.
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En vista de la anterior técnica anterior, la presente invencion se refiere al problema del tratamiento médico de
enfermedades cancerosas, especificamente a la inhibicion de metastasis y recidiva tumorales.

Segun la presente invencion, este problema se soluciona mediante el uso de lipidos anfifilicos como Unico
compuesto activo para la preparacion de una composicién farmacéutica para reducir la metéstasis tumoral, en el que los
lipidos anfifilicos son fosfolipidos.

Los presentes inventores han demostrado sorprendentemente que las metastasis tumorales pueden reducirse
significativamente mediante la administracion de un lipido anfifilico, siendo el lipido anfifilico un fosfolipido, lo que da
como resultado un aumento de las tasas de supervivencia. El lipido anfifilico es seguro y no provoca efectos
secundarios no deseados.

La expresion “lipido anfifilico” se usa en esta solicitud para referirse a una molécula organica con una
estructura principal de glicerol (o poliol, tal como alcohol) sustituida con dos cadenas de acilo acopladas mediante
enlaces éster y un grupo polar sustituido en el grupo hidroxilo restante del alcohol. El término anfifilico aclara que
compuestos respectivos contienen grupos tanto hidréfilos como lipofilos al mismo tiempo. Los lipidos anfifilicos que van
a usarse segun la presente invencion forman bicapas, preferiblemente liposomas, tras su dispersion en un liquido. Para
el uso médico de la presente invencion, es necesario que los lipidos anfifilicos sean farmacéuticamente aceptables.
Cualquier lipido anfifilico que sea un fosfolipido y cumpla estos requisitos puede usarse segln la presente invencion.

La expresion “composicion farmacéutica” se usa en la presente solicitud para referirse entre otras a
composiciones farmacéuticas que han de aprobarse por una autoridad reguladora (EMEA, FDA, etc.). Sin embargo, la
expresion “composicién farmacéutica” no se limita a estas composiciones sino que abarca cualquier composicion o
dispositivo médico que contenga lipidos anfifilicos como Unico compuesto activo y sea adecuado para el uso médico
reivindicado.

La presente descripcion abarca el uso de un Unico tipo especifico de lipido anfifilico para la preparacion de una
composicién farmacéutica para reducir la metastasis tumoral asi como el uso de una combinacion de diversos lipidos
anfifilicos para este fin, en el que el/llos lipido(s) anfifilico(s) es/son un(os) fosfolipido(s). Mas especificamente, la
presente descripcion incluye el uso médico de fosfolipidos conocidos para reducir la metastasis tumoral que hasta la
fecha se han usado como emulsionantes para la preparacion de emulsiones grasas para nutricion parenteral.

En la presente solicitud, el término fosfolipido (PL) se usa para referirse a una estructura principal de glicerol
gue contiene dos cadenas de acilo acopladas mediante enlaces éster y un grupo polar, que contiene fésforo sustituido
en el grupo hidroxilo restante del glicerol. Derivados lipidicos polares respectivos pueden ser de origen natural,
semisintético o sintético. Por tanto, pueden proporcionarse fosfolipidos mediante y prepararse a partir de fuentes
naturales, puesto que son un componente comun de la membrana en células de origen animal y vegetal. Los
fosfolipidos que se producen de manera natural pueden extraerse y purificarse. Hasta la fecha, se han usado
fosfolipidos respectivos por ejemplo para la preparacion de emulsiones grasas para nutricion parenteral.

Existen varias fuentes diferentes de fosfolipidos de calidad farmacéutica, por ejemplo huevo y semilla de soja.
Dependiendo de su origen, la composicion detallada en cuanto a composicién de acidos grasos asi como composicion
de grupo polar variara. Pueden proporcionarse fosfolipidos de composicién molecular mas definida mediante una
combinacion de purificacion y fraccionamiento de fosfolipidos endégenos incluyendo una etapa sintética final
(fosfolipidos semisintéticos) o mediante una ruta meramente sintética (fosfolipidos sintéticos).

Los lipidos y méas especificamente los fosfolipidos son componentes naturales de la cavidad abdominal. Se
especuld que esta sustancia puede formar una capa lubricante sobre la superficie peritoneal (Beavis et al., Perit Dial Int
1994; 14:348-355; y Chailley-Heu et al., Biochem J 1997; 328(Pt1):251-256). La aplicacion intraperitoneal de fosfolipidos
condujo a una disminucion significativa de la formacién de adhesién, especialmente en sitios de lesién peritoneal, sin
ningun efecto secundario sobre la cicatrizacién de anastomosis, heridas de laparotomia e incisiones hepaticas (Muller et
al., J Surg Res 2001; 96:68-74; Muller et al., Langenbecks Arch Surg 2001; 386:278-284; y documento WO 98/535800).
Sin embargo, al dia de hoy, no se han sugerido los lipidos como tales como sustancia activa para el tratamiento de
enfermedades cancerosas, en particular para la reduccion de la metastasis.

En el uso médico de lipidos anfifilicos segun la presente descripcion, se reducen las metastasis tumorales entre
otras debido a la inhibicién de la adhesion de células tumorales, la inhibicién de la adhesion de células metastasicas y/o
la inhibicion del crecimiento de metastasis tumorales.

Segun la presente descripcion, los lipidos anfifilicos pueden usarse para la reduccion de cualquier metastasis
tumoral, tales como recidiva de carcinosis peritoneal y otros diversos canceres, por ejemplo, cancer gastrico, de colon,
de ovarios o pancreatico.

El uso médico de la presente descripcion tiene como objetivo, por supuesto, reducir la aparicion de metastasis
a cero. Sin embargo, un uso médico de lipidos anfifilicos que logre una reduccion significativa del nimero de metéstasis
y/o un aumento en la tasa de supervivencia debe considerarse ya como una mejora significativa y esta cubierto por la
presente invencion.
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Los lipidos anfifilicos pueden administrarse para tratamiento profilactico. Segun una realizacion
especificamente preferida, los lipidos anfifilicos se usan para el tratamiento profilactico de la recidiva intraperitoneal de
tumores, especificamente tumores malignos, por ejemplo cancer gastrointestinal y cancer del sistema genitourinario tal
como céncer de ovarios o cancer de vejiga. El paciente puede haberse sometido a reseccion curativa antes del
tratamiento o someterse a un tratamiento quirdrgico respectivo poco después de la administracion de lipidos anfifilicos.

En el uso médico de la presente invencion, el lipido anfifilico que es un fosfolipido esta presente como Unico
principio activo para reducir la metastasis tumoral en la composicién farmacéutica. La expresion “compuesto activo” se
usa en la presente solicitud para referirse al compuesto en una composicién que es responsable del efecto observado
(reduccion de la metéstasis tumoral). Se logran ventajas especificas con el lipido anfifilico que es un fosfolipido como
Unico compuesto activo, puesto que los lipidos anfifilicos no provocan ningln efecto secundario en contraposicion a la
mayoria de los compuestos antitumorales y farmacos radiactivos, que se sabe que provocan todos efectos secundarios
significativos.

En un aspecto de la presente descripcion, los lipidos anfifilicos se usan para tratar a un mamifero. Se prefiere
especialmente el tratamiento de seres humanos.

Los lipidos anfifilicos pueden administrarse en cualquier forma y concentracion que sea clinicamente eficaz.
Segun una realizacién de la presente invencion, se dispersa un fosfolipido en una disolucion acuosa. La disolucion
contiene preferiblemente el fosfolipido en una concentracién del 0,05% al 25% (p/v), méas preferiblemente en una
concentracién del 0,5% al 20% (peso/peso) y lo méas preferiblemente en una concentracion del 1,5% al 10%
(peso/peso).

Para la administracién, los lipidos anfifilicos pueden formularse en cualquier composicién farmacéutica
adecuada. La preparacion de una dispersion para administracion local, tal como instilacion o inyeccion, en la que se
prefiere especialmente la administracion intraperitoneal.

Segun una realizacion especialmente preferida, los lipidos anfifilicos se administran dispersados en un liquido
acuoso Yy la cantidad de liquido administrada esta por encima del volumen de recubrimiento minimo, es decir, por
encima del volumen que contiene suficientes cantidades de lipidos anfifilicos necesarias para recubrir todas las
superficies internas. Los érganos absorberan el agua y los lipidos anfifilicos formaran un recubrimiento sobre las
superficies internas.

En un aspecto adicional, la presente invencion se refiere a métodos para preparar composiciones
farmacéuticas para tratar la metastasis tumoral, método que comprende etapas en las que se mezclan lipidos anfifilicos
como Unico compuesto activo con una disoluciéon acuosa. Los lipidos anfifilicos se dispersan preferiblemente en una
disolucién acuosa. La dispersion puede obtenerse mediante varias alternativas bien conocidas en la técnica tales como
homogeneizacion a alta presion. Preferiblemente, la dispersion se prepara de una manera tal que se obtienen liposomas
con un tamafio de particula de 40 a 100 nm.

El método para la preparacion de la composicion farmacéutica también comprende ademés preferiblemente
una etapa, en la que la dispersién o los componentes usados para la preparacion de la misma se esterilizan.

También en esta realizacion de la presente invencion, el lipido anfifilico es un fosfolipido. Ademas, los lipidos
anfifilicos pueden ser un Unico tipo especifico de lipido anfifilico o una combinacién de diferentes lipidos anfifilicos. La
composiciéon farmacéutica no contiene ningdn compuesto activo actualmente usado para el tratamiento de tumores y
metastasis. Los lipidos anfifilicos son el Gnico compuesto farmacoldgico activo en la composicién farmacéutica.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra los resultados del analisis del volumen tumoral en presencia de diversas
concentraciones de PL tal como se describe en el ejemplo 2.

La figura 2 muestra los resultados del analisis del area media de unién tumoral en presencia de diversas
concentraciones de PL tal como se describe en el ejemplo 2.

La figura 3 muestra los resultados del andlisis del indice de cancer peritoneal (ICP) en presencia de
diversas concentraciones de PL tal como se describe en ejemplo 2.

La figura 4 muestra los resultados del andlisis de la supervivencia relativa de los animales de prueba
usados en el ejemplo 2.

La figura 5 muestra los resultados de la supervivencia relativa de los animales de prueba usados en el
ejemplo 3.
La figura 6 muestra los resultados del analisis del indice de cancer peritoneal (ICP) en presencia de

diversas concentraciones de PL tal como se describe en el ejemplo 3.
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La figura 7 muestra un intestino ciego con abrasion del peritoneo a. 30 dias tras PL150
b. 30 dias tras NaCl

La figura 8 muestra los resultados del andlisis del volumen tumoral en presencia de diversas
concentraciones de PL tal como se describe en el ejemplo 3.

La figura 9 muestra los resultados del analisis del area media de union tumoral en presencia de diversas
concentraciones de PL tal como se describe en ejemplo 3.

La figura 10 muestra los resultados del ensayo de adhesion del ejemplo 4, es decir, la inhibicion de la
adhesion de células de cancer rectal sobre placas de microtitulacién recubiertas con In en
presencia de diversas concentraciones de PL.

La figura 11 muestra los resultados del ensayo de adhesion del ejemplo 4, es decir, la inhibicién de la
adhesion de células de cancer rectal sobre placas de microtitulacién recubiertas con coll IV
en presencia de diversas concentraciones de PL.

La figura 12 muestra los resultados del ensayo de adhesion del ejemplo 4, es decir, la inhibicion de la
adhesion de células de cancer gastrico sobre placas de microtitulacion recubiertas con fn en
presencia de diversas concentraciones de PL.

La figura 13 muestra los resultados del ensayo de adhesion del ejemplo 5,
a) adhesion de células de cancer géstrico sobre laminina en presencia de 1,0 g de PL.
b) adhesion de células de cancer gastrico sobre laminina en el grupo control.

La figura 14 muestra los resultados del ensayo de adhesion del ejemplo 5, es decir, la inhibicién de la
adhesion de células de cancer gastrico sobre placas de microtitulacion recubiertas con In en
presencia de diversas concentraciones de PL.

La figura 15 muestra los resultados del ensayo de adhesion del ejemplo 5, es decir, la inhibicion de la
adhesion de células de cancer gastrico sobre placas de microtitulacion recubiertas con fn en
presencia de diversas concentraciones de PL.

La figura 16 muestra los resultados del ensayo de adhesion del ejemplo 5, es decir, la inhibicién de la
adhesion de células de cancer gastrico sobre placas de microtitulacion recubiertas con coll IV
en presencia de diversas concentraciones de PL.

Ejemplo 1

El método para preparar los PL puede depender de la fuente elegida de los PL y las moléculas que van a
obtenerse. El nivel de purificacion puede ser de particular importancia para los PL de origen natural. Los expertos en la
técnica conocen métodos de purificacion para lograr una calidad facilmente aceptable para uso intravenoso, basandose
por ejemplo en procesos de precipitacion/extraccion con disolvente repetidos (F Nielloud, G Marti Mestres,
Pharmaceutical Emulsions and Suspensions, cap. 1.VB, 6.VI Marcel Dekker, NY 2000; con referencias adicionales).

Para proporcionar un PL en una forma adecuada para el fin pretendido, los fosfolipidos se formulan
regularmente en una dispersion liposémica que puede fabricarse y almacenarse hasta su uso. Una dispersion
liposémica se adsorbera facilmente sobre las superficies internas del paciente, tales como las superficies internas del
peritoneo, y por tanto formard capas mono o multilaminares que impediran la adhesion de células tumorales a las
superficies recubiertas.

Desde un punto de vista farmacéutico, una dispersion de liposomas de este tipo debe satisfacer varias
condiciones. Por motivos de estabilidad y funcionalidad, la dispersion debe prepararse preferiblemente usando
homogeneizaciéon a alta presién u otros métodos que sean adecuados para obtener un tamafio de particula muy
pequefio (submicrométrico). Ademas, la disolucién debe ser estéril. Se alcanzan niveles que garantizan una esterilidad
apropiada mediante esterilizacién térmica que se usa como eleccion preferida para lograr la esterilidad. Sin embargo,
esto impone tensiones sobre la estabilidad fisicoquimica de la formulacion.

Pueden prepararse facilmente formulaciones optimizadas que contienen fosfolipidos apropiadamente
equilibrados con buenas propiedades de formacién de bicapas, o formulados con aditivos que podrian ayudar a
proporcionar una dispersion liposdmica estable, usando métodos industriales para la preparacion y esterilizacion (I
Hanin y G Pepeu (eds.): “Phospholipids” pags. 115-122, Plenum Press NY 1990; M J Groves, “Parenteral Products”,
Heinemann 1973).

Se prepararon las siguientes dispersiones de fosfolipidos:
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1. 30 g de fosfolipidos de huevo
25 g de glicerol
NaOH hasta pH =8
Agua para inyeccion (WFI) hasta 1000 ml
2. 20 g de lecitina
Tampoén NaCl/fosfato hasta pH = 7 e isotonicidad
WEFI hasta 1000 ml
3. 20 g de lecitina (fosfatidilcolina)
0,1 g de oleato de sodio
25 g de glicerol
WEFI hasta 1000 ml
4, 25 g de fosfatidilcolina
5 g de fosfatidiletanolamina
Tampoén NaCl fosfato hasta pH = 7 e isotonicidad
WEFI hasta 1000 ml

Se agitd el polvo de PL en el liguido mencionado y se sometié a homogeneizacién a alta presion hasta que se
obtiene una dispersion muy fina de particulas que contienen liposomas que tienen un tamafio en el intervalo de 50-100
nm. Se esterilizo la dispersion asi obtenida mediante tratamiento en autoclave y se almacend hasta su uso adicional.

En algunos de los siguientes ejemplos, se ha usado la dispersion 1 anterior.

Ejemplo 2

El desarrollo de carcinosis peritoneal tras inyeccion intraperitoneal de células tumorales (linea celular:
DHD/K12/TRb) en ratas BD IX es un modelo animal bien establecido (Dunnington et al., Int J Cancer 1987; 39:248-254;
Reisser et al., Bull Cancer 1991; 78:249-252; y Qin et al., Int J Cancer 1991; 47:765-770) que se us6 en el presente
experimento para observar si los fosfolipidos tienen un efecto terapéutico.

1. Cultivo celular

Se usoé la linea celular DHD/K12/TRb. Se obtienen las células de un adenocarcinoma de colon inducido en
ratas BD-IX singénicas (Garcia-Olmo et al., Cancer Lett 1998; 132:127-133). Se adquiri6 la linea celular de la Coleccién
Europea de Cultivos de Células Animales (ecacc, Salisbury, RU).

Se cultivaron las células en monocapas en un frasco de tejido tisular (75 cm? Falcon, Becton Dicidson-Gambil,
Heidelberg, Alemania) en DMEM y F10 de Ham (1:1; GIBCO) complementado con de suero bovino fetal (GIBCO) al
10% y gentamicina (GIBCO) al 0,005%. Se cultivaron los cultivos celulares a 37°C en una atmdsfera humidificada de
CO; al 5% en aire. Se pasaron las células tras tratamiento con tripsina al 0,125% durante 2 min. Se sedimentaron las
células tras centrifugacion durante 10 min. a 200 g, se suspendieron en 20 ml de PBS y se sedimentaron de nuevo. Se
resuspendi6 el sedimento celular en 30 ml de medio completo y se sembrd con una razén de division de 1:3. Sélo se
usaron células de tres pases para los experimentos. El dia de la operacion, se suspendieron 2x10° células en 100 ul de
medio completo.

2. Animales y anestesia

Se incluyé un total de 90 ratas BD-IX hembra (peso corporal medio de 250 +/- 28 g) en este estudio. Se
mantuvieron las ratas en jaulas protectoras por parejas con acceso ilimitado a agua y alimento para ratas convencional.
Se asignaron aleatoriamente los animales a nueve grupos diferentes de nimeros iguales (tabla 1). Se realizd el
procedimiento quirdrgico en condiciones estériles y anestesia general mediante inyeccién intramuscular de ketamina
100 mg/kg (ketamina al 10%, Sanofi-Ceva, Dusseldorf, Alemania) y xilacina 5 mg/kg (Rompun al 2%, Bayer,
Leverkusen, Alemania).
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30 dias - lesiones 30 dias + lesiones .
. ; 90 dias
peritoneales peritoneales
Fosfolipidos 75 mg/kg (PL75) 10 10 10
Fosfolipidos 150 mg/kg (PL150) 10 10 10
NaCl al 0,9% 10 10 10

3. Procedimiento quirdrgico

Se inyectaron células tumorales junto con disolucién de fosfolipidos por medio de una incision en la linea media
de 2 cm en la cavidad peritoneal. En el grupo 2, adicionalmente, se realizé una abrasion del peritoneo parietal y visceral
en el costado derecho y en el intestino ciego usando un bisturi. (Muller et al., J Surg Res 2001; 96:68-74). Antes de la
cirugia y al final del periodo de observacién se midio el peso corporal en todos los animales.

4. Evaluacién de la carcinosis peritoneal

Tras intervalos de 30 y 90 dias, respectivamente, se sacrificaron los animales mediante una dosis letal de
isoflurano mediante inhalacién. Se abri6 el abdomen mediante dos incisiones paramedianas para realizar una
exploracion completa. Se midi6 la expansion de la carcinosis peritoneal (mmz) usando una tableta digitalizadora y se
midié mediante software a medida en un ordenador personal (Treutner KH et al., J Surg Res 1995; 59:764-71). Tras una
reseccion sutil se midio el volumen tumoral (ml) mediante desplazamiento de agua.

Ademas, se determind el indice de cancer peritoneal (ICP), tal como se describe por Sugarbaker et al.
(Sugarbaker PH et al., Cancer Treat Res 1996; 81:149-68). Se adaptd el ICP a los tamafios tumorales en ratas. Se
usaron las siguientes puntuaciones de tamafio de lesién; LS-I: tamafio tumoral < 2 mm, LS-2: 2,1-5 mm; LS-3: > 5 mm o
confluencia. Se llevé a cabo la exploracién abdominal por un observador independiente, ciego.

Finalmente, se tomaron muestras de la pared abdominal, el intestino ciego, el yeyuno, el higado, el bazo y el
epipléon mayor y se fijaron en disolucién de formaldehido. Se tifieron secciones con un espesor de 5 pum con
hematoxilina y eosina para la microscopia Optica.

5. Andlisis estadistico

Se expresaron todos los datos como medias +/- error estandar de la media (EEM). Se realizé el analisis
estadistico con un ANOVA de dos vias con contrastes segln la comparacion por parejas. Se ajusto el nivel de
significacién segin Bonferroni a alfa/18 = 0,00278. Se compararon las curvas de supervivencia usando la prueba de
rangos logaritmicos.

6. Resultados

La realizacién del procedimiento quirdrgico inicial fue sin incidentes en todos los animales. Todas las ratas
desarrollaron carcinosis peritoneal independientemente del tratamiento. No se observé ningln efecto secundario
adverso tras la inyeccién de fosfolipidos.

Peso corporal

Tras 30 dias, la reduccion media del peso corporal fue de 18 + 9 g en el grupo control (C). En el grupo PL75 asi
como en el grupo PL150, el peso corporal permanecié casi constante con diferencias de 1 + 28 gy -2 + 5 g,
respectivamente. Esas diferencias no eran significativas.

Volumen

El volumen tumoral en el grupo control alcanzé 9,27 + 1,5 ml con desperitonealizacion (C+dp) y 14,45 + 0,75 ml
sin lesiones peritoneales (C). En el grupo de ensayo sin desperitonealizacion, se encontrd una reduccion significativa del
volumen tumoral tras el tratamiento con concentraciones de fosfolipidos superiores tanto a 7 + 0,59 ml (PL75) como a
7,13 + 0,91 ml (PL150) respectivamente (p<0,0001). Aunque pudo encontrarse una reduccion marcada del volumen
tumoral en el PL150+dp, la diferencia no fue significativa en comparacién con el grupo control (p = 0,0817) (figura 1).

Area

El area media de unién tumoral en el grupo control tras 30 dias fue de 640 + 112,5) mm? (C+dp) y 1691 + 123,6
mm?(C). En el grupo PL75, se midieron 1082,43 + 169,4 mm? (PL75+dp) y 1048,42 + 209,3 mm? (PL75). En el grupo
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PL150 se probaron 480 + 41,6 mm? (PL150+dp) y 836,49 + 155,9 mm? (PL150). Se encontré una reduccion significativa
del &rea de union tumoral solo en el grupo PL 150 (figura 2).

ICP

Con respecto al indice de cancer peritoneal (ICP), el grupo control alcanzé un valor de 39 + 2,03 (C+dp) y 43 +
1,125 (C), respectivamente. En comparacion con el grupo control, se encontré una reduccion significativa en el grupo
PL150 con 29,6 + 1,97 (PL150+dp) y 25,7 + 2,29 (PL150). El ICP registrado en el grupo PL75 era igual en el subgrupo
con lesiones peritoneales (38,2 + 1,14, PL75+dp) y se redujo significativamente en el segundo subgrupo (33 + 1,62,
PL75) (figura 3).

Tasa de supervivencia

Durante el periodo de observaciéon de 90 dias, s6lo sobrevivié un animal en el grupo control. La mediana del
tiempo de supervivencia fue de 68,5 + 3,56. Todas las ratas en el grupo PL75 murieron debido a la evolucion del tumor
hasta el octavo dia postoperatorio con una mediana del tiempo de supervivencia de 66,5 + 2,79. La supervivencia en el
grupo PL150 (mediana de 74,3 + 2,71), sin embargo, se prolong6é obviamente en comparacién con el grupo control
aunque la diferencia no era significativa (p = 0,13). (Figura 4).

Histologia

Pudo comprobarse histologicamente en todos los animales la infiltracion de cancer colonico. Las pruebas de
infiltracién tumoral se restringieron a la serosa. No pudo detectarse invasion en capas mas profundas. Se encontrd un
crecimiento tumoral exofitico. Desde el punto de vista histolégico, no se produjeron diferencias en el crecimiento tumoral
intraperitoneal en el grupo control en comparacién con los grupos de ensayo.

Ejemplo 3

Se derivd la linea celular de cancer gastrico NUGC-4 de metastasis de ganglios linfaticos de una mujer de 35
afios de edad. La histologia del tumor original describié un adenocarcinoma escasamente diferenciado (Schwartz OK,
Semin Oncol 1996; 23: 316-24; y Akiyama S et al.,, Jpn J Surg 1988; 18:438-46). El modelo experimental de
diseminacién peritoneal en ratones desnudos esté bien establecido (Nakashio T et al. Int J Cancer 1997; 70:612-8, Satta
T et al., Gastroenterol Jpn 1993; 28:580) y se uso6 en el presente estudio.

1. Cultivo celular

Se adquirid la linea celular de cancer géastrico humano NUGC-4 del Banco de Recursos de Investigacion del
Céancer Japonés (Tokyo, Japon). Se mantuvieron las células en monocapas en un frasco de cultivo tisular (75 cm?,
Falcon, Becton Dikinson-Gambil, Heidelberg, Alemania) en medio RPMI 1640 (GIBCO, Paisley, RU), complementado
con suero bovino fetal al 10% (GIBCO), penicilina y estreptomicina (GIBCO). Se incubaron los cultivos celulares a 37°C
en una atmosfera humidificada de CO; al 5% en aire. Se pasaron las células tras tratamiento con tripsina al 0,125%
durante 6 min. Se sedimentaron las células tras centrifugacion durante 10 min. a 200 g, se suspendieron en 20 ml de
PBS y se sedimentaron de nuevo. Se resuspendid el sedimento celular en 30 ml de medio completo y se sembré con
una razon de division de 1:3. Sélo se usaron células de tres pases para los experimentos. El dia de la operacion, se
suspendieron 1x10° células en 100 ul de medio completo.

2. Animales y anestesia

Se incluy6 un total de 90 ratones BALB/C nu/nu hembra (peso corporal medio 20,2 +/- 2 g) en este estudio. Se
mantuvieron las ratas en jaulas protectoras por parejas con acceso ilimitado a agua y alimento para ratones
convencional. Se asignaron aleatoriamente los ratones a nueve grupos diferentes de nimeros iguales (tabla 1). Se
realizo el procedimiento quirdrgico en condiciones estériles y anestesia general mediante inyeccién intramuscular de
ketamina 40 mg/kg (ketamina al 10%, Sanofi-Ceva, Disseldorf, Alemania) y KG medetomidina 0,1 mg/kg (Dormitor).

3. Procedimiento quirargico

Se inyectaron células tumorales con disolucion de fosfolipidos por medio de una incisién en la linea media de 1
cm en la cavidad peritoneal. En el grupo 2, adicionalmente, se realiz6 una abrasion del peritoneo parietal y visceral en el
costado derecho y en el intestino ciego usando un bisturi. Antes de la cirugia y al final del periodo de observacion se
midi6 el peso corporal en todos los animales.

4, Evaluacién de la carcinosis peritoneal

Tras intervalos de 30 y 90 dias, respectivamente, se sacrificaron los animales mediante una dosis letal de
isoflurano mediante inhalacion. Se abri6 el abdomen mediante dos incisiones paramedianas para realizar una
exploracion completa. Se midi6 la expansion de la carcinosis peritoneal (mmz) usando una tableta digitalizadora y se
midié mediante software a medida en un ordenador personal. Tras una reseccién sutil se midié el volumen tumoral (ml)
mediante desplazamiento de agua.
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Ademas, se determiné el indice de cancer peritoneal (ICP), tal como se describe por Sugarbaker et al.
(Sugarbaker PH et al., Cancer Treat Res 1996; 81:149-68). Se adapté el ICP a los tamafios tumorales en ratones. Se
usaron las siguientes puntuaciones de tamafio de lesion; LS-I: tamafio tumoral < 2 mm, LS-2: 2,1-5 mm; LS-3: > 5 mm o
confluencia. Se llevd a cabo la exploracion abdominal por un observador independiente, ciego.

Finalmente, se tomaron muestras de la pared abdominal, el intestino ciego, el yeyuno, el higado, el bazo y el
epiplén y se fijaron en disolucion de formaldehido. Se tifieron secciones con un espesor de 5 um con hematoxilina y
eosina para la microscopia Optica.

5. Andlisis estadistico

Se expresaron todos los datos como medias +/- error estandar de la media (EEM). Se realizé el andlisis
estadistico con un ANOVA de dos vias con contrastes segun la comparacion por parejas. Se ajusto el nivel de
significacién segin Bonferroni a alfa/18 = 0,00278. Se compararon las curvas de supervivencia usando la prueba de
rangos logaritmicos.

6. Resultados

Todos los ratones desarrollaron carcinosis peritoneal, independientemente del tratamiento. No se produjo
ninguin efecto secundario adverso tras la inyeccion de fosfolipidos.

En el grupo control ningdn ratén vivié durante mas de 75 dias. La mediana del tiempo de supervivencia fue de
69 + 3 dias. En el grupo PL150 la supervivencia relativa fue mayor con una mediana del tiempo de supervivencia de 73
+ 5 dias. En el grupo PL75, cuatro animales sobrevivieron el periodo de observacion de 90 dias completo. Sin embargo,
la mediana del tiempo de supervivencia fue de sélo 59 + 6 dias (figura 5).

Tras 30 dias, el indice de cancer peritoneal (ICP) en el grupo control era de 16,4 +/- 1,7 sin'y 21,7 +/- 0,77 con
lesiones peritoneales (dp). Se produjeron cambios minoritarios tras el tratamiento con PL75. El ICP era de 14 +/- 1y
17,8 +/- 1,09 (dp), respectivamente. Sin embargo, las diferencias no eran significativas en comparacién con los valores
control. Se logré un ICP inferior significativo en el grupo PL150 con 9 +/- 1,68 (p = 0,0002) y 14,3 +/- 1,07 (p = 0,0001)
tras la desperitonealizacion local (figura 6).

Se encontré predominantemente union de células tumorales en el sitio de la incision abdominal. Si se habian
realizado lesiones peritoneales convencionales, la carcinosis peritoneal se centraba en estos sitios (figura 7 a, b). El ICP
medio del “colon” en el grupo control llegé casi al valor maximo (2,9 +/- 0,09), mientras que el ICP registrado en esos
sitios se redujo en los grupos de tratamiento. Sin embargo, como consecuencia de la evaluacion del colon completo en
lugar del intestino ciego, no se pudo encontrar una influencia significativa de los PL sobre la adhesion tumoral en
comparacion con el grupo control en esta zona. El ICP del “costado derecho” en ambos grupos de ensayo disminuy6
significativamente. 30 dias tras el tratamiento los valores eran de 1,7 +/-0,44 en el grupo PL75 y 0,9 +/- 0,44 en el grupo
PL150, respectivamente, en comparacion con 2,8 + 0,13 en el grupo control.

El volumen tumoral en el grupo control registrado 30 dias de manera posoperatoria era de 0,9 +/- 0,1 ml (dp) y
0,9 +/- 0,17 ml. Los valores respectivos en el grupo PL75 alcanzaron 0,67 +/- 0,14 ml (dp) y 1,0 +/- 0,13 ml. El analisis
estadistico no revelé diferencias significativas en ambos subgrupos. Tras la administracién de PL150, el volumen
tumoral en el subgrupo con lesiones peritoneales pudo reducirse hasta un valor de 0,48 +/- 0,09 ml (dp) y 0,6 + 0,16.
Ambos resultados no eran significativamente diferentes a los del grupo control. Sin embargo, los valores de p eran de
0,04 (figura 8). El area media de adhesion de células tumorales en el grupo control llegé hasta 217 +/- 31,5 mm?® (dp) y
245 +/- 29,3 mm’ en comparacion con 184 +/- 28,3 mm?® (dp) y 201 +/- 30,3 mm?® en el grupo PL75. El grupo PL150
desarroll6 un area respectiva de sélo 145 +/- 17 mm? (dp) y 164 +/- 32,8 mm?. La diferencia entre el grupo control frente
a PL150 en ambos grupos no era significativa, aunque los valores de p eran muy bajos con p = 0,049 en el ensayo sin
lesiones peritoneales y p = 0,08 en el ensayo con lesiones (figura 9).

Estos resultados muestran por tanto que los PL pueden usarse para inhibir la adhesion de células tumorales
peritoneales en la pared abdominal.

EJEMPLO 4

En este estudio in vitro, se determind la influencia de los fosfolipidos sobre la adhesion de células de cancer
colénico a componentes de la matriz extracelular. Especificamente, se analizo la reactividad de las células cancerosas
con varias integrinas, concretamente los componentes de la membrana basal principal colageno IV (coll IV) y laminina
(In) asi como fibronectina (fn), que desempefia un papel importante en la cicatrizacion de heridas.

1. Células tumorales

Se adquirid la linea celular de cancer rectal humano HRT-18 del Banco de Recursos de Investigacion del
Cancer Japonés (Tokyo, Japon). Se mantuvieron las células en monocapas en un frasco de cultivo tisular (75 cm?,
Falcon, Becton Dikinson-Gambil, Heidelberg, Alemania) en medio RPMI 1640 (GIBCO, Paisley, RU), complementado
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con suero bovino fetal al 10% (GIBCO), penicilina y estreptomicina (GIBCO). Se incubaron los cultivos celulares a 37°C
en una atmosfera humidificada de CO, al 5% en aire. Se pasaron las células tras tratamiento con tripsina al 0,125%
durante 6 min. Se sedimentaron las células tras centrifugacién durante 10 min. a 200 g, se suspendieron en 20 ml de
PBS y se sedimentaron de nuevo. Se resuspendid el sedimento celular en 30 ml de medio completo y se sembré con
una razon de division de 1:3. Sdlo se usaron células de tres pases para los experimentos.

2. Componentes de la matriz extracelular (MEC)

Se recubrieron placas de microtitulacién de poliestireno de fondo plano (Becton Dickinson, Heidelberg,
Alemania) para experimentos de adhesion. Se disolvieron los componentes de la MEC purificados en PBS con las
siguientes concentraciones: colageno IV (coll 1V) - 2,5 pg/ml (Biomol, Hamburgo, Alemania), fibronectina (fn) - 10 pg/ml
(Boehringer, Mannheim, Alemania) y laminina (In) - 50 pg/ml (Boehringer, Mannheim, Alemania). Se encontré que estas
concentraciones eran 6ptimas en la serie de diluciéon precedente. Se afiadieron a los pocillos y se incubaron a 4°C
durante 24 horas (coll 1V, fn), o a 37°C durante 45 min. en una atmosfera humidificada de CO, al 5% en aire (In)
respectivamente. Se bloqued la unién no especifica a proteinas de los pocillos recubiertos afiadiendo BSA al 1% (p/v)
(4°C, 12 h) y enjuagando los pocillos con tampon Hepes.

3. Ensayo de adhesion

Para los experimentos de adhesion, se desprendieron células de cancer coldnico con colagenasa | (15 min.,
37°C, Worthington, Freehold, EE.UU.), se lavaron una vez con RPMI 1640, se centrifugaron (200 g durante 10 min.), se
resuspendieron en RPMI 1640 y se preincubaron durante 30 min. en una atmésfera humidificada de CO; al 5% en aire
(37°C). Se sembraron setenta mil células tumorales en 100 ul de medio en pocillos recubiertos con In 'y fn y 30.000
células en pocillos recubiertos con coll IV segun la serie de dilucién. Se realizé la evaluacion de células adherentes
usando tincidn con cristal violeta segun el método descrito por Aumeilley et al., y Tietze et al. Tras un tiempo de
incubacion de 30 min., se elimind el sobrenadante con células no adherentes mediante dos lavados con RPMI 1640
calentado. Se fijaron las células unidas con etanol/metanol al 30% (v/v) durante 15 min. a temperatura ambiente. Se
tifieron las células con cristal violeta al 0,1% (p/v) (Sigma, Hamburgo, Alemania), se lavaron extensamente con agua
destilada y se secaron a temperatura ambiente. Se resuspendio el tinte con 50 pl de Triton X-100 al 0,2% (v/v)/pocillo y
se midié entonces la produccion de color en un lector de ELISA a 590 nm (Titertek Multiscan Plus MKII, Flow
Laboratories GmbH, Meckenheim, Alemania). La densidad 6ptica (DO) mostré una relacion lineal con la cantidad de
células entre 1 x 10° y1lx 10° células por pocillo, tal como se determina mediante la serie de dilucion.

La tincién de control de BSA/poliestireno sin células condujo a valores de densidad 6ptica (DO) minimos de
0,01-0,07. Estos valores se restaron de los obtenidos en los experimentos.

Fosfolipidos

Tras la preparacion completa de la suspension de células tumorales, se afadio la disolucién de PL con las
siguientes concentraciones: 0,1, 0,5, 0,75, 1 y 1,5 mg/100 ul de medio. Las concentraciones usadas se correlacionaban
con los experimentos in vivo.

4., Andlisis estadistico

Se realizaron todos los experimentos tres veces por cuadruplicado. Se expresan los datos como medias +/-
error estandar de la media (EEM). Se us6 ANOVA de una via con contrastes segin la comparacion por parejas para el
andlisis estadistico. Se ajusté el nivel de significacion segin Bonferroni a alfa/10 = 0,005.

5. Resultados
Laminina

En el ensayo de adhesion de células rectales humanas (HRT-18) sobre laminina tras un tiempo de incubacion
de 30 min., se detect6 una extincion media de 0,7 + 0,07 en el grupo control. La adicién de fosfolipidos con una
concentracion de 0,75 (ext. 0,5 £ 0,08), 1 (ext. 0,44 + 0,07) y 1,5 (ext. 0,39 + 0,08) mg/pocillo condujo a una reduccién
significativa de la adhesién de células tumorales (p < 0,0001). El tratamiento con una concentracion de 1,5 mg/pocillo
redujo la unién de células hasta el 46% en comparacion con el grupo control (figura 10).

Colageno IV

La extincidn tras la incubacién de 30.000 células tumorales sobre colageno IV fue de 0,34 + 0,03. Mientras que
el tratamiento con la concentracion mas baja de fosfolipidos (0,1 mg/pocillo) condujo a un aumento de la adhesion de
células tumorales (ext. 0,5 + 0,03), pudo alcanzarse una reduccién del 24% con 1,5 mg de fosfolipidos/pocillo (ext. 0,26
+ 0,02). Se compararon las diferencias observadas en este ensayo con el grupo control y eran sélo significativas con la
concentraciéon maxima (p < 0,0001) (figura 11).
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Fibronectina

Sobre fibronectina, se observé una reduccién de la adhesion de células tumorales analoga a los experimentos
sobre laminina. Ya el tratamiento con 0,5 mg fosfolipidos/pocillo (ext. 0,99 + 0,09) condujo a una reduccion significativa
de la union de células en comparacion con la extincién en el grupo control con un valor de 1,17 + 0,1 (p = 0,0005). La
influencia de concentraciones de fosfolipidos superiores (0,75, 1, 1,5 mg/pocillo) era también significativa (p < 0,0001).
Se observé la reduccion maxima de la adhesion de células tumorales sobre fibronectina tras la adicion de 1,5 mg de
fosfolipidos/pocillo (37%) (figura 12).

Ejemplo 5

En este estudio in vitro, se determiné la influencia de los fosfolipidos sobre la adhesion de células de cancer
gastrico a componentes de la matriz extracelular.

1. Células tumorales

Se adquirid la linea celular de cancer géastrico humano NUGC-4 del Banco de Recursos de Investigacion del
Cancer Japonés (Tokyo, Japén). Se mantuvieron las células en monocapas en frascos de cultivo tisular (75 cm?, Falcon,
Becton Dikinson-Gambil, Heidelberg, Alemania) en medio RPMI 1640 (GIBCO, Karlsruhe, Alemania), complementado
con suero bovino fetal al 10% (GIBCO), penicilina y estreptomicina (GIBCO). Se incubaron los cultivos celulares a 37°C
en una atmosfera humidificada de CO; al 5% en aire. Se pasaron las células tras tratamiento con tripsina al 0,125%
durante 6 min. Se sedimentaron las células tras centrifugacion durante 10 min. a 200 g, se suspendieron en 20 ml de
PBS y se sedimentaron de nuevo. Se resuspendid el sedimento celular en 30 ml de medio completo y se sembré con
una razon de division de 1:3. Sdlo se usaron células de tres pases para los experimentos.

2. Componentes de la matriz extracelular (MEC)

Se recubrieron placas de microtitulacion de poliestireno de fondo plano (Becton Dickinson, Heidelberg,
Alemania) para experimentos de adhesion. Se disolvieron los componentes de la MEC purificados en PBS con las
siguientes concentraciones: coll IV - 2,5 pg/ml (Biomol, Hamburgo, Alemania), fn - 10 pg/ml (Boehringer, Mannheim,
Alemania), In - 50 pug/ml (Boehringer, Mannheim, Alemania). Se afadieron a los pocillos y se incubaron a 4°C durante 24
horas (coll 1V, fn), 0 a 37°C durante 45 min. en una atmdésfera humidificada de CO; al 5% en aire (In) respectivamente.
Se bloqued la unién no especifica a proteinas de los pocillos recubiertos afiadiendo BSA al 1% (p/v) (4°C, 12 h) y
enjuagando los pocillos con tampén Hepes.

3. Ensayo de adhesion

Para los experimentos de adhesion, se desprendieron células de cancer colénico con colagenasa |
(Worthington, Freehold, EE.UU.) durante 15 min. a 37°C, se lavaron una vez con RPMI 1640, se centrifugaron (200 g
durante 10 min.), se resuspendieron en RPMI 1640 y se preincubaron durante 30 min. en una atmoésfera humidificada de
CO; al 5% en aire a 37°C. Se sembraron 50.000 células tumorales en 100 ul de medio en cada pocillo. Se realiz6 la
evaluaciéon de células adherentes usando tincién con cristal violeta segun el método descrito por Aumeilley et al., y
Tietze et al. (Aumailley et al., Exp Cell Res 1989; 181(2):463-474; and Tietze et al., Exp Mol Pathol 1999; 66(2):131-
139). Tras un tiempo de incubacién de 30 min., se eliminé el sobrenadante con células no adherentes mediante dos
lavados con RPMI 1640 calentado.

Se fijaron las células unidas con etanol/metanol al 30% (v/v) durante 15 min. a temperatura ambiente. Se
tifieron las células con cristal violeta al 0,1% (p/v) (Sigma, Hamburgo, Alemania), se lavaron extensamente con agua
destilada y se secaron a temperatura ambiente. Se resuspendio el tinte con 50 ul de Triton X-100 al 0,2% (v/v)/pocillo y
se midié entonces la produccion de color en un lector de ELISA a 590 nm (Titertek Multiscan Plus MKII, Flow
Laboratories GmbH, Meckenheim, Alemania). La densidad 6ptica (DO) mostré una relacion lineal con la cantidad de
células entre 1 x 10° y 5x 10* células por pocillo, tal como se determina mediante la serie de dilucién. La tincion de
control de BSA/poliestireno sin células condujo a valores de densidad optica (DO) de 0,01-0,07. Estos valores se
restaron de los obtenidos en los experimentos.

4. Fosfolipidos

Tras la preparacion completa de la suspension de células tumorales, se afiadio la disolucion de fosfolipidos con
las siguientes concentraciones: 0,05, 0,1, 0,5, 0,75 y 1 mg/100 pl de medio. Las concentraciones usadas se
correlacionaban con los experimentos in vivo posteriores.

5. Andlisis estadistico

Se realizaron todos los experimentos tres veces por cuadruplicado. Se expresan los datos como medias +/-
error estandar de la media (EEM). Se usé ANOVA de una via con contrastes segin la comparacion por parejas para el
andlisis estadistico. Se ajusté el nivel de significacién segun Bonferroni a alfa/10 = 0,005.
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6. Resultados

El analisis de la adhesién de células tumorales a BSA al 1% condujo a una extincion media de 0,27 + 0,013 a
590 nm. El recubrimiento con laminina (In) y fibronectina (fn) condujo a un aumento de casi dos veces de la adhesion de
células tumorales con valores medios de 0,56 + 0,09 (In) y 1,17 + 0,1 (fn), respectivamente. Las células cancerosas
mostraron una adhesion mas pronunciada a colageno IV (coll IV) con una extincion media de 0,97 + 0,05.

La adhesion de células tumorales sobre In registrada tras la adiciébn de PL se redujo significativamente. El
efecto era dependiente de la concentracion en comparacién con el control. Incluso la cantidad minima de 0,05 mg de
PL/100 pl condujo a una extincion reducida de 0,4 + 0,02. El tratamiento con 0,1 0 0,5 mg de PL/100 pl revel6 valores de
extincion de 0,33 + 0,05 y 0,28 + 0,04, respectivamente. Pudo demostrarse el efecto maximo con 0,75 mg de PL/100 pl
con una extinciéon de 0,25 + 0,04. La reduccidon relativa de la adhesién de células tumorales sobre laminina en
comparacion con el control llega al 59%. El tratamiento con 1 mg de PL/100 ul no mostré ninguna disminucién adicional
de la adhesion de células tumorales. La extincion media fue de 0,26 + 0,02. La evaluacién estadistica revel6 diferencias
significativas para todas las concentraciones de fosfolipidos en comparacion con el grupo control (p < 0,0001) (figura 13
a,b; 14).

La adhesion de células tumorales sobre fn no pudo reducirse significativamente con concentraciones de
fosfolipidos bajas. La adicion de 0,05 mg de PL/100 ply 0,1 mg de PL/100 pl dio como resultado una ligera reduccion de
la extincién con valores medios de 0,59 + 0,018 y 0,6 + 0,009. Sin embargo, pudo observarse una reduccion significativa
de la adhesién de células tumorales tras el tratamiento con 0,5 mg de PL/100 pl, (ext. 0,44 + 0,023), asi como con 0,75
mg de PL/100 pul, (ext. 0,41 + 0,025) y 1 mg de PL/100 nl (ext. 0,39 £ 0,02). Se encontré6 una situacién similar en
comparacioén con In con efectos iguales tanto de 0,75 mg/100 ul como 1 mg/100 ul de PL, lo que indica que se alcanza
la influencia maxima sobre la adhesion. La reduccion relativa de la adhesion de células tumorales en comparacion con
los valores control llega al 35% (figura 15).

Las células NUGC-4 de cancer gastrico se adhieren al colageno IV de manera creciente en comparaciéon con
todos los otros componentes de la matriz extracelular examinados. La influencia de los fosfolipidos sobre la adhesién de
células a coll IV era también dependiente de la concentracion. La reduccion oscilaba entre una extincion media 0,9 +
0,02 tras la administracion de 0,05 mg de PL/100 pl y un efecto méaximo tras el tratamiento con 1 mg de PL/100 pl, con
un valor medio de 0,46 + 0,03. Se encontraron diferencias significativas desde 0,1 hasta 1 mg de PL/pocillo (p <
0,0001). En comparacioén con el valor control, esto significa una reduccion maxima de células tumorales adhesivas del
53% (figura 16).

En resumen, las pruebas experimentales proporcionadas demuestran que los PL intraperitoneales tienen un
efecto de reduccion de la adhesion de células de tumor colorrectal en ratas, células de céancer géastrico en ratones
desnudos e inhiben la adhesién de células de cancer gastrico asi como células de cancer rectal sobre placas de
microtitulacion recubiertas con colageno 1V, laminina y fibronectina. Estos resultados muestran por tanto que los PL
inhiben la adhesién de células tumorales peritoneales y son por tanto adecuadas para reducir la metastasis tumoral.
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REIVINDICACIONES

Uso de lipidos anfifilicos como Unico compuesto activo para la preparaciéon de una composicion farmacéutica
para reducir la metastasis tumoral, en el que los lipidos anfifilicos son fosfolipidos.

Uso de lipidos anfifilicos segun la reivindicacion 1, en el que el fosfolipido es un fosfoglicérido y/o una
fosfatidilcolina.

Uso de lipidos anfifilicos segun la reivindicacion 1 6 2, en el que se usa un Unico tipo especifico de lipido
anfifilico o una combinacion de diferentes lipidos anfifilicos para la preparacién de la composicion farmacéutica.

Uso de lipidos anfifilicos segun la reivindicacion 1, en el que las metastasis tumorales se reducen debido a la
inhibicion de la adhesion de células tumorales, debido a la inhibicién de la adhesién de células metastéasicas y/o
la inhibicién del crecimiento de metastasis tumorales.

Uso de lipidos anfifilicos segin una de las reivindicaciones 1 a 4, en el que las metastasis tumorales se
reducen mediante tratamiento profilactico de la recidiva intraperitoneal de tumores, especificamente tumores
malignos, por ejemplo cancer gastrointestinal, tal como cancer gastrico, de colon o pancreético, y cancer del
sistema genitourinario tal como cancer de ovarios o cancer de vejiga.

Uso de lipidos anfifilicos segin una de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el fosfolipido se usa para el
tratamiento terapéutico o profilactico de pacientes.

Uso de lipidos anfifilicos segun la reivindicacion 6, en el que el paciente se ha sometido a reseccidn curativa o
paliativa.

Uso de lipidos anfifilicos segun las reivindicaciones 6 6 7, en el que el paciente es un mamifero.
Uso de lipidos anfifilicos segun la reivindicacion 8, en el que el paciente es un ser humano.

Uso de lipidos anfifilicos segun una de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el lipido anfifilico es un fosfolipido
que esta presente como una disolucion acuosa que contiene del 0,05% al 25% (p/v) de un fosfolipido.

Uso segun la reivindicacion 10, en el que el fosfolipido esta presente como una disolucion acuosa que contiene
del 0,5% al 20% (p/v) de un fosfolipido.

Uso segun la reivindicacion 11, en el que el fosfolipido esta presente como una disolucién acuosa que contiene
del 1,5% al 10% (p/v) de un fosfolipido.

Uso de un fosfolipido segiin una de las reivindicaciones 10 a 12, en el que el fosfolipido se formula en una
disolucién para administracion local, tal como instilacion o inyeccion, preferiblemente para administracion
intraperitoneal.

Método para preparar una composicion farmacéutica para reducir la metastasis tumoral, método que
comprende etapas, en las que se mezclan lipidos anfifilicos como Gnico compuesto activo con una disolucién
acuosa, en el que los lipidos anfifilicos son fosfolipidos.

Método segun la reivindicacion 14, en el que el fosfolipido es una fosfatidilcolina.
Método segun la reivindicacion 14, en el que los lipidos anfifilicos se dispersan en la disolucién acuosa.

Método seglin cualquiera de las reivindicaciones 14 a 16, en el que la dispersion se obtiene mediante
homogeneizacion a alta presion.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 14 a 17, en el que las metastasis tumorales se reducen
debido a la inhibicién de la adhesién de células tumorales, debido a la inhibicion de la adhesion de células
metastasicas y/o la inhibicion del crecimiento de metéstasis tumorales.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 14 a 18, en el que las metastasis tumorales se reducen
mediante tratamiento profilactico de la recidiva intraperitoneal de tumores, especificamente tumores malignos,
por ejemplo cancer gastrointestinal, tal como cancer gastrico, de colon o pancreatico, y cancer del sistema
genitourinario tal como céancer de ovarios.
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Figura 5
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Figura 10
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Figura 12
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Figura 14
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Figura 16
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