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Introduccion

ANGIOGENESIS

El limite para la difusién de oxigeno en los tejidos se halla entre 100 y 200
um (Folkman, 1971). Mas alla de esta distancia las células necesitan crear nuevos
vasos para la obtencidn de oxigeno y nutrientes para su supervivencia (Carmeliet
and Jain, 2000).

La formacién de nuevos vasos puede producirse mediante diferentes
procesos. En el desarrollo temprano del embrién el proceso de formacidn de vasos
es denominado vasculogénesis (Yancopoulos et al., 2000). En la vasculogénesis las
células precursoras indiferenciadas o angioblastos sufren un proceso de
proliferacion y diferenciacién in situ que acabard formando una red de tubulos
primitivos. En esta red primaria, se observan los grandes vasos como la aorta y
venas de gran calibre. A continuacién mediante la angiogénesis, o la formacién de
nuevos vasos sanguineos a partir de otros preexistentes, esta red primaria es
modificada para formar una red de vasos interconectados caracteristicos de la
vasculatura madura.

La angiogénesis fisioldgica es limitada, estd estrictamente regulada y es
fundamental durante la reproduccién y el desarrollo embrionario. En la vida
postnatal y adulta, la angiogénesis es el Unico proceso por el cual se pueden formar
nuevos vasos, siendo esencial en la reparacion de heridas y en el ciclo reproductivo
femenino (Kerbel, 2000). Pero la desregulacién de este proceso da lugar a la
angiogénesis patoldgica, que suele ser persistente y comporta el crecimiento y
progresion de neoplasias, procesos inflamatorios crénicos, como la enfermedad de
Crohn, la destruccién de cartilago en la artritis reumatoide o la ceguera en la

diabetes entre muchos otros procesos patoldgicos.
La angiogénesis tiene lugar en 4 fases:

a) Fase inicial: se caracteriza por un incremento de la permeabilidad a proteinas y

vasodilatacion.
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Introduccion

b) Fase de progresion: donde se produce la degradacién y remodelacién de la matriz
extracelular por parte de proteasas liberadas desde las células endoteliales, la
migracion y proliferacién de las células endoteliales y la interaccion con las

integrinas de la matriz.

c) Fase de diferenciacion: incluye cambios en la morfologia de las células

endoteliales para alcanzar una estructura tubular o luminal.

d) Fase de estabilizacién y maduracion: caracterizada por el reclutamiento de

pericitos y células musculares lisas y el depdsito de nuevas proteinas de la matriz.
En todo este proceso se mantiene un estricto equilibrio entre los factores
activadores e inhibidores de la angiogénesis. La ruptura de este equilibrio dara lugar

a la persistencia de la neovascularizacion que caracteriza la angiogénesis patoldgica.

Angiogénesis tumoral

La angiogénesis es reconocida como un proceso fundamental y critico para
el crecimiento de tumores sdélidos y el desarrollo de metdstasis. Gimbrone vy
colaboradores en 1972 demostraron que el proceso de angiogénesis era necesario
para el crecimiento de fragmentos de tumor o de grupos de células tumorales
implantadas en un tejido avascular como la cdérnea. Dichos implantes eran
neovascularizados desde el limbo esclerocorneal, y su inhibicion era capaz de
detener el crecimiento tumoral (Gimbrone et al., 1972).

Posteriormente se observé que todo tumor que excede de 2-3 mm de
grosor necesita la creacion de nuevos vasos para su nutricion (Folkman and
Klagsbrun, 1987).

El proceso de angiogénesis se produce en la periferia de la lesidn tumoral y
esta constituida por células normales derivadas del huésped (Weidner, 1993). Esta

zona de vasos neoformados es infiltrada posteriormente por las células tumorales.
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Fendmeno del switch angiogénico (o interruptor angiogénico)

Cuando las células progresan hacia el fenotipo tumoral adquieren dos
caracteristicas fundamentales:

- La capacidad de multiplicarse sin restricciones

- La capacidad de crear un medio favorable para la nutricion de la

poblacién tumoral en crecimiento (Carmeliet and Jain, 2000).

En condiciones de normalidad las células son fundamentalmente
antiangiogénicas: producen gran cantidad de sustancias inhibidoras de la
angiogénesis, asi como una escasa cantidad de moléculas inductoras (Bouck, 1996).

En el proceso de adquisicion del fenotipo tumoral, las células crean su
propio medio favorable al crecimiento y nutricién celular, mediante la produccidn
de factores angiogénicos debido a la activacién de diversos oncogenes.
Simultdneamente se produce una disminucién en la sintesis de factores
antiangiogénicos a causa de la pérdida o inactivacion de genes supresores
tumorales. El balance final sera la estimulacién de la angiogénesis que favorecera el
crecimiento tumoral y el desarrollo de metastasis a distancia.

Los tumores se desarrollan a partir de tejidos normales donde no suele
existir una actividad angiogénica significativa, y donde los vasos se hallan en un
estado quiescente. Asi, encontramos un equilibrio entre factores inductores de la
angiogénesis y factores inhibidores que, en el tejido normal, se mantiene a favor de
un predominio de la inhibicidn.

Cuando las células normales progresan al fenotipo tumoral, este equilibrio
cambia hacia un predominio de substancias proangiogénicas o estimuladoras de la
angiogénesis (Bouck, 1996). Este cambio se produce por dos mecanismos

principalmente (figura 1):

- Por una disminucidn de factores inhibidores de la angiogénesis.

- Por un aumento de factores proangiogénicos.

15
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EL SWITCH ANGIOGENICO

L e®® <« — On

.

“‘

o 0 <« Off

® ACTIVADORES: @ |NHIBIDORES:

VEGF-A Trombospondina-1, -2
VEGF-B, C, ... Interferon off
FGF1 Angiostatina
FGF2 Endostatina

Figura 1. Fendomeno del switch angiogénico. Representacién esquematica sobre la
hipdtesis de la existencia de un equilibrio entre substancias proangiogénicas y
antiangiogénicas, y el inicio del proceso de angiogénesis. Figura modificada de
Hanahan & Folkman, Cell, 1996.

Las células tumorales utilizan ambos mecanismos para favorecer el
desarrollo de nuevos vasos (Dameron et al.,, 1994). En estudios in vitro se ha
observado que la estimulacidn de la proliferacién de células endoteliales y el
guimiotactismo generados por el factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF) y el factor de crecimiento de fibroblastos tipo 2 (FGF2), se inhiben al
incrementar la presencia en el medio del inhibidor trombospondina 1 (TSP-1) (Good
et al.,, 1990; Rastinejad et al., 1989). Esto sugiere que cuando los niveles del
inhibidor son suficientemente altos las sefiales estimuladoras de la angiogénesis son
sobrepasadas, y el equilibrio se desplaza hacia una inhibicién del proceso.

Los tumores producen diversos factores angiogénicos que actian en los
receptores de pequefios vasos que rodean a las células tumorales (Folkman, 1987).
A su vez la célula endotelial activada promueve su propio crecimiento y la
neoformacion vascular.

Ademas de la sintesis de factores angiogénicos las células tumorales atraen

la formacién de nuevos vasos mediante los siguientes mecanismos:
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a) Elaboracién de enzimas de digestiéon de la matriz extracelular: permiten la
liberacién de factores angiogénicos secuestrados en el medio y facilitan la invasién
por parte de nuevos vasos (Cherrington et al., 2000).

b) Produccidén de factores quimiotacticos: atraen a macréfagos, mastocitos y
linfocitos, que mediante su estimulacidon producen a su vez mayor cantidad de
substancias proangiogénicas (Carron et al., 1998).

c) Estimulacion de los fibroblastos del estroma: también sintetizan factores

proangiogénicos.

Factores reguladores de la angiogénesis tumoral

Un factor angiogénico es un factor que selectivamente altera las
caracteristicas de las células endoteliales y estructuras perivasculares asociadas
(pericitos, células musculares lisas de las paredes vasculares, etc.) pero no afecta la
funcién de otros tipos celulares.

En condiciones de normalidad, en las células encontramos tanto factores

proangiogénicos como factores antiangiogénicos naturales:

Factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF): Es el principal factor iniciador de
la angiogénesis tumoral. Se han descrito seis miembros de la familia VEGF: VEGF-A, -
B, -C, -D, -E y PIGF. El principal inductor de la angiogénesis es VEGF-A, que
comunmente se le conoce como VEGF (Ferrara, 2002; Hicklin and Ellis, 2005), y del
cual existen cuatro isoformas que se generan por splicing alternativo (VEGF 165,
VEGF 121, VEGF 189 y VEGF 206). VEGF 165 es la isoforma molecular predominante,
y se encuentra, al igual que VEGF 121, en forma libre y soluble en el medio. En
contraste, las formas de mayor peso molecular (VEGF 189 y VEGF 206) se
encuentran secuestradas en la matriz extracelular y son liberadas y solubles por la
accién de sustancias como la heparina o la plasmina (Park et al., 1993).

VEGF se expresa en muchos tipos de tumores humanos, y su elevada

expresidén estd asociada a un peor prondstico. El incremento en la expresion de
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VEGF puede deberse a diversos factores, como la hipoxia, el pH, citoquinas, factores
de crecimiento y hormonas sexuales. Factores genéticos también pueden estar
implicados en el incremento de expresidon de VEGF, como la activacion de distintos
oncogenes o la inactivacidon de genes supresores de tumores (Kerbel and Folkman,
2002).

Los miembros de la familia de VEGF tienen la capacidad de unirse a tres
receptores tirosina quinasa: VEGFR1 (Flt-1), VEGFR2 (KDR/Flk-1) y VEGFR3 (Flt-4)
(figura 2). VEGF se une principalmente a VEGFR1 y VEGFR2. Ambos se localizan en el
endotelio vascular y muestran gran afinidad por VEGF. Constan de un dominio
extracelular, constituido por siete dominios inmunoglobulinicos, una regién
transmembrana, y un dominio intracelular con actividad tirosina quinasa (Shibuya et
al., 1990; Terman et al., 1990). VEGFR3 se encuentra exclusivamente en el endotelio
de vasos linfaticos y no muestra afinidad por VEGF (Pajusola et al., 1992).

La unién de VEGF a su receptor produce su dimerizacidon con otro miembro
de la familia de receptores. Posteriormente, se produce la autofosforilacién de
residuos tirosina en el dominio intracelular del receptor (Neufeld et al., 1999). Estas
fosfotirosinas sirven de union para otros sustratos, iniciando una cascada de sefiales
intracelulares, que modulan la activacién de varias proteinas de sefales de
transduccidn, como la proteina quinasa mitégeno-activada (MAPK), que favorece la
transcripcion genética e induce multiples respuestas celulares que incluyen
alteraciones de la permeabilidad vascular, quimiotaxis y acciones sobre el
crecimiento celular (Guo et al., 1995).

Diversos estudios han demostrado que VEGFR1 y VEGFR2 producen
diferentes sefiales de transduccion (Seetharam et al., 1995; Waltenberger et al.,
1994), y que es VEGFR2 el principal receptor y el necesario para que VEGF produzca
sus efectos mitégenos y de quimiotaxis. Asi, VEGFR2 tiene una importancia critica
para que VEGF pueda desarrollar sus acciones bioldgicas, mientras que el papel de

VEGFR1 en la angiogénesis estd menos claro.
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Hipoxia, citoquinas,
factores de crecimiento,
factores genéticos...
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Figura 2. La familia de VEGF. El principal factor proangiogénico, VEGF-A,
comlnmente conocido como VEGF, ejerce su funcion principalmente a través del
receptor VEGFR2. VEGF se expresa en la mayoria de tumores humanos y un
incremento en su expresidn se asocia con un peor prondstico. La unién VEGF-
VEGFR2 induce la dimerizacién del receptor que promueve una cascada de
sefializacién que activa diferentes vias, como la proliferacion y la migracién de las
células endoteliales, su supervivencia o un incremento de la permeabilidad
vascular. VEGF también puede unirse a los receptores neuropilinas (NRP) que
actuan como co-receptores con VEGFR2 en la regulacion de la angiogénesis.

Figura modificada de Kerbel, N Engl J Med. 2008
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Mediante su unién con VEGFR2, el VEGF contribuye a la vasodilatacién
inicial mediada por éxido nitrico, aumenta la permeabilidad vascular, estimula la
proliferacion y migracién de las células endoteliales y disminuye la apoptosis.
Ademas, a través del estimulo de la sintesis de los activadores del plasmindgeno,
interviene en el remodelado de la matriz perivascular (Dvorak et al., 1995; Ferrara
and Davis-Smyth, 1997; Shibuya and Claesson-Welsh, 2006). Comunmente el efecto
de VEGF se atribuye a un mecanismo paracrino, ya que las células tumorales
producen VEGF, y son las células endoteliales las que expresan el receptor en su
superficie celular. Sin embrago, VEGF puede actuar en algunos casos de manera
autocrina, ya que determinadas células tumorales ademas de producir VEGF,
expresan de forma aberrante sus receptores, especialmente VEGFR1. Por ultimo,
también se ha descrito un efecto intracrino de VEGF, en aquellos casos en los que
VEGFR se expresa en el interior de la célula. En estos casos, la activacion del
receptor induce la supervivencia de la célula endotelial (Kerbel, 2008).

Ademads de la unién a los receptores VEGFR, VEGF puede unirse a las
neuropilinas (NRP1 y NRP2). Se trata de receptores sin actividad enzimatica, pero
cuya expresidn es necesaria para la angiogénesis, ya que actian como co-
receptores, presentando el VEGF a su receptor VEGFR2 (Kawasaki et al., 1999;
Neufeld et al., 2002).

Factor de crecimiento de fibroblastos tipo 2 (FGF2): Se trata de otro factor
promotor de la angiogénesis que a través de la unién con su receptor FGFR
promueve y regula la migracion de las células endoteliales pero no su proliferacion.
También presenta un efecto antiapoptdtico, ya que induce la sobreexpresion de
proteinas antiapoptéticas como Bcl-2 o survivina (Chavakis and Dimmeler, 2002).
FGF2 también ejerce diversos efectos sobre las células endoteliales,
estimulando la expresion de VEGF de forma autocrina y paracrina, aunque también
es capaz de estimular la angiogénesis por mecanismos VEGF independientes

(Seghezzi et al., 1998). Ademds FGF2 puede modificar la morfologia del endotelio
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mediante la produccién de las integrinas avB3 (Sepp et al., 1994) y a2 (Enenstein
et al., 1992), que son muy importantes en las interacciones célula-célula y célula-

matriz extracelular.

Factores de crecimiento derivados de las plaquetas (PDGF): Se trata de otra familia
con una importante funcidén proangiogénica. Las células murales (pericitos y células
musculares lisas) juegan un papel fundamental en la maduracién, remodelacion y
mantenimiento de la vasculatura, ya que se encuentran envolviendo a las células
endoteliales proporcionando estabilizacién a la vasculatura (Allt and Lawrenson,
2001). El reclutamiento de pericitos para formar las paredes de los nuevos vasos es
un proceso crucial durante la fase de maduracién de la vasculatura, y es llevado a
cabo por distintos factores, el principal de los cuales es PDGF (Gullberg et al., 2004).

La familia de PDGF consta de cuatro miembros: PDGFA, -B, -C y —D, que
pueden ser producidos por distintos tipos celulares, incluyendo las células
endoteliales. Actian en forma de homodimeros (PDGF-AA, -BB, -CC, -DD) o
heterodimeros (PDGF-AB), uniéndose a sus receptores tirosina quinasa PDGFR-a y
PDGFR-B (Fredriksson et al., 2004). PDGFR es expresado por las células murales. La
interaccién ligando-receptor induce la dimerizacion del receptor en forma de
homodimeros o heterodimeros, y la posterior activacidn de una cascada intracelular
de sefiales que son cruciales para la estabilizacidon de la vasculatura a través del

reclutamiento de pericitos (Erber et al., 2004).

Angiopoyetinas: Representan otra familia importante de factores reguladores de la
angiogénesis. Las mas decisivas son la Angiopoyetina 1 (Angptl) y la angiopoyetina 2
(Angpt2), que se unen al receptor de tipo tirosina quinasa Tie2 presente
principalmente en las células endoteliales, induciendo efectos contrarios (Hanahan,
1997; Oliner et al., 2004). Angptl, expresada por diferentes tipos celulares, actua
como agonista del receptor, estimulando su activacién y favoreciendo asi la

estabilizacion de la vasculatura. Angptl también es requerida para la remodelacién
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y maduracién de los vasos neoformados. Se ha demostrado que en ausencia de
Angptl las células endoteliales no son capaces de asociarse e interaccionar con
células de soporte, como los pericitos, impidiendo la estabilizacion de los vasos
neoformados (Suri et al., 1996). Después de la maduracién vascular la Angptl
continua siendo importante para mantener los vasos estables en estado quiescente.
El cese de las sefiales estables coincide con el reinicio del proceso de remodelacion
vascular que se da en algunos tejidos del adulto o en tumores.

La unién de Angpt2 a Tie2 impide que Angptl pueda unirse y activar al
receptor. Por lo tanto, Angpt2 actuaria como un inhibidor competitivo de Angptl.
Sin embargo, se ha descrito que las consecuencias del efecto de Angpt2 en la
angiogénesis dependen de la presencia o no de VEGF. Asi, en presencia de VEGF,
Angpt2 tiene un efecto proangiogénico promoviendo la proliferacién y migracién de
las células endoteliales, mientras que en ausencia de VEGF, la Angpt2 puede
conducir a la apoptosis y a la regresién vascular (Hanahan, 1997; Maisonpierre et al.,

1997; Oliner et al., 2004).

Trombospondina-1 (TSP-1): Se trata de una proteina secretada por la mayoria de
células epiteliales capaz de actuar como un inhibidor multifuncional de la
angiogénesis. Tiene efectos directos sobre las células endoteliales via el receptor de
membrana CD36, inhibiendo la migraciéon y la movilizacién de factores de
crecimiento, e induciendo la apoptosis. De esta manera TSP-1 atenua
significativamente la progresidon tumoral y la metastasis (Jimenez and Volpert,

2001).

Factores implicados en guiar la formacion de nuevos vasos

Durante la Ultima década se ha observado que  moléculas implicadas en
guiar los axones en el sistema nervioso durante el desarrollo juegan también un
importante papel en el desarrollo de los vasos sanguineos. Ahora se conoce que
proteinas implicadas en transmitir las sefiales de guia axdnica entre las que se

incluyen miembros de las familias de las netrinas, slit, efrinas y semaforinas (figura
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3), son también ampliamente expresados fuera del sistema nervioso y desarrollan
importantes funciones durante la guia de nuevos vasos sanguineos y como
precursores endoteliales durante el desarrollo de los nuevos vasos (Carmeliet and
Tessier-Lavigne, 2005).

De entre todas ellas, en este trabajo hemos centrado nuestra atencion
especialmente en la familia de las semaforinas, en concreto en la Semaforina 4D

(Sema4D).
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Figura 3. Principales familias de proteinas implicadas en la guia axdnica que
participan en la angiogénesis. Miembros de estas familias de proteinas, ademas
de actuar en el sistema nervioso, se expresan ampliamente en otros tejidos, y
tienen un importante papel en el desarrollo de nuevos vasos.

Figura extraida de Klagsbrun & Eichmann, Cytokine Growth Factor Rev, 2005.

La familia de las semaforinas

Las semaforinas son una gran familia de proteinas que se encuentran
solubles o ancladas a membrana, que se describieron inicialmente por su relacion
con el desarrollo del sistema nervioso central y los mecanismos de la guia axdnica.
Actualmente se han identificado mas de 20 tipos diferentes de semaforinas, que

han sido agrupadas en 8 clases diferentes: las clases 1 y 2 las encontramos en
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invertebrados, las clases 3-7 son propias de vertebrados, y una octava clase (la
clase V) ha sido identificada en virus (Kolodkin et al., 1993).

En los ultimos afios las semaforinas se han relacionado con la regulacion de
la adhesion y la motilidad celular, el sistema inmune, la angiogénesis y la
progresion tumoral. También se han implicado en funciones opuestas en cancer:
como supresores tumorales y factores antiangiogénicos, o como mediadores de la
angiogénesis tumoral, la invasion y la metastasis. Parece ser que las semaforinas

pueden jugar distintos papeles en los diferentes tipos celulares.

Este gran abanico de funciones puede ser explicado gracias a su unién con
varios receptores, que pueden activar multiples vias de sefializacién en diferentes
tipos de células o de etapas funcionales (Rizzolio and Tamagnone, 2007).

Las plexinas son los receptores de alta afinidad para las semaforinas,
aunque existen ciertas semaforinas que necesitan de co-receptores (las
neuropilinas) para que la sefializacidén de las plexinas sea completa. Ademas de las
plexinas y las neuropilinas se han descrito otras moléculas de membrana a las que

se unen las semaforinas pero con una menor afinidad.

Se han descrito diversos miembros de la familia de las semaforinas como
posibles reguladores de la migracién de las células endoteliales y la angiogénesis:
Semaforina 3A, 3F, 3E, 4A y 6A pueden inhibir la angiogénesis (Dhanabal et al.,
2005; Neufeld et al., 2005; Serini et al., 2003; Toyofuku et al., 2007). Ademas
ciertas semaforinas pueden competir con el VEGF para unirse con las neuropilinas
(Kawasaki et al., 1999; Miao et al., 1999; Soker et al., 2002). Por otro lado se ha
observado que la Semaforina 4D es un factor proangiogénico secretado por las
células tumorales humanas (via fragmentacion mediada por las metaloproteinasas
de matriz (MMP)) y su actividad se ha visto involucrada en el crecimiento tumoral

(Basile et al., 2006; Basile et al., 2007; Conrotto et al., 2005).
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Ademas se ha comprobado que la semaforinas 4D y 7A inducen la
produccidn de citoquinas pro-inflamatorias por parte de los monocitos, lo que
puede implicar que ciertas clases de semaforinas puedan tener un papel

importante en la respuesta inflamatoria (Kikutani and Kumanogoh, 2003).

El papel de Semaforina 4D como promotora de la angiogénesis y la invasion

tumoral

Semaforina 4D (Sema4D) es una proteina transmembrana de 150 kDa
perteneciente a la clase IV de la subfamilia de las semaforinas, que se puede
escindir para crear una forma soluble de 120 kDa, lo que nos indica dos posibles
isoformas de Sema4D (Delaire et al., 2001; Herold et al., 1995).

Se conocen dos receptores para SemadD: el receptor de alta afinidad,
Plexina B1; y un receptor de baja afinidad, CD72, que se expresa principalmente en
las células del sistema inmune (Kumanogoh et al., 2000).

Plexina B1 se encuentra ampliamente expresada en las células endoteliales
y promueve la migracién y la tubulogénesis cuando se une a Sema4D (Basile et al.,
2004; Conrotto et al.,, 2005). Se ha observado que Semad4D estd altamente
expresada en la mayoria de los tumores sélidos mas frecuentes, incluyendo
tumores de mama, prostata y colon (Basile et al.,, 2006). Ademas, se ha
comprobado que los macréfagos asociados a tumores (TAMs), ampliamente
involucrados en la invasién tumoral y la angiogénesis asi como en la diseminacién
metastasica (Dirkx et al., 2006) son una rica fuente de Sema4D en el estroma
tumoral, y se ha descrito que esta habilidad para producir Sema4D es crucial para
que se lleve a cabo la angiogénesis tumoral y la maduracién de los vasos (Sierra et
al., 2008). Esto sugiere que las semaforinas de clase IV pueden estar regulando la
angiogénesis in vivo, y plantean la posibilidad que Sema4D pueda jugar un papel en
la induccién de la angiogénesis tumoral. Pero para que se produzca dicha funcién

proangiogénica, Sema4D, una proteina anclada a membrana, debe ser procesada y
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liberada en su forma soluble para actuar de manera paracrina en las células

endoteliales (Basile et al., 2007) (figura 4).

Célula tumoral/TAMs

MT1-MMP

Degradacion de la matriz peri-celular \ﬁ"

Activacién de pro-MMPs Sema4D
(soluble) K*

Sema4D
(anclada a membrana)

Plexina B1

Célula endotelial \’

Figura 4. Modelo de estimulacion de Plexina B1 que promueve una respuesta
angiogénica. La MT1-MMP expresada en la superficie de las células tumorales
escinde la Sema4D anclada a la membrana, que se podrd unir a la Plexina Bl
presente en las células endoteliales, lo que iniciara una respuesta angiogénica.
Figura modificada de Basile et al, JBC, 2007.

Aunque Sema4D se expresa en la superficie de las células tumorales como
un homodimero, también se ha observado su presencia como proteina soluble en
el ambiente tumoral gracias a la escisidn proteolitica. La proteasa responsable de
su escision es la metaloproteinasa de matriz de membrana tipo 1 (MT1-MMP,

también conocida como MMP14) (Basile et al., 2007; Elhabazi et al., 2001).
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De esta manera, la forma soluble de Sema4D actua a través de la Plexina
Bl presente en la membrana de las células endoteliales, facilitando Ia
supervivencia y el crecimiento tumoral gracias a la promocién de la angiogénesis

(Basile et al., 2006).

Semad4D y Plexina Bl comparten homologia estructural con los
receptores de tipo scatter factors, una familia de receptores transmembrana con
actividad quinasa. Dentro de esta familia, encontramos el receptor del factor de
crecimiento de hepatocitos (HGF), codificado por el gen Met (Bottaro et al., 1991).
La unién de HGF con su receptor (Met), provoca su activacién, promoviendo varios
procesos celulares, entre los que cabe destacar la morfogénesis epitelial
(Sonnenberg et al., 1993; Weidner et al.,, 1993) y la migracién de precursores
miogénicos en el desarrollo embrionario (Bladt et al., 1995), la supervivencia y la
proliferacion de diferentes tipos neuronales (Maina and Klein, 1999), v,
notablemente, la migracion y proliferacion de las células endoteliales y su
organizacion en nuevos vasos durante el proceso angiogénico (Bussolino et al.,
1992; Grant et al., 1993).

Se ha descrito que en células endoteliales Plexina B1 forma un complejo
con Met, y que la activaciéon de Plexina B1 mediante su unién con Sema4D,
promueve la actividad tirosina quinasa de Met, aunque la fosforilacién debida a la
unién de Sema4D es mas débil que la provocada por HGF. Asi, Sema4D se puede
considerar un agonista parcial de Met, lo que explica que en respuesta a Sema4D
se produzca motilidad y morfogénesis de las células endoteliales, pero que no se
promueva su proliferacién (Conrotto et al., 2005). Entonces se puede considerar
que Semad4D y HGF no tienen exactamente el mismo efecto en las células
endoteliales, ya que HGF promueve la actividad mitogénica en las células
endoteliales gracias a la activaciéon de la via de VEGF, mientras que Sema4D no

ejerce ningun efecto sobre esta via ni sobre la proliferacion (Prat et al., 1998).
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Ademas de éstos efectos pro-angiogénicos, varios estudios han concluido
que la union de Plexina B1 y Sema4D regula la funcidn de las integrinas, que son
receptores de membrana heterodiméricos que anclan las células a la matriz
extracelular (Halloran and Wolman, 2006; Serini et al., 2008). La accién de las
integrinas es esencial para activar vias de sefializacién intracelular que controlan
importantes funciones como el crecimiento celular y la supervivencia, apoptosis y
motilidad (Hanahan and Weinberg, 2000). Los mecanismos moleculares por los
cuales la sefalizacidon de las semaforinas acaba regulando las integrinas aln se

desconocen.

Se ha descrito que Plexina B1 tiene actividad intrinseca GAP (del inglés
GTPase-activating protein), por lo que puede actuar con la GTPasa monomérica R-
Ras, que sostiene la activacidn de las integrinas (Oinuma et al., 2004). Tras la unién
de Sema4D, Plexina B1 inactiva R-Ras, inhibiendo asi la adhesiéon mediada por las

integrinas entre otras funciones (figura 5).

Plexina B1 también puede regular la activacién de la GTPasa RhoA en
respuesta a su uniéon con Sema4D. En esta linea se ha observado que la respuesta
migratoria y proangiogénica promovida por la sefializacién de Sema4D en las
células endoteliales es dependiente de la habilidad de Plexina-B1 para estimular
RhoA (Barberis et al., 2005; Casazza et al., 2007). Debido a que la adhesién
mediada por integrinas y la accion de las GTPasas monoméricas son fenédmenos
clave en la motilidad celular, la activacion de la Plexina B1 frecuentemente conlleva
la inhibicion de la migracién direccional, también descrita como “repulsién” celular,
cuando estas sefiales migratorias se localizan en areas especificas (Capparuccia and

Tamagnone, 2009).
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Receptores tirosina quinasa Sema4D
(Ej. ErbB2, Met)

Plexina B1

Integrina
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Figura 5. Via se sefializacion tras la union de Sema4D y Plexina B1. Plexina B1
puede promover varias vias se sefalizacion intracelular, dependiendo del receptor
celular con que se asocie. Ademas también pueden regular la funcién de integrinas
y la dindmica del citoesqueleto gracias a la actividad intrinseca de las GAPs R-Ras,
y el reclutamiento de moléculas que interaccionan con RhoA, afectando la
migracion y adhesidn celular. Estas interacciones pueden activar respuestas
opuestas dependiendo de la activacion de diferentes vias en distintos tipos
celulares.

Figura modificada de Capparuccia & Tamagnone, J Cell Sci, 2009.

Estructura y funcién de los vasos tumorales

Los vasos neoformados tumorales difieren en algunos aspectos respecto de

los vasos del tejido normal adyacente. Son mas permeables al paso de sustancias,
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como lo demuestran diversos estudios ultraestructurales, que evidencian un mayor
numero de fenestraciones, aberturas y vesiculas, mostrando membranas basales
discontinuas o incluso ausentes (Dvorak et al., 1999; Hashizume et al., 2000; Hobbs
et al., 1998) (figura 6). Suelen tener una morfologia aberrante, con formacién de
angulos rectos, y un gran numero de dilataciones que producen dreas de intensa
hipoxia y pHs acidos (Helmlinger et al., 1997). Estas zonas contribuyen a disminuir la
eficacia en la llegada de drogas antiangiogénicas y seleccionan clones de células

tumorales resistentes a la hipoxia (Giaccia, 1996).

Normal Tumoral

Figura 6. Diferencias entre vasos y células endoteliales normales y tumorales.
Imagenes de microscopia electrdnica de barrido. Los paneles superiores muestran
la estructura de vasos normales (a) y tumorales (b), donde podemos apreciar las
formas mucho mas tortuosas que adoptan los vasos tumorales. En las imagenes
inferiores se observan micrografias que comparan la superficie luminal del vaso
normal (c), con uniones estrechas entre las células endoteliales, y la superficie de
los vasos tumorales (d), que han visto ampliados los espacios intercelulares, con
células endoteliales superpuestas.

Figura extraida de McDonald & Choyke, Nat Med, 2003.
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La pared de los vasos tumorales es un mosaico celular, formado en parte
por células endoteliales y por células tumorales. Este hecho tiene importantes
implicaciones en el desarrollo de metdstasis, ya que las células tumorales tienen un
acceso facil al torrente circulatorio. Ademads, en la mayor parte de vasos tumorales
falta la capa de células perivasculares que contribuyen a la estabilizacién y
maduracién vascular, y que permiten acomodar el flujo sanguineo segun las
necesidades metabdlicas.

Se ha revelado una escasa presencia de pericitos y células musculares lisas
en los vasos tumorales. Ademds existe una gran heterogeneidad en los distintos
tipos tumorales respecto a la presencia de células periendoteliales: mientras que en
un estudio de glioblastoma se observé que el indice de asociacién de pericitos con la
microvasculatura era del 23% en el cancer de mama fue del 67% (Eberhard et al.,
2000). Se atribuyen a los pericitos funciones en la estabilizacién de los vasos
neoformados. Su presencia seria mayor en tumores de crecimiento lento y menor
en tumores mds agresivos.

Las células endoteliales tumorales también difieren de las células
endoteliales de la vasculatura normal en su gran heterogeneidad. Asi, en algunas
zonas se observa una elevada proliferacion celular, mientras que en otras zonas del
tumor las células endoteliales sufren apoptosis, acompafiando a zonas de necrosis y
fendmenos de regresién vascular (Holash et al., 1999).

Las células endoteliales de los vasos tumorales se caracterizan por su
inestabilidad, pasando de estados hiperproliferativos a la apoptosis y regresiéon
vascular. Las bases moleculares y celulares de esta inestabilidad estan poco
definidas.

Por otro lado se observan alteraciones en la expresiéon de diversas
moléculas de la superficie endotelial que alteran las interacciones con las células

inflamatorias circulantes (Eliceiri and Cheresh, 1999; Huang et al., 1997).
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TERAPIAS ANTIANGIOGENICAS

La angiogénesis no inicia la neoplasia, pero promueve la progresion tumoral
y la metdstasis. En 1971 Judah Folkman propuso la inhibicién de la angiogénesis
como diana para el tratamiento del cancer, y desde entonces se han ideado y
desarrollado diferentes farmacos que tienen como principal diana las células
endoteliales. Pero ha sido sobretodo durante la ultima década cuando se han
realizado importantes esfuerzos en desarrollar estrategias terapéuticas para inhibir
la angiogénesis en el cancer.

A diferencia de las células tumorales, las células endoteliales son
genéticamente estables y por esa razén fueron consideradas una diana terapéutica
ideal que no presentaria resistencia a la terapia antiangiogénica.

La gran mayoria de agentes antiangiogénicos que se han ido desarrollando
desde inicios de la década de los 90 iban dirigidos contra las células endoteliales,
pero recientemente las terapias antiangiogénicas se estan dirigiendo también
contra los pericitos, ya que proporcionan sefiales de supervivencia y soporte
estructural a las células endoteliales, contribuyendo a la maduracién de la

vasculatura (Carmeliet, 2003).

Han aparecido una gran variedad de agentes antiangiogénicos a lo largo de
los ultimos afios, que van dirigidos contra la inmensa mayoria de tipos tumorales.
Como ejemplo, la tabla de la figura 7, publicada en 2007, en la que podemos
observar la gran variedad de tipos tumorales que estan siendo objeto de estudio
para recibir tratamiento con farmacos antiangiogénicos.

Estos farmacos se pueden clasificar segin su mecanismo de accién en dos
grupos: Anticuerpos monoclonales o inhibidores selectivos de la actividad quinasa

(small-molecules tyrosine-kinase inhibitors) (figura 8).
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Table 2| Anti-angiogenic drugs approved for clinical use and phase of clinical trials for other indications

Drug
(Trade name;
company)

Bortezomib
(Velcade;
Millennium
Pharmacevticals)

Thalidomide
(Thalomid;
Celgene

Corporation)

Bevacizumab
{Avastin;
Genentech)

Erlotinib
(Tarceva;
Genentech,

05l
Pharmaceuticals,

Roche)

Pegaptanib
(Macugen;
05

Pharmaceticals)

Endostatin
(Endostar)

Sorafenib
(Nexavar;

Omyx
Pharmacevticals)

Lenalidomide
(Revlimid;
Celgene

Corporation)

Sunitinib
(Sutent; Pfizer)

Ranibizumab
{Lucentis;
Genentech)

Approved*

Multiple
myeloma (2003)

Multiple
myeloma (2003%)

Colorectal
cancer (2004),
lung cancer
(2006)

Lungcancer
(2004)

Age-related
macular
degeneration
(2004)

Lungcancer
(20059

Kidney cancer
(2005)

Myelodysplastic
syndrome (2005)

GIST kidney
cancer (2006)

Age-related
macular
degeneration
(2006)

Phase [ll

NSCLC, multiple
myeloma, NHL

Multiple myeloma,
brain metastases,
SCLC, NSCLC,
prostate, kidney,
avarian,
hepatacellular
cancer

NSCLC, GIST, diabetic
retinopathy, vascular
ocelusions, retinopathy
of prematurity,
colorectal breast,
ovarian, perito neal,
pancreatic, prostate,
kidney cancer

NSCLC, colorectal,
pancreatic, ovarian,

head and neck,

oral cancer

Kidney, melanoma,
hepatocellular cancer

Multiple myeloma,
myelodysplastic

syndrome

Renal cellcancer,

GIST

Phase Il

Multiple myeloma, NHL, NSCLC, lymphoma,
gliomas, melanoma, Waldenstrom’s
macroglobinaemia, prostate, head and neck,
breast, liver, nasopharyngeal, gastric, pancreatic,
colorectal, cervical/vaginal cancer, and others

Soft tissue sarcoma, multiple myeloma, ALS,
melanoma, neurcendocrine tumours, leukasmia,
glioma, glicblastomas, paediatric neuroblastoma,
NSCLC, NHL, pasdiatric solid tumours, myela-
fibrosis, myelodysplastic syndrome, AML, CLL,
SCLC, Hodgkin's disease, paediatric brain stem, liver,
colorectal, kidney, neurcendacrine, endometrial,
thyroid, uterine, ovarian cancer, and others

Glioblastoma, glioma, mesothelioma, NSCLC,
AML, CLL, CML, lymphoma, angiosarcema,
melanoma, billary tumours, SCLC, Kaposi's
sarcoma, sarcomas, NHL, carcinoid,
oesophagogastric, gastric, renal cell, head and
neck, rectal, hepatocellular, bladder, pancreatic,
gallbladder, breast, neuroendocrine, cervical,
ovarian, endometrial cancer, and others

NSCLC, mesothelioma, glioblastoma, glioma, gall
bladder, GIST, biliary tumours, bladder cancer
prevention, malignant peripheral nerve sheath
tumours, endometrial, colorectal, pancreatic,
breast, renal cell, prostate, ovarian, head and neck,
gastric/oesophageal, liver cancer, and others

Melanoma, glioblastoma, GIST, SCLC, thyroid,
neuroendocrine, mesothelioma, soft tissus
sarcoma, NSCLC, CLL, multiple myeloma,
chalangiocarcinoma, NHL, kidney, colorectal,
prostate, ovarian, peritoneaL pancreatic, breast,
gastric, head and neck, uterine, gall bladder,
bladder cancer, and others

NSCLC, NHL, multiple myeloma, CLL, myelofibrosis,
myelodysplastic syndrome, glioblastoma,

ocular melanoma, AML, mantle-cell lymphoma,
Waldenstrom's macroglobinaemia, ovarian/
peritoneal, thyroid, prostate cancer

Melanoma, VHL solid tumaur, NSCLC, GIST,
hepatocellular, colorectal prostate, breast, renal
cell, gastric, neuroendocrine cancer, and cthers

Phase |

Lymphoma, myelodysplasia,
multiple myeloma, NHL, solid
tumours, head and neck,
cenvical, colorectal, ovarian,
prostate cancer, and others

Solid tumaurs, glioma

NSCLC, pancreatic,
solid tumours, head
and neck tumours, VHL,
retinal tumaurs

NSCLC, glioblastoma,
solid tumours, colorectal,
pancreatic, head and neck
cancer

Solid tumours, melanoma,
glioblastoma, NHL, glioma,
multiple myeloma, Kaposi's
sarcoma, ALL, CML, MDS

Multiple myeloma,
prostate cancer, melanoma,
myelodysplastic syndrome,
solid tumours, paediatric
CNS tumours

Melanoma, salid tumaurs,
colorectal, breast cancer

*Year of first approval by the US Food and Drug Administration, unless stated otherwise. #iustralia, approved by US Food and Drug Administration in 2006. *China State Food
and Drug Administration. ALS, amyotrophic lateral sclerosis for Lou Gehrig'sdisease); ALL, acute lymphoblastic leukaemia; AML, acute myeloidleukaemia; CLL, chronic

lymphocytic leukaemia; CML, chronic myelaid leukaemia; CN5, central nervous system; GIST, gastrointestinal stromal tumour; MDS, myelodysplastic syndromes; NSCLC,
nian-smmall-cell lung cancer; MHL nen-Hodgkin's lymphama; SCLC, small-cell lung cancer; YHL ven Hippel Lindau.

Figura 7. Tabla de farmacos antiangiogénicos aprobados en la clinica y en fase de
ensayos clinicos. Tabla publicada en 2007 donde se observa la gran cantidad de
tipos tumorales que estan siendo diana en los estudios de nuevos farmacos
antiangiogénicos.
Figura extraida de Folkman, Nat Rev Drug Disc, 2007.
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Anticuerpos monoclonales: Tienen una accién directa y una indirecta. La accién

directa cosiste en bloquear el ligando o el receptor, el cual se puede internalizar
dejando asi de ejercer su funcion. La accién indirecta se encuentra mediada por el
sistema inmune (activacion del sistema del complemento, linfocitos citotoxicos y

macrofagos) y contribuye a la destruccién de la célula tumoral.

cuerpos neutraliza
J. Anticuerpos

. Anti-hetero- M
Ligando y
dimerizacion

l

Hetero-
dimerizacion
- —p

Anticuefpos
Anti-RTK

q @) Inhibidores |
3 quinasa
GIN |G
1Deregu|ation
Cancer

Hipertrofia cardiaca
Infecciones virales y bacterianas

Figura 8. Mecanismos de accion de los farmacos antiangiogénicos.
Representacion de manera esquematica de los mecanismos para bloquear
farmacolégicamente un receptor tirosina quinasa: Mediante inhibidores del
dominio y la actividad quinasa; o mediante anticuerpos monoclonales que
neutralizan al receptor o a su ligando.

Figura modificada de Gschwind et al, Nat Rev Cancer, 2004.

En este grupo se encuentra el primer farmaco que demostré un claro efecto

clinico aumentando la supervivencia en cancer colorectal metastasico: el

bevacizumab (Hurwitz et al., 2004).
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Bevacizumab: Se trata de un anticuerpo monoclonal recombinante humanizado que
se une a VEGF, evitando la interaccién con sus receptores y, por lo tanto, la
activacion de las vias de sefalizacion que éstos regulan. Bevacizumab fue aprovado
por la FDA (Administracidon de drogas y alimentos de Estados Unidos) en 2004 para
el tratamiento del cancer colorrectal, y en 2006 para el tratamiento del cancer de
pulmdn. En la actualidad varios ensayos clinicos en fase Il y lll se estan llevando a

cabo en distintos tipos de tumores.

Inhibidores selectivos de la actividad quinasa: Compiten con el ATP por la unién al

dominio catalitico de la proteina, bloqueando asi su actividad quinasa. A finales de
la década de los 80 este tipo de farmacos demostraron su uso potencial como
agentes antiproliferativos, y desde entonces se ha desarrollado un importante
numero de inhibidores que actian en diferentes vias y tipos celulares. Entre los que
presentan actividad antiangiogénica, los inhibidores que mejor resultado han
demostrado y que actualmente se estan administrando en la clinica son el sunitinib

y el sorafenib.

Sorafenib: Inhibidor oral multidiana de los receptores tirosina quinasa VEGFR1,
VEGFR2, VEGFR3, PDGFR-B implicados en angiogénesis, y de la serina treonina
quinasa Raf-1, implicada en proliferaciéon celular (Wilhelm et al., 2004). En 2005
sorafenib fue aprobado para el tratamiento del carcinoma renal avanzado, y en

2007 para el tratamiento del carcinoma hepatocelular irresecable.

Sunitinib: Inhibidor oral multidiana de receptores de membrana con actividad
tirosina quinasa, con una potente actividad antitumoral y antiangiogénica. Sunitinib
inhibe receptores tirosina quinasa implicados en angiogénesis y expresados por
células endoteliales y murales como VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3, PDGFR-a y PDGFR-3
(Abrams et al., 2003a; Mendel et al., 2003). Por otro lado, también inhibe un

conjunto de receptores implicados en proliferacion y supervivencia celular
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expresados en las células tumorales, como c-KIT (stem cell factor receptor), FLT3
(Fms-like tyrosine kinase 3), CSF-1 (receptor tipo | de factor estimulador de colonia)
y RET (receptor del factor neutréfico derivado de linea celular glial) (Abrams et al.,
2003a; O'Farrell et al., 2003). Sunitinib fue aprobado por la FDA en enero de 2006
para el tratamiento de carcinoma renal de célula clara avanzado y para pacientes de

GIST resistentes o intolerantes a Imatinib (Faivre et al., 2007; Goodman et al., 2007).

Efectos del tratamiento antiangiogénico

Tras el tratamiento antiangiogénico se dan cambios morfoldgicos vy
bioldgicos en los tumores que son facilmente observables. Entre éstos cambios se
pueden destacar aquellos que reflejan un decremento del nimero de vasos y una
reduccion en el flujo sanguineo en la parte central del tumor, los cuales han sido
ampliamente descritos en la clinica (Demetri et al., 2006; Motzer et al., 2007).

Como consecuencia del tratamiento antiangiogénico se consiguen tres
efectos: la regresién de la vasculatura tumoral, la normalizacion de los vasos
existentes y la inhibicidon de la formacién de nuevos vasos. La regresion vascular es
el efecto mas temprano que se observa (Willett et al.,, 2004). El proceso de
normalizacién da lugar a una vasculatura mas eficiente, ya que se reduce la
permeabilidad y la presidn intersticial, y esto mejora la distribucion de la
quimioterapia en el tumor (Jain, 2005; Kabbinavar et al., 2005a).

Este comportamiento de los tumores tras recibir la terapia antiangiogénica
se puede confundir con una no respuesta del tumor al tratamiento, ya que éstos
cambios no siempre se traducen en variaciones en el diametro de la neoplasia, lo
gue puede despistar en el momento de la evaluacidn de eficacia realizada mediante

técnicas radioldgicas.

Una de las caracteristicas mds comunes de la terapia con inhibidores de la

angiogénesis es la rapida reduccién de la densidad celular en la parte central del

tumor, mientras que las zonas marginales se mantienen como dareas con tejido
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tumoral bien vascularizado, formando una pseudo-capsula en la interfase entre el
tejido tumoral y el normal (figura 9).

El uso continuado de inhibidores de la angiogénesis puede prevenir la
formacion de nuevos vasos, mejorando la estabilizacion de la enfermedad y

retrasando la progresion tumoral (Kabbinavar et al., 2005a; Kabbinavar et al.,

2005b).
Tratamiento antiangiogénico
Tumor Alteracién estructura y Pérdida cél endoteliales y .
. D : ° Necrosis del tumor
establecido unidn células endoteliales congestién de la vasculatura

D 6 6 6 e@ 4
CCAL TN X
gg@é@Q@Q@ 22, @@Q@ SRR
®Cy O 8> - el

et (T e

((8) cél. cancerosas viables @ Cél. cancerosas muertas (=) Cél. endoteliales dianas de sunitinib > Eritrocitos
@Cél. cancerosas hipéxicas {8 Cél. endoteliales viables ¢'=) Cél. endoteliales muertas @ Neutrdfilos

Figura 9. Efectos de los farmacos antiangiogénicos sobre las células endoteliales y
tumorales. La exposicién a agentes antiangiogénicos promueve una serie de alteraciones
secuenciales en las células endoteliales que resulta en una congestién de la vasculatura y
necrosis de la parte central del tumor. En un tumor establecido, mediante la angiogénesis
se aporta oxigeno y nutrientes a las células tumorales. Tras la exposicion a inhibidores de la
angiogénesis se altera la morfologia de las estructuras vasculares y se induce el
desprendimiento de las células endoteliales del sustrato. La pérdida de las células
endoteliales promueve la congestion de los vasos y reduce el flujo sanguineo. Como
resultado de la falta de oxigeno, factores de crecimiento y nutrientes se produce necrosis.
Figura modificada de Faivre et al, Nat Rev Drug Discov, 2007.
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Ahora que algunos farmacos antiangiogénicos se han establecido en el
tratamiento de enfermedad avanzada, irresecable y/o metastdsica en un amplio
marco de tipos tumorales, en la clinica se ha empezado a estudiar como integrar
estas terapias con los tratamientos loco-regionales tradicionales (como cirugia o
radioterapia) de la manera mads dptima. En pacientes con enfermedad avanzada la
utilizacion de antiangiogénicos previamente a la cirugia podria facilitar la reseccién
del tumor, mientras que utilizados como terapia post-operatoria podria eliminar o

estabilizar la progresién de micrometastasis (Verhoef et al., 2006).

En algunos pacientes que se sometieron a cirugia para eliminar la
enfermedad residual tras la terapia con un antiangiogénico, el examen patolégico
mostré una arquitectura tumoral muy heterogénea, que confirmaba la necrosis en
la parte central envuelta por células tumorales viables y vasculatura funcional en los
bordes del tumor. Tras varios periodos de exposicidn, algunos tumores recrecen a
partir de las zonas mas exteriores, sugiriendo que el borde del tumor es la primera
zona que presenta evasion a la terapia antiangiogénica de los agentes anti-VEGF

(Faivre et al., 2007).

Resistencia al tratamiento antiangiogénico

Los logros clinicos conseguidos con bevacizumab, sorafenib y sunitinib son
muy relevantes y tienen gran importancia, pero no todos los datos obtenidos en el
estudio con pacientes son altamente positivos: estos inhibidores de la via de VEGF
fracasan a la hora de producir respuestas clinicas duraderas en la mayoria de
pacientes (Kindler et al., ; Saltz et al., 2007; Shojaei and Ferrara, 2007).

La introduccidn de la terapia antiangiogénica causa que los tumores paren o
reduzcan su ritmo de crecimiento, e incluso en algunos casos, que se incremente la
supervivencia de los pacientes. Pero inevitablemente, los tumores vuelven a crecer,
reestableciendo la vasculatura inicialmente inhibida aunque los antiangiogénicos

aun estén presente en el microambiente tumoral, demostrando que la angiogénesis
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es un fendmeno elemental para que se de la progresién tumoral (Hanahan and
Weinberg, 2000).

El porqué de esta resistencia alin no se conoce, aunque parece que existen
dos tipos de resistencia a las terapias dirigidas contra la via de VEGF: La resistencia
adaptativa (o evasiva) (figura 10); y la resistencia intrinseca (o preexistente), déonde
los tumores no llegan a responder nunca al tratamiento (Bergers and Hanahan,

2008).

a. Carcinoma renal b. Respuesta inicial c. Resistencia al tratamiento
a sunitinib

Figura 10. Resistencia a sunitinib. a. Antes del tratamiento con sunitinib se
observa una metdstasis subcutdnea de un carcinoma renal altamente
vascularizado. b. Sunitinib induce la necrosis de la parte central del tumor, pero la
parte periférica se mantiene viable y bien vascularizada. c. La resistencia al
tratamiento con sunitinib se podria iniciar desde la periferia del tumor, mediante
el recrecimiento de las células tumorales viables.

Figura modificada de Faivre et al, Nat Rev Drug Discov, 2007.
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Evasion a la terapia antiangiogénica: En contraposicién a la resistencia tradicional a

determinadas drogas, adquirida por mutaciones que afectan la diana de los
farmacos o por alteraciones en los mecanismos de entrada del compuesto (Gorre
and Sawyers, 2002; O'Connor et al., 2007), la resistencia evasiva es mucho mds
indirecta: se crean mecanismos alternativos que promueven la activacion de la
angiogénesis aln cuando la diana de la droga sigue estando inhibida (figura 10)
(Casanovas et al., 2005; Fernando et al., 2008; Kerbel, 2005). Se cree que hay al
menos cuatro tipos diferentes de mecanismos que manifiestan una resistencia

evasiva a la terapia antiangiogénica:

e Sobreexpresién de factores proangiogénicos alternativos: Se
describid inicialmente en ensayos preclinicos con un modelo de ratén transgénico
de tumores neuroendocrinos (RIP-Tag2). Tras recibir terapia anti-VEGFR2 hay una
reduccion tumoral inicial seguida por un recrecimiento provocado por la reinduccidn
de la angiogénesis. Esta reinduccidn estd promovida por una sobreexpresiéon de
factores proangiogénicos independientes de VEGF, como FGF1, FGF2, Efrina Al
(Efnal) y Efna2 y Angptl (Casanovas et al., 2005).

e Reclutamiento de células progenitoras vasculares y monocitos
proangiogénicos: Las condiciones de hipoxia que crea el tratamiento
antiangiogénico promueve el reclutamiento de un gran nimero de células derivadas
de la médula 6sea (BMDCs) en los margenes del tumor, que tienen la capacidad de

promover la revascularizacion del tumor (Shaked et al., 2006).

e El recubrimiento de pericitos protege a los vasos de la terapia
antiangiogénica: Aquellos vasos tumorales preexistentes que tienen un elevado
numero de pericitos recubriendo su superficie se mantienen funcionales y no
presentan regresion (Bergers et al., 2003; Jain and Booth, 2003; Mancuso et al.,

2006). Estas observaciones parecen indicar que las células endoteliales tienen la
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habilidad de reclutar pericitos, capaces de secretar VEGF y otros factores que
favorezcan su supervivencia (Benjamin et al., 1998; Bergers et al., 2003; Darland et

al., 2003).

Resistencia intrinseca al tratamiento antiangiogénico: En este tipo de resistencia

encontramos una indiferencia por parte del tumor hacia la terapia antiangiogénica,
no existiendo ningun tipo de respuesta al tratamiento. Se ha detectado este tipo de
resistencia en pacientes bajo tratamiento con bevacizumab, sorafenib y sunitinib:
los tumores tratados no dejan de crecer, ni si quieran frenan su ritmo de
crecimiento con la terapia (Batchelor et al., 2007; Kindler et al.).

En estos casos se ha observado que hay tumores que expresan, desde un
principio, multiples factores proangiogénicos, con lo que la terapia que bloquea
VEGF les afecta parcialmente (Relf et al., 1997). Otros estan infiltrados de células
inflamatorias, que también expresan gran cantidad de factores proangiogénicos
alternativos a la via de VEGF (Shojaei et al., 2007). Ademas, existen también tipos
tumorales hipovascularizados, que muestran indiferencia al tratamiento

antiangiogénico (Sofuni et al., 2005).
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MODELO RIP-Tag2

Los modelos animales de cancer han sido utilizados desde hace muchos
afios en distintas areas de la investigacion. Sin embargo, en los ultimos afios y
debido sobre todo al enorme avance en los conocimientos sobre las bases
moleculares del cancer, ha surgido la necesidad de disponer de modelos
genéticamente definidos, donde las mutaciones genéticas que predisponen o
participan en el desarrollo de la enfermedad pueden ser controladas. Esta
necesidad, combinada con el vertiginoso avance en tecnologia para la manipulacidn
genética en mamiferos ha conducido al desarrollo de modelos animales modificados
genéticamente, en su mayoria de origen murino, cada vez mas sofisticados, que
recapitulan muchos de los procesos que tienen lugar en la patologia del cancer en
humanos. Estos modelos estan proporcionando una vision mas adecuada del
proceso tumoral y permiten obtener mejores modelos experimentales para
desarrollar y ensayar nuevas terapias (Adams and Cory, 1991; Berns, 2001; Van Dyke
and Jacks, 2002). Una de las principales ventajas de los modelos transgénicos es que
los tumores se originan a partir de células normales que se encuentran en su
correspondiente microambiente tisular, y progresa hacia los diferentes estadios, tal
y como ocurre en los tumores humanos (Adams and Cory, 1991; Hanahan et al.,
1996). Estos modelos drgano-especificos también presentan oportunidades para el
desarrollo, no solo de nuevas terapias contra el cancer, si no también de estrategias

preventivas que bloquean la progresion de lesiones pre-malignas en tumores.

En 1985 Douglas Hanahan desarrolld6 un nuevo modelo de ratén
transgénico: el modelo RIP-Tag2. Este modelo se cred gracias a la fusion génica del
promotor de la insulina de rata (RIP) y el antigeno T grande y T pequefio del virus de

simio 40 (SV40) (figura 10) (Hanahan, 1985).
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Promotor Rata Insulina

Figura 11. Construccidn génica que origina los tumores RIP-Tag2. Se realizé una
fusién del promotor de la insulia de rata (RIP) con el gen del antigeno T grandey T
pequefio del virus de simio 40 (SV40), lo que provoca la perturbacién de las vias de
p53 y pRb, favoreciendo la aparicion de tumores en los islotes pancreaticos.

Figura modificada de Hanahan, Nature, 1985.

El antigeno T (Tag) es capaz de transformar una gran variedad de tipos
celulares. La actividad transformadora de Tag se debe a su capacidad de unirse a
diferentes factores celulares, como co-activadores transcripcionales o proteinas
supresoras de tumores, pero principalmente a la perturbacion que produce en los
supresores tumorales retinoblastona (pRb) y p53 (Ali and DeCaprio, 2001). Una de
las principales funciones de pRb es la inhibicién de la progresién del ciclo celular
antes de la entrada en mitosis, de manera que la célula no entra en divisién hasta
que estd preparada para ello y se dan las condiciones adecuadas. p53 resulta
esencial para inducir la respuesta de la célula ante el dafio del DNA, activando los
enzimas de reparacion del DNA y deteniendo el ciclo celular en caso de mutacién.
Ademas también desempeiia un papel importante en la activacion de la apoptosis y

en la entrada de la célula en senescencia (Levine et al., 2004).

La tumorogénesis que se produce en el modelo RIP-Tag2 estd dividida en
diferentes ciclos muy bien definidos, por lo que sirve como prototipo general de las
vias, parametros y mecanismos moleculares de distintos tipos tumorales
multietapas (figura 11). El 100% de los islotes pancreaticos (unos 400 islotes por

pancreas) expresan el oncogen Tag ya en su etapa embrionaria, y son
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morfolégicamente asintomdticos hasta la semana 3-4. En este momento es cuando
empiezan a aparecer los islotes hiperpldsicos. Aproximadamente la mitad de los
islotes presentaran esta hiperproliferaciéon celular de las células B, mostrando
displasia y caracteristicas de carcinoma in situ. El 8-12% de los islotes realizaran el
switch angiogénico, gracias a la secreciéon excesiva de factores proangiogénicos,
aproximadamente a las 7 -10 semanas de edad. Este switch se caracteriza por la
proliferacion de las células endoteliales, dilatacién vascular y microhemorragia, lo
que crea islas de sangre en el interior de las lesiones, dandoles una apariencia
altamente hemorragica.

Aproximadamente a las 10 semanas de edad de los animales emergen los
tumores sélidos, que representan el 3% del total de islotes del pdncreas.
Inicialmente estos tumores son pequefios adenomas encapsulados que a las 12-13
semanas progresan hacia adenomas de mayor tamafio o carcinomas invasivos,
todos ellos presentando una intensa vascularizacion mediada por vasos

hemorragicos y muy dilatados (Hanahan and Folkman, 1996).

Estadio “normal” Estadio
(onc”) hiperplasico/
displasico

Estadio Estadio tumoral
angiogénico

-%

< 5semanas 5-7 semanas 7-12 semanas >12 semanas

Figura 12. Progresidon tumoral del modelo RIP-Tag2. Esquema de la progresion
tumoral del modelo RIP-Tag2, donde se muestra el estadiaje del proceso tumoral
por semanas.

Figura modificada de Hanahan & Folkman, Cell, 1996.
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Los tumores RIP-Tag2 se generan a partir de células B del pancreas, lo que
comporta que se secrete una gran cantidad de insulina a medida que va creciendo el
tumor. Este fendmeno comporta que en estadios avanzados de la enfermedad, a las
14-15 semanas, se produzca una hiperinsulinémia que provoca una hipoglicemia
severa que aboca en la muerte del animal.

El modelo RIP-Tag2, al tener tumores altamente hemorragicos, nos permite
observar de manera sencilla y rapida los efectos de los farmacos antiangiogénicos,
por eso, se ha convertido en un modelo ideal para llevar a cabo estudios preclinicos
de drogas antiangiogénicas. Gracias al hecho que la progresiéon tumoral de ratones
RIP-Tag2 esté tan bien definida, se pueden disefiar diferentes tipos de ensayos con
él, dependiendo del estadio tumoral que se quiera estudiar (Bergers et al., 1999)

(figura 12):

Ensayo de prevencién: Se inicia con ratones RIP-Tag2 de cinco semanas de edad,

gue Unicamente presentan islotes hiperplasicos no hemorragicos. Generalmente el
tratamiento dura hasta las 10 semanas, momento en el que aparecen los primeros
tumores. A esta edad aproximadamente el 20-25% de los islotes se han
transformado en islotes angiogénicos (unas 40 lesiones por pancreas). De esta
manera se puede contabilizar la frecuencia de islotes que han llevado a cabo el

switch angiogénico y conocer el poder antiangiogénico de un determinado farmaco.

Ensayo de intervencidn: El tratamiento de los ratones RIP-Tag2 empieza a las 10

semanas de edad, cuando los ratones tienen un nimero reducido de tumores que
estdn altamente vascularizados. Con este tipo de ensayo se pueden valorar
diferencias en distintos aspectos entre ratones controles y tratados, como son
cambios en el volumen tumoral o en las caracteristicas histoldgicas, como por

ejemplo en el indice de células apoptdticas y en la microdensidad vascular.
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Ensayo de regresién: Es el ensayo mds parecido a lo que ocurre en la clinica. Se

tratan ratones RIP-Tag2 de 12 semanas con tumores ya formados, que si no reciben
ningun tratamiento, tienen una esperanza de vida de 2-3 semanas. Con este tipo de
ensayo se pretenden observar diferencias en la supervivencia y en el volumen

tumoral de los animales tratados respecto a los controles.

Pre-angiogénico/ Angiogénico/ Tumor pequefio Tumor grande/
hiperplasia/ displasia carcinoma invasivo
displasia

Prevencion Intervencion Regresion
Tratamiento Tratamiento Tratamiento semana
semanas 5-10 semanas 10-12 12 en adelante

Figura 13. Posibles ensayos a realizar con el modelo RIP-Tag2 para tratar
determinados estadios tumorales. Gracias a que la progresién tumoral del
modelo RIP-Tag2 esta tan bien definida, se pueden realizar diferentes tipos de
ensayos dependiendo de la etapa que se desee estudiar: De prevencion, para
determinar el poder antiangiogénico de un farmaco; de intervencién, para
observar cambios en el volumen tumoral; o de regresion, para apreciar diferencias
en supervivencia y volumen tumoral.

Figura modificada de Bergers et al, Science, 1999.

A partir de las diez semanas de edad, los ratones RIP-Tag2 pueden
presentar diferentes tipos de lesiones, las que se pueden clasificar en distintas
categorias, descritas todas ellas en la tabla 1 y representadas en la figura 13 (Lopez

and Hanahan, 2002).
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Tabla 1. Caracteristicas de las lesiones presentes en el modelo RIP-Tag2

Ratio nucleo/

Tamano de lesidon

Estadio . (comparado con Morfologia vascular Madrgenes tumorales
citoplasma .
islotes normales)
“Normal” Similar a Similar (<0,2mm) Similar a los capilares Bien definidos
Tag+ células B de los islotes Similar a islotes
normales normales normales
Hiperpldsico/ Incrementado Agrandados (0,2—  Similar a los capilares Bien definidos
displasico respecto cél B 0,5 mm) de los islotes Similar a islotes
normales normales normales
Islotes Incrementado Agrandados (<1 Vasculatura dilatada y Bien definidos
angiogénicos respecto cél B mm) tortuosa: aparicion de Similar a islotes
normales islas de sangre normales
Tumor Incrementado  Mucho mas grandes Vasculatura dilatada y Bien definidos. Se
encapsulado  respecto cél B (1-10mm) tortuosa: aparicion de  puede observar una
normales islas de sangre capsula de colageno
Tumor Incrementado  Mucho mas grandes Vasculatura dilataday  Regiones focales de
microinvasivo respecto cél B (1-10mm) tortuosa: aparicion de invasion. Margenes
normales islas de sangre interrumpidos por
zonas invasivas
Tumor Incrementado Mucho mas grandes Vasculatura dilataday Invasion generalizada.
altamente respecto cél B (1-10mm) tortuosa: aparicion de Sin rastro de
invasivo normales islas de sangre margenes tumorales

Tabla 1. Descripcion de los diferentes estadios tumorales. En la tabla se
enumeran las diferentes caracteristicas que presentan los tumores RIP-Tag2 en sus
distintos estadios, como el tamafo, la morfologia de los vasos o el grado de

invasion.

Tabla modificada de Lopez & Hanahan, Cancer Cell, 2002

En un mismo pdancreas se observan islotes morfolégicamente normales;

hiperplasicos, en los que la densidad celular se ve incrementada; y angiogénicos, en

los que ya se ha producido el switch angiogénico y se observan islas de sangre en su

interior. Estas lesiones se consideran pre-neoplasicas. Ademds también se pueden

encontrar tumores clasificables como: tumores encapsulados, cuando tiene sus

margenes muy bien definidos y existe una capsula de coldgeno que los rodea

completamente, la cual puede ser o no visible; tumores microinvasivos, que tienen
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regiones focales de invasién, en las que se observan un grupo de células tumorales
adentrandose en el tejido acinar adyacente, pero que mantienen la mayor parte de
los margenes intactos; tumores altamente invasivos, en ellos no se pueden definir
margenes a los tumores, ya que por todo su perimetro encontramos células

tumorales invadiendo el pancreas exocrino de alrededor.

Islote hiperplasico/ Islote angiogénico
displasico

el P

Tumor encapsulado Tumor microinvasivo Tumor altamente
invasivo

Figura 14. Morfologia de las lesiones pre-neoplasicas y de los tumores RIP-Tag2.
En las imagenes se puede apreciar la morfologia de los diferentes tipos de lesiones
que se pueden encontrar en un ratén RIP-Tag2 a partir de la décima semana de
edad de los animales.

Fotografias extraidas de Lopez & Hanahan, Cancer Cell, 2002
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Objetivos

Los objetivos de este estudio son:

1. Caracterizacién de la resistencia a la inhibicién farmacoldgica de la
angiogénesis:
a. Caracterizacién de la resistencia a la inhibicion selectiva de la via
VEGF/VEGFR2.
b. Caracterizacion de la resistencia al tratamiento antiangiogénico con

un inhibidor multidiana de receptores tirosina quinasa.

2. Caracterizacidon del efecto antiangiogénico y sus consecuencias tras el

tratamiento con un inhibidor de vias angiogénicas independientes de VEGF.

3. Estudio de las causas de la invasién tras recibir tratamiento

antiangiogénico.
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Animales y estabulacion
Los ratones utilizados en este trabajo fueron ratones RIP-Tag2, RIP-Tag2

RagKO/KO

y B-VEGF-KO de la cepa C57/Bl6J. Los animales se mantuvieron a una
temperatura de 20-229C, en condiciones SPF (del inglés Specific Patogen Free) para
evitar el contacto con patdgenos, estabulados en jaulas autoclavables vy
manipulados en cabinas de flujo laminar vertical. Se les proporcioné comida y
bebida ad libitum.

Debido a que los tumores de células B del pancreas secretan gran cantidad
de insulina, los ratones RIP-Tag2 a partir de las 12 semanas de edad pueden
presentar cuadros de hipoglucemia severa dependiendo del volumen tumoral
acumulado. Para intentar paliar este efecto se les afiadid sacarosa en el agua de
bebida a partir de las 12 semanas de edad.

Los ratones fueron sacrificados por dislocacién cervical o por sobredosis de
anestésico (pentobarbital sddico. Dolethal, Vétoquinol) en el caso en que se
necesitara realizar perfusion con suero fisiolégico.

Todos los procedimientos a los que fueron sometidos los ratones fueron

evaluados y aprobados por el comité ético especialista en experimentacién animal.

Modificaciones del modelo RIP-Tag2

A lo largo de los afios el modelo RIP-Tag2 ha sido ampliamente utilizado
para varios estudios relacionados con la angiogénesis, la progresién tumoral y para
valorar el efecto que ejercen distintos farmacos sobre las diferentes etapas que se
dan en éste modelo (Bergers et al., 1999; Casanovas et al., 2005; Lopez and
Hanahan, 2002; Pietras and Hanahan, 2005).

Para la realizacidon de los experimentos llevados a cabo en este estudio,
hemos utilizado, a parte del modelo RIP-Tag2 original, tres modelos mds con

diferentes modificaciones:

55



Material y métodos

RIP-Tag2;Ragl knockout (RIP-Tag2 RagKO/KO)(Casanovas et al., 2005): Los ratones

deficientes para el gen Ragl (Ragl knockout) se caracterizan por la ausencia de
linfocitos T y B maduros. Son los denominados ratones SCID (del inglés Severe

KO/KO <o obtuvo a partir del

Combined Immuno Deficient). El modelo RIP-Tag2 Rag
cruce de ratones RIP-Tag2 (Hanahan, 1985) con ratones Ragl knockout (Mombaerts

et al., 1992).

RIP-TagZ/Cre;Vegf-Aﬂ/fI (B-VEGF-KO) (Inoue et al., 2002): De especial interés debido

a su deficiencia en la expresion de VEGF-A en las células B del pancreas. Para
obtenerlo, se utilizé un modelo de ratén transgénico en el que la recombinasa Cre
estaba bajo el control transcripcional del promotor de rata de la insulina (RIP-Cre)
(Postic et al., 1999), en combinacidn con una linea de ratones VEGF-A/loxP (Gerber
et al., 1999), donde el exdn 3 del gen del VEGF-A estaba flanqueado por dos sitios

de recombinacion loxP.

Genotipado de los animales

Los ratones RIP-Tag2 se obtuvieron tras cruzar hembras no transgénicas
(WT) con machos RIP-Tag2. A las 3 semanas de edad de las crias se realizd el
destete, momento en que se sexaron y se marcaron los ratones para su posterior
identificacién. Se recuperaron los fragmentos sobrantes tras el marcado de las
orejas para realizar el genotipado.

Dichos fragmentos se sumergieron en solucién de digestion (50mM Tris-HCl,
pH 8; 20mM NaCl; 1mM EDTA, pH 8; 1% SDS; 2 mg/ml proteinasa K (Sigma) y se
mantuvieron a 659C 4-12 horas. A continuacién se les afiadié 300 ul de agua y se
incubaron a 952C durante 10 minutos con tal de inactivar la proteinasa K.

Para el genotipado se realizé una PCR con dos pares de oligos diferentes: Un
par de oligos para el antigeno T (Tag), y un control endégeno, la B2-globulina, con

tal de asegurar que la reaccién habia funcionado de manera éptima.
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Secuencia de los oligos utilizados para el genotipado:
Tag: 5" GCTCAAAGTTCAGCCTGTCC
5 GGTGGGTTAAAGGAGCATGA

B2-globulina:  5’ATTCACCCCCACTGAGACTG
5 TGGAGGAAGCTCAGGAAAGA

Reactivos utilizados para la reaccién de PCR
10X PCR buffer
100 mM Tris-HCI
500 mM KClI
15 mM MgCl,
2mM dNTPs
Oligos (Tag y B2-globulina) 2.5 pmol/ul

Taq polimerasa

Tratamiento antiangiogénico

Se llevaron a cabo experimentos con tres tipos diferentes de farmacos
antiangiogénicos: DC101 (anti-VEGFR2), sunitinib y anti-Sema4D.

El DC101, un anticuerpo monoclonal dirigido contra el VEGFR2 de ratén, se
obtuvo a partir de un cultivo de hibridoma proveniente de la American Type Culture
Collection (ATCC). El anticuerpo fue administrado dos veces por semana mediante
inyeccién intraperitoneal (i.p.) a dosis de 4mg por inyeccién. Se llevaron a cabo
diferentes esquemas de tratamiento a corto y largo plazo.

El sunitinib fue proporcionado por Pfizer y disuelto en una solucién de
carboximetilcelulosa (CMC): 0,5% CMC, 1,8% NaCl, 0,4% Tween 80 y 0,9% alcohol
bencilico. El pH fue ajustado a 6.

El sunitinib se administré de manera oral y diaria a dosis de 40 mg/kg/dia.
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El anticuerpo monoclonal anti-Sema4D fue proporcionado por Vaccinex en
solucién lista para ser inyectada y fue administrado mediante inyeccién

intraperitoneal una vez por semana a dosis de 1 mg.

Obtencion de DC101

El DC101 se obtuvo a partir de un cultivo de células de hibridoma de rata
sembradas en biorreactores (CELLine CL 1000, IBS Integra Biosciences) con medio
libre de suero Hybridoma-SFM (Gibco) suplementado con glutamina 2mM, 50U/ml
de penicilina, 50ug/ml de estreptomicina, 1% de aminodacidos no esenciales y 0,8%
de glucosa al 50%. Una vez por semana se procedia a la extraccién del medio que
contenia el anticuerpo. A continuacidn se centrifugaba a 3000 rpm durante 15
minutos y se filtraba con filtros de 0,22 um. Después se realizaba la cuantificacidn
proteica mediante al kit BCA protein assay kit (Pierce).

Con el objetivo de valorar la calidad del anticuerpo extraido se realizaba un

gel de poli-acrilamida.

Electroforesis en gel de poli-acrilamida

La técnica SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrilamide gel
electrophoresis) permite separar las proteinas de una muestra en funcidon de su
tamanio. Para ello se utilizan geles de acrilamida/bisacrilamida (29:1), que constan
de dos partes: un gel empaquetador y un gel separador.

En primer lugar se prepara el gel separador, que en este caso, tiene un 6%
de acrilamida, debido a que nuestro anticuerpo tiene un peso molecular elevado
(145 kDa). Ademas de la acrilamida, este gel consta de 9,4 M Tris base pH 8,8, 0,1%
SDS, 1% APS y 0,1 TEMED. Una vez polimerizado el gel separador, se afiade el gel
empaquetador compuesto por un 4% de acrilamida, 125 mM de Tris base pH 6,8,
0,1% SDS, 1% APS y 0,1% TEMED.

Antes de cargar las muestras en el gel, se les afiadié tampdn de muestra 5X

(60 mM Tris-HCI pH 6,8, 2% SDS, 20% glicerol, 0,01% azul de bromofenol) sin
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afiadirles B-mercaptoetanol ni incubarlas a 952C, para evitar asi que se rompan los
puentes disulfuro. En cada carril se cargd una concentracion conocida de anticuerpo
para comprobar si nuestra proteina estaba degradada y comparar la calidad del
mismo con una muestra de DC101 de referencia (DC101 comercial proporcionado
por ImClone) (figura 15).

DC101 DC101
11/02/2010 comercial

S [C T S Y ul
1=

Figura 15. Gel de poli-acrilamida. En el gel se puede comprobar la calidad del
anticuerpo y hacer la comparativa con el anticuerpo comercial de ImClone

Administracién de Hypoxyprobe™ y perfusién con PBS

Con tal de poder determinar los niveles de hipoxia en el interior de los
tumores, se inyecté HypoxyprobewI (NPl Inc.) a los animales, también denominado
hidrocloruro de pimonidazol. HypoxyprobeTM es un sustituto del 2-nitroimidazole
cuyo Unico componente es hidrocloruro de 1-[(2-hidroxi-3-piperdinil)propil]-2-

nitroimidazol.

[

kn)\m}j . } - ™
Figura 16. Férmula quimica del Hypoxyprobe .

\:“C (hidrocloruro de pimonidazol).

w’
or

Se ha descrito la formaciéon de aductos mediante los grupos tiol en

proteinas, péptidos y aminodcidos en condiciones de hipoxia (pO, < 10mmHg), en
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los cuales los atomos del anillo y de la cadena lateral del 2-nitroimidazol son
retenidos. Asi, el Hypoxyprobe™ se distribuye en todos los tejidos y se une a
aquellas células que tengan concentraciones de oxigeno inferiores a 14 micromolar
(pOz < 10mmHg a 379C).

Se inyectd intraperitonealmente Hypoxyprobe™ a una concentracién de 60
mg/kg disuelto en suero fisiolégico, se dejé actuar durante una hora y a
continuacion se sacrificd a los ratones mediante una sobredosis de pentobarbital
sodico (Dolethal, Vétoquinol). Cuando los ratones estaban totalmente anestesiados
y antes de que se produjera la parada cardiaca debida a la sobredosis de anestésico,
se les realizé una perfusién con suero fisiolégico para evitar una acumulacién

excesiva e inespecifica de Hypoxyprobe™ en los tejidos.

Determinacidn del tiempo de supervivencia

Para la determinacion del tiempo de supervivencia, los ratones de la colonia
RIP-Tag2 se fueron distribuyendo de manera aleatoria en los diferentes grupos de
tratamiento a medida que cumplian la edad requerida para entrar en el estudio.
Cada ratdn fue sacrificado cuando presentaba signos de malestar general, como
hipotermia e hipomovilidad severa.

Con los datos obtenidos se realizaron graficas de supervivencia Kaplan-

Meier y se aplicaron los test estadisticos pertinentes.

Determinacidn del volumen tumoral

Una vez que el pancreas se ha retirado quirdrgicamente los tumores
pueden ser separados del tejido acinar adyacente mediante diseccion. Para llevar a
cabo estudios histoldgicos posteriormente, el tejido acinar se mantuvo alrededor de
los tumores con tal de determinar el grado de invasidon tumoral.

El volumen tumoral (en mm?®) acumulado en un ratén se calculé sumando

los volumenes de los tumores independientes diseccionados anteriormente,
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aplicando la férmula de un esferoide. Se midieron los ejes X e Y y a continuacién se

aplicé la siguiente férmula:

T (X*xYx0.52)

Determinacidn de los efectos antiangiogénicos de un farmaco

Con la finalidad de determinar el grado de potencia de un farmaco
antiangiogénico administrado en ratones RIP-Tag2, tras el sacrificio, y con el
pancreas aun fresco, se realiza el recuento de lesiones en las que se ha producido el
switch angiogénico. De esta manera se contabilizan todas aquellas lesiones (ya sean
tumores o islotes pancreaticos) con un aspecto altamente hemorragico. Para llevar a
cabo dicha tarea se utiliza una lupa binocular para facilitar el recuento de las

lesiones mas pequenas.

Obtencion y procesado de muestras

Una vez sacrificados los ratones se procesaron los distintos tejidos para su
posterior estudio histolégico. Una parte de los tejidos obtenidos se fijaron en formol
tamponado al 4% durante 24 horas, a continuacién se lavd el tejido con agua
durante 30 minutos y se deshidraté (etanol 70%, etanol 96%, etanol absoluto y xilol)
y se incluyé en parafina liquida a 602C; otra parte de los tejidos fue congelada en
medio preservante OCT (<11% alcohol polivinilico, <5% cera carbdnica y <85%
ingredientes no reactivos) y conservada a -80°C.

Algunos tumores provinentes de distintos animales fueron cuidadosamente
separados del tejido acinar adyacente, intentando siempre que la contaminacion de
pancreas exocrino fuera la menor posible. Inmediatamente después de dicha
extraccioén se congelaron a -802C para, posteriormente, realizar la extraccién de RNA

o de proteinas.
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Estudios histologicos

Las muestras incluidas en parafina fueron utilizadas para realizar tinciones
de hematoxilina-eosina (H&E) para realizar asi la cuantificacién de la invasién, o
realizar immunotinciones especificas. Las muestras congeladas en OCT se utilizaron

para la realizacidon de immunofluorescencias con distintos anticuerpos.

Cuantificacidn de la invasidn

Los tejidos fijados con formol y parafinados conservan su morfologia y
permiten el estudio minucioso de la arquitectura tisular, por este motivo la
cuantificacion de la invasidn se realizd Unicamente sobre las secciones de parafina.

Con tal de realizar la cuantificacién de la invasién se clasificaron los tumores
RIP-Tag2 segln las tres categorias descritas en estudios anteriores: Tumores
encapsulados, carcinomas con regiones focales de invasién (microinvasivos) o
carcinomas altamente invasivos (Lopez and Hanahan, 2002). Cada recuento se
realizd a partir de secciones tefidas con H&E, con un minimo de cinco animales por

grupo de tratamiento.

Determinacion de metastasis

Para este estudio se determind la presencia o ausencia de metastasis en
nodulo linfatico peripancredtico y en higado.

La presencia de metdstasis en nédulo linfatico se determiné en el momento
de la extraccion del pancreas del animal. Cuando la apariencia del nédulo linfatico
peripancreatico estaba alterada y éste se presentaba como una masa agrandada y
hemorragica se contabilizaba como un caso de metastasis en el nddulo linfatico.
Posteriormente, con tal de confirmar dicha metastasis se realizaba una tincién

especifica para el antigeno T.
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La incidencia de micrometdstasis en higado fue determinada mediante el
anadlisis de un minimo de 10 animales por grupo de tratamiento, analizando 5
secciones por cada animal y confirmando la presencia del antigeno T mediante

immunohistoquimica.

Inmunofluorescencia

Para la realizacion de las inmunofluorescencias se obtuvieron secciones de
3-5 um de tejido congelado en OCT, que fueron fijadas con formol tamponado al 4%
durante 10 minutos y lavadas con agua destilada y 0,1% tritédn X-100 en PBS 1X (PBS
10X: 1,5 M NaCl, 90 mM Na,HPO, y 10 mM KH,PQ,). A continuacién se realizé el
bloqueo en PBS + 20% de serum de cabra durante 1 hora a temperatura ambiente
en la camara humeda. La incubacidn con los anticuerpos primarios se realizd
durante toda la noche a 42C en una camara humeda. Las concentraciones de los
anticuerpos primarios se detallan en la tabla 2. Tras el tiempo de incubacién las
secciones fueron lavadas con 0,1% tritdn X-100 en PBS 1X. A continuacién se
incubaron las secciones con el anticuerpo secundario pertinente durante una hora a
temperatura ambiente y en la oscuridad, dentro de la camara himeda. Las
concentraciones de los anticuerpos secundarios se detallan en la tabla 3. Después se
realizaron varios lavados con 0,1% tritén X-100 en PBS 1X. El marcaje de los nucleos
varié dependiendo de si la visualizacién se llevaba a acabo en el microscopio de
epifluorescencia o en el microscopio confocal. Para el primero tras los lavados se
montaron las muestras directamente con medio de montaje + DAPI (Vectashield;
Vector). Para la visualizacion en microscopio confocal el marcaje de los nucleos se
realizd mediante la incubacion con una dilucién 1:1000 de TO-PRO3 (Molecular
Probes) durante 10 minutos en el interior de la cdmara himeda y protegidos de la
luz. Las secciones fueron de nuevo lavadas con 0,1% Tritdn X-100 en PBS 1X y

montadas con medio de montaje acuoso (Vectashield; Vector).
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Anticuerpo Casa comercial Origen Dilucidn utilizada
Antigeno T Del laboratorio de | Policlonal de conejo 1:10000
D. Hanahan
CD31/PECAM BD Pharmingen Monoclonal de rata 1:50
Sema4D Sigma Monoclonal de conejo 1:150
Hypoxyprobe MAb NPI Inc. Monoclonal de ratén 1:50
E-cadherina Invitrogen Monoclonal de rata 1:200
B-Catenina Transduction Monoclonal de ratén 1:100
Laboratories
NCAM BD Pharmingen Monoclonal de ratén 2ug/ml

Tabla 2. Relacidon de anticuerpos y concentraciones utilizados en este estudio para la

realizacién de las inmunofluorescencias.

Anticuerpo Casa comercial Origen Dilucién utilizada
Alexa Fluor 488 anti-ratén Molecular Probes Cabra 1:200
Alexa Fluor 488 anti-rata Molecular Probes Cabra 1:200
Alexa Fluor 546 anti-rata Molecular probes Cabra 1:200
Alexa Fluor 488 anti-conejo Molecular Probes Cabra 1:200
Alexa Fuor 546 anti-conejo Molecular Probes Cabra 1:200

Tabla 3. Listado de anticuerpos secundarios utilizados en las inmunofluorescencias.

Inmunohistoguimica

Con tal que los tejidos no se separaran del portaobjetos durante la

realizacidon de la técnica se utilizaron portaobjetos recubiertos con poli-L-lisina.
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Inmunohistoquimica de antigeno T:

El desparafinado se realizé a través de una bateria de xiloles y etanoles: 4 x
xilol, 3 x etanol absoluto, 3 x etanol 96%, 1 etanol 70% y 1 etanol 50%. Se dejaron las
secciones durante 10 minutos en los xiloles y 5 en los alcoholes. Después de un
lavado con agua destilada, se realizdé el desenmascaramiento antigénico mediante
un choque térmico de dos minutos en una olla a presidén con solucidn de citrato
sédico (18mM acido citrico, 82mM citrato sédico). Las muestras se dejaron enfriar
dentro del mismo tampdn durante un minimo de 20 minutos. A continuacion se
realizd la inactivacién de las peroxidasas enddgenas con la incubacién durante 10
minutos a temperatura ambiente en una solucién de agua oxigenada al 3%. Se
lavaron con agua destilada las secciones y se procedié a la incubacién con la
soluciéon de bloqueo: suero de cabra al 20% durante 30 minutos a temperatura
ambiente en el interior de la cdmara humeda. Pasado dicho tiempo se incubaron las
secciones con el anticuerpo primario anti-antigeno T policlonal de conejo (dilucién
1:10000; del laboratorio de D. Hanahan) durante toda la noche a 42C en la camara
hdmeda.

Al dia siguiente se realizaron 3 lavados con 0,1% tritén X-100 en PBS 1X y se
incubaron las secciones con el anticuerpo secundario: Envision anti-conejo (Dako)
en la cdmara humeda durante una hora a temperatura ambiente. El revelado se
llevé a cabo con DAB Plus (Dako). Finalmente se realizé la contratincién con
hematoxilina de Harris y se deshidrataron las secciones para proceder a su montaje

con DPX.

Inmunohistoquimica con Hypoxyprobe MAb1

Desparafinado de las secciones a través de una bateria de xiloles y etanoles:
4 x xilol, 3 x etanol absoluto, 3 x etanol 96%, 1 etanol 70% y 1 etanol 50%. Se
dejaron las secciones durante 10 minutos en los xiloles y 5 en los alcoholes. Se
lavaron las secciones con agua y se realizd la desactivaciéon de las peroxidasas

enddgenas con una solucién al 3% de agua oxigenada. Tras un nuevo lavado con

65



Material y métodos

agua destilada se afiadié la solucién de bloqueo: 20% de serum de cabra durante 30
minutos a temperatura ambiente en el interior de la cdmara humeda. Después se
realizd la incubacién con el anticuerpo primario: Hypoxyprobe MAb1l de ratdn
(dilucién 1:100, NPI Inc.) durante una hora a temperatura ambiente en el interior de
una camara humeda. Después de realizar 3 lavados con 0,1% tritdn X-100 en PBS 1X
se hizo la incubacién con el anticuerpo secundario: Envision anti-raton (Dako)
durante una hora a temperatura ambiente en el interior de la cdmara himeda. El
revelado se realizd con DAB Plus (Dako). La contratincidn de las secciones se realizd
con hematoxilina de Harris y posteriormente se deshidrataron para su posterior

montaje con DPX.

Cuantificacidén de la microdensidad vascular

Para determinar la microdensidad vascular (MDV) en las muestras
tumorales se realizd una immunofluorescencia de CD31 sobre las secciones
congeladas, que se observd en el microscopio de epifluorescencia donde se
seleccionaron un minimo de 5 campos a un aumento de 400X por seccién. La
cuantificacion del marcaje se realizé mediante el software Image J, donde se realizé
el recuento de las estructuras vasculares por cada campo y se normalizé por el area

que ocupaba dicho tumor.

Separacion de células endoteliales mediante citometria de flujo
Con tal de poder separar las células endoteliales del resto de tipos celulares
presentes en el tumor utilizamos un citdmetro Cell Sorter, que nos permite recoger

la muestra tras su separacién.

Para realizar este experimento se utilizaron ratones RIP-Tag2 de 14

semanas de edad que no habian recibido ningun tratamiento.

Soluciones utilizadas:
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Tampdn FACs:
PBS Dulbecco’s CMF

5% Suero bovino fetal (FBS)

Solucidn colagenasa:

0.05g colagenasa tipo Il (Gibco)
0.05g colagenasa tipo IV (Gibco)
0.01g DNasa (Sigma)

20 ml tampon FACs

Sacrificio de los ratones por dislocacién cervical.

Separacion de los tumores del tejido acinar adyacente. Sumergirlos en PBS
a 4°C.

Con la ayuda de un bisturi trocear los tumores en fragmentos lo mas
pequefios posibles.

Sumergir los fragmentos de los tumores en 20ml de solucion colagenasa y
colocar la mezcla en un bafio a 372C en agitacidon con una barita magnética
durante 13 minutos.

Parar la reaccién con 30ml de DMEM (Lonza) + 10% FBS a 42C.

Mezclar bien la muestra con la pipeta intentado deshacer los agregados que
hayan podido quedar tras la digestion.

Pasar la solucidn por un filtro de 70 um.

Centrifugar la mezcla a 1500 rpm durante 10 minutos a 42C.

Aspirar el sobrenadante y resuspender el pelet con 1ml de tampédn de lisis
ACK (Lonza) durante 10-15 segundos.

Anadir 49ml| de DMEM + 10% FBS a 4°C.

Centrifugar a 1500 rpm durante 10 minutos a 42C.

Aspirar el sobrenadante y resuspender las células en 10 ml de DMEM + 5%

FBS.
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e Recuento de las células en la cdmara de Neubauer.

e Centrifugar a 1500 rpm durante 10 minutos a 4°C.

e Resuspender en tampdn FACs con el volumen adecuado para tener una
concentracién final de 10° células/ml.

e Afadir la solucidn de bloqueo FC Block a razén de 10 pl / 100 pl de células,
durante 10 minutos en hielo.

e Incubar el disgregado de células con el anticuerpo monoclonal anti-CD31
conjugado con PE/Cy7 (Pharmingen) a concentracion 1:30 durante 15
minutos a temperatura ambiente y en la oscuridad.

e Realizar lavados con abundante tampdn FACs.

e Centrifugar a 1500 rpm durante 10 minutos a 4°C.

e Repetir el lavado con abundante tampdn FACs.

e Centrifugar a 1500 rpm durante 10 minutos a 4°C.

e Resuspender en tampdn FACs con el volumen adecuado para tener una
concentracién final de 5-10° células/ml.

e Pasar las células por el citdtmetro de flujo Cell Sorter (MoFlo) y recuperar
aquellas que estén marcadas con GFP.

e Centrifugar a revoluciones maximas, aspirar el sobrenadante y congelar el

pelet a -802C.

Extraccion proteica de las muestras tumorales

Para la extraccién de proteinas de las muestras tumorales obtenidas de los
experimentos in vivo, utilizamos el tampdn de lisis RIPA (0,1% SDS, 1% NP-40, 0,5%
sodio deoxicolato, 50 mM NaF, 5 mM EDTA, 40 mM B-glicerofosfato, 200 pM
ortovanadato sddico, 100 uM PMSF, 1 uM pepstatina A, 1 pg/ml leupeptina, 4
ug/ml aprotinina).

Los tejidos se disgregaron manualmente o con ayuda de un politrén, y se

incubaron en el tampédn de lisis durante 2 horas a 42C en agitacion. Pasado este
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tiempo, centrifugamos las muestras durante 15 minutos a 12.000 x g a 4°C. Los
sobrenadantes fueron conservados a -802C hasta su utilizacién.
La cuantificacidn proteica de las muestras se realizé mediante el kit “BCA

protein assay kit” (Pierce).

Transferencia proteica

Tras realizar la separacion de proteinas mediante un gel de poli-acrilamida
(explicado anteriormente) se realiza la transferencia de proteinas a membranas de
PVDF (polivinilideno fluoride; Inmobilon Millipore) a través de un campo eléctrico.

Se realiza un montaje en el que el gel y la membrana estan en contacto
para que pueda producirse la transferencia de las proteinas. El gel se coloca sobre
un papel whatman que a la vez esta colocado sobre un filtro esponjoso. Encima del
gel se coloca la membrana, previamente activada con metanol. Por encima de la
membrana se vuelve a colocar un papel whatman y por ultimo un filtro esponjoso.

Todo este montaje, sujeto por un soporte plastico se coloca en la cubeta
de transferencia de manera que la membrana quede en contacto con el polo
positivo.

Se llena la cubeta con tampdn de transferencia (25 mM Tris base, 192 mM
glicina y 20 % metanol) y se conecta el sistema a la corriente eléctrica a 100V

durante 1 hora y media.

Western blotting

Una vez finalizada la transferencia proteica, se procede al bloqueo de la
membrana con 5% de leche en polvo en TBS 1X (TBS 10X: 99 mM tris base y 1,49 M
NaCl) durante 1 hora a temperatura ambiente y en agitacién. Esto evita las uniones
inespecificas del anticuerpo que después sera utilizado. Pasado este tiempo, se
incuba con el anticuerpo primario, en nuestro caso con anti-NCAM (anticuerpo
monoclonal de raton de BD PharMingen) a concentracion de 2 pg/ml durante toda

la noche a 42C en agitacion. .
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Tras lavar las membranas con 0,1% de Triton X-100 en TBS 1X, se procede a
la incubacidn con el anticuerpo secundario anti-ratén-HRP (Amersham Biosciences)
durante 1 hora a temperatura ambiente y en agitacién.

Finalmente, la membrana fue lavada con 0,1% de Tritdn X-100 en TBS 1X, y
la deteccion de la sefial se realizd utilizando un método quimioluminiscente de
revelado basado en la oxidacién del luminol por parte de la peroxidasa unida al
anticuerpo secundario (ECL Western Blotting Detection Reagents, Amersham

Biosciences).

Extraccion de RNA de muestras tumorales

Para la obtencién de RNA se utilizaron tumores enteros a los que se les
habia extraido todo el tejido acinar adyacente posible, para evitar asi posibles
contaminaciones. Los tumores de, aproximadamente, 30-100 pg fueron
homogenizados manualmente y la extraccion se realizé mediante la utilizaciéon del
kit RNeasy Plus (Qiagen), siguiendo el protocolo indicado por el fabricante.

El RNA fue tratado con DNasa usando un kit libre de RNasas (también de
Qiagen) que nos permitié hacer la digestion del DNA en la misma columna de
elucién durante la purificacion del RNA. La digestién con DNasa se hizo basicamente
para evitar interferencias producidas por DNA gendmico contaminante. La elucién
del RNA se realizé en dos pasos y se utilizaron 60 ml totales de H,0 destilada.

El RNA obtenido fue cuantificado con el espectofotometro NanoDropTM
1000 (Thermo Scientific), y la calidad del RNA fue validada mediante un gel de

agarosa al 1%.

Obtencion de cDNA a partir de mRNA

A partir del RNA obtenido de las muestras tumorales o de células, se
procedié a la obtencién de cDNA utilizando el kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems) y siguiendo el protocolo especificado por el

fabricante. Se partié de una muestra de 2 pug de RNA en cada caso.
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PCR cuantitativa a tiempo real (RT-PCR)

Los estudios de RT-PCR de este trabajo fueron realizados a partir del cDNA
de los distintos tumores mediante la tecnologia Tagman (Applied Biosystems),
utilizando las placas LDA (Low Density Arrays). Dichas placas contienen en el interior
de cada uno de sus 384 pocillos los oligos especificos para cada gen a detectar y las
sondas marcadas con los fluorocromos. La PCR cuantitativa a tiempo real se realizé
con el sistema ABI PRISM 7900 sequence detection system (Applied Biosystems).

La PCR a tiempo real permite medir la cantidad de producto de PCR en
cualquier momento de la reaccidn. Es una técnica que se basa en la utilizacion de
una pareja de oligos especificos para un gen a confirmar y una sonda Tagman, una
secuencia de DNA de unos 30 pares de bases que se anilla con el fragmento
amplificado y que esta marcada con dos fluorocromos. En el extremo 5’ de la sonda
estd unido el fluorocromo informativo o reporter y en el extremo 3’ se encuentra
una molécula inhibidora de la fluorescencia o quencher. La fluorescencia del
reporter no se detecta hasta que la polimerasa, con su actividad exonucleasa 5'>3’
libera el reporter de la influencia del quencher, por tanto, la fluorescencia presente
en cada pocillo de la placa depende en todo momento de la cantidad de producto

final (Figura 17).
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Figura 17. Esquema de PCR cuantitativa a tiempo real con tecnologia Tagman.

71



Material y métodos

Esta técnica permite marcar un umbral de fluorescencia en aquel punto de
la amplificacion donde todas las muestras estdn en fase exponencial y donde las
pendientes para la amplificacién de diferentes genes son paralelas (figura 18). El
aparato indica cual es el ciclo en el que cada una de las diferentes muestras supera
este umbral de fluorescencia (Ct= Threshold Cycle). Siguiendo el método del AACt
(extraido del boletin n22 de Applied Biosystems), que se basa en el resultado de la
diferencia del Ct obtenido por cada una de las muestras para el gen especifico y del
Ct obtenido por los genes controles (media de los Ct obtenidos por los genes Ppia,
Mrpl19, Hprtl y Gusb), y aplicando las formulas adecuadas, se pudieron calcular las
diferencias de expresién entre tumores tratados con antiangiogénicos y controles

no tratados.

A B
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FAn

Threshald

C; Cycle

Figura 18. Curvas de amplificacion A. Modelo de amplificacién de una sola
muestra, en el que se muestran los términos mas utilizados en un estudio
cuantitativo. Extraido del manual Real Time PCR Systems Guide (Applied
Biosystems). B. Representacion grafica de la PCR a tiempo real usando el
software MDS 2.2.2.

Mediante esta técnica, y utilizando oligos especificos para cada uno de los
genes expresados diferencialmente, se analizaron 4 muestras tumorales por cada

grupo de tratamiento. Tras aplicar las férmulas adecuadas para seguir el método
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AACt se obtuvieron los niveles de expresidn relativa para cada gen y se pudieron
comparar los niveles de expresidon entre tumores tratados (con las diferentes

terapias) y los controles.

Analisis estadistico

Todos los resultados obtenidos en los distintos experimentos fueron
analizados mediante el paquete estadistico SPSS. Debido al pequefio tamafio
muestral y a que no todos los datos seguian una distribucién normal se realizaron
los test no paramétricos mas adecuados para cada ocasidon: Kruskal-Wallis, Mann-
Whitney o Chi-Cuadrado.

Para las graficas de supervivencia Kaplan-Meier se realizd el Log Rank test

como evaluador estadistico.
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Como aproximacién inicial a la terapia antiangiogénica buscamos un
farmaco que produjese una inhibicidn exclusiva de la via angiogénica mas
importante, la via del VEGF. Se escogié el DC101, un anticuerpo monoclonal de rata
que reconoce y se une al VEGFR2 de ratén, impidiendo asi, de manera selectiva, su
activacion y cuya eficacia habia sido demostrada anteriormente (Casanovas et al.,
2005). El DC101 acttua de un modo similar a uno de los primeros antiangiogénicos
utilizados en la clinica, el Bevacizumab. Este, al tratarse de un anticuerpo
monoclonal humanizado, Unicamente reconoce el VEGF circulante humano, por esa
razon fue rechazado como posible fdrmaco para nuestros experimentos.

Realizamos diferentes pautas de tratamiento para estudiar diferentes

aspectos que pudieran verse modificados tras la terapia.

Incremento en la supervivencia tras el tratamiento con anti-VEGFR2

Con el objetivo inicial de confirmar los efectos beneficiosos del DC101

como farmaco antiangiogénico realizamos un experimento de supervivencia, en el

KO/KO

que se compard la media de vida de ratones RIP-Tag2 Rag tratados con anti-

VEGFR2 durante cuatro semanas con la de ratones controles no tratados.

Control
— Anti-VEGFR2

05

06—

04

Supervivencia acumulada

02

0,0

Semanas

Figura 19. Incremento en la supervivencia tras el tratamiento con anti-VEGFR2. El
50% de los ratones control no llegd a las 14,3 semanas de edad, mientras que el 65%
de los ratones RIP-Tag2 Ragkc’/ko tratados con DC101 llegaron a cumplir las 16
semanas de edad. Log Rank test P<0,000.
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Como se habia descrito en estudios previos, pudimos comprobar que
existia un aumento en la supervivencia de los ratones RIP-Tag2 Rag'(o/KO después de
recibir tratamiento continuado con el antiangiogénico (figura 19). Todos los
animales que llegaron hasta las 16 semanas fueron sacrificados en este punto del

experimento.

Efectos en el volumen tumoral tras el tratamiento con anti-VEGFR2

Para definir los efectos del tratamiento a corto y largo plazo y establecer
diferencias entre ellos y con respecto a los animales controles no tratados, iniciamos
un ensayo de regresion tratando a los ratones RIP-Tag2 RagKO/KO de 12 semanas de
edad con DC101 durante una o cuatro semanas (figura 20).
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Figura 20. Disminucion del volumen tumoral tras el tratamiento con anti-VEGFR2 a
corto plazo. Cuantificaciéon del volumen tumoral donde se muestra su reduccion tras el
tratamiento durante una semana con DC101. Después de tratar a los ratones durante 4
semanas se observa un volumen tumoral similar al encontrado en los controles. **:
p<0.01 Test de Mann-Whitney. Las barras de error muestran la desviacidn estandar.

Tras una semana de tratamiento se observé una disminucién del volumen
tumoral respecto a los ratones controles no tratados, lo que indicaba un efecto

antitumoral del tratamiento. Cuando se analizé el volumen tumoral de los ratones
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tratados durante 4 semanas consecutivas, pudimos observar un recrecimiento
tumoral que provocd que el volumen tumoral por animal fuera comparable al
encontrado en los controles no tratados. Esta progresién tumoral, que ya se habia
descrito en estudios previos, es debida a una reinduccion de la angiogénesis y a un

reestablecimiento de la vasculatura tumoral (Casanovas et al., 2005).

Efectos en el fenotipo tumoral tras el tratamiento con anti-VEGFR2

Tras observar los efectos en el volumen tumoral después de la terapia con
anti-VEGFR2, realizamos una detenida observacién a nivel histoldgico para poder

detectar posibles cambios en el fenotipo tumoral.

Asi, como primera aproximacién, observamos los efectos del tratamiento
sobre la vasculatura tumoral. Como se habia descrito en estudios anteriores
pudimos observar una disminucién en el nimero de vasos tras una semana de

tratamiento con DC101 (Figura 21).

Anti-VEGFR2 Anti-VEGFR2
Control 1 semana 4 semanas

Figura 21. Efectos de la terapia anti-VEGFR2 en la vasculatura tumoral. Se puede
observar una disminucién en el nimero de vasos tumorales (marcados con CD31
en verde) tras una semana de tratamiento con DC101. Después del tratamiento de
4 semanas se observa un recrecimiento de la vasculatura en el interior del tumor.
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Pero tras cuatro semanas de tratamiento con anti-VEGFR2 se percibié un
recrecimiento de la vasculatura debido a una reinduccion de la angiogénesis. Esta
reinduccién se ha descrito que es debida a la secrecidn de factores angiogénicos
alternativos, como los de la familia del FGF (en particular FGF1, FGF2 y FGF7),
angiopoyetina 1 o las efrinas, y es la que promueve el recrecimiento de la masa

tumoral (Casanovas et al., 2005).

En estudios previos del grupo se describié que tras el tratamiento con
DC101 se producia una resistencia que consistia no sélo en un recrecimiento de la
vasculatura y, como consecuencia, del volumen tumoral, si no que también se daba
un cambio en los tumores que promovia un fenotipo mas agresivo (Casanovas et al.,
2005).

En el presente estudio quisimos examinar detenidamente este cambio de
fenotipo y realizar su cuantificacidn. Con esta finalidad, utilizamos las secciones de
parafina, que conservan muy bien la morfologia y permiten estudiar de manera
detallada la estructura de los tejidos. A estas secciones se les realizé la tincidn de
hematoxilina y eosina (H&E).

Basandonos en la clasificacion realizada por Lopez y Hanahan (2002)
clasificamos los tumores en tres categorias: Tumores encapsulados o no invasivos:
cuando tenian los margenes bien definidos y estaban envueltos por la cdpsula de
coldgeno; tumores microinvasivos: cuando por una zona definida del margen se
rompia la capsula de coldgeno y las células tumorales se introducian en forma de
digitaciones en el tejido acinar adyacente; y tumores altamente invasivos: cuando ya
no se podia definir el margen del tumor debido a que todos los frentes tenian
células tumorales invadiendo el pancreas exocrino.

Observamos que los tumores provenientes de ratones RIP-Tag2 tratados
con anti-VEGFR2 tenian un fenotipo mucho mds invasivo, como se puede observar
en la figura 22. En la vista general del tejido se diferenciaron bien los margenes de

los tumores y se determind si éstos eran o no invasivos, y si lo eran en qué grado. Al
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observar mds detalladamente los bordes de los tumores, pudimos ver un gran
numero de células invadiendo el tejido acinar colindante en forma de digitaciones.
Este fendmeno lo observamos tanto en el tratamiento de una como en el de cuatro

semanas con DC101.

Anti-VEGFR2 Anti-VEGFR2
Control 1 semana 4 semanas
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Figura 22. Incremento en la invasion después del tratamiento con DC101. En la fila
superior se observan imagenes de H&E ddnde se aprecia el incremento de invasién de
los tumores después del tratamiento con anti-VEGFR2. Las flechas indican las areas
invasivas en forma de digitaciones. La fila inferior muestra imagenes de
inmunofluorescencia a gran aumento (marcaje rojo: antigeno T; azul: nucleos). En los
margenes de los tumores se observan las células tumorales, marcadas en rojo,
invadiendo el tejido acinar adyacente (T = Tumor; Ac = Tejido acinar).

Cuando cuantificamos la invasién y clasificamos los tumores en las tres
posibles categorias, observamos que los tumores provenientes de ratones no
tratados presentaban una media del 43% de tumores encapsulados o no invasivos,

un 51% de tumores con areas focales de invasidén y un porcentaje muy bajo, un 6%,
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de tumores altamente invasivos (Figura 23). Pero tras tratar con anti-VEGFR2, ya
fuera durante una o cuatro semanas, los porcentajes medios de cada tipo de tumor
cambiaron de manera sorprendente. Se observé una disminucidon del nimero de
tumores encapsulados, que pasdé a ser de menos del 5% en ambos grupos de
tratamiento (4,9% en el tratamiento a corto plazo y 3,6% en el tratamiento largo), y
un espectacular aumento en el porcentaje de tumores altamente invasivos, que
pasé a tener frecuencias de mas del 50% (54% en tratamiento con DC101 durante

una semanay 62% en el tratamiento durante 4 semanas).
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Figura 23. Incremento de la invasion local tras el tratamiento con anti-VEGFR2. El
grafico muestra una disminucidon del porcentaje de tumores encapsulados y un
aumento del porcentaje de tumores altamente invasivos después del tratamiento
durante 1 6 4 semanas con DC101. ** p<0.01 para el test de Kruskal-Wallis. Las
barras de error indican la desviacion estandar.

Los cambios sufridos en ambas categorias fueron estadisticamente
significativos para el test de Kruskal-Wallis. La incidencia de tumores microinvasivos
no sufrid variaciones significativas tras el tratamiento con DC101 ni a corto, ni a

largo plazo.
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Asi confirmamos los resultados previos, afirmando este cambio fenotipico
hacia una forma mas invasiva del tumor, que parecia ser promovida por el

tratamiento con anti-VEGFR2.

Estudio de la reversibilidad del fenotipo invasivo

Con lafinalidad de comprobar si existia una reversion en el fenotipo
invasivo de los tumores tras parar el tratamiento antiangiogénico, tratamos ratones
RIP-Tag2 Ragko/ko de 12 semanas de edad durante una semana con anti-VEGFR2 y a
continuacién les dejamos un periodo de reposo de 1, 2 6 3 semanas tras el cual se
procedié al sacrificio de los animales. Asimismo, para descartar que la invasién
incrementara con la edad, también mantuvimos ratones controles no tratados hasta
los mismos puntos de edad de sacrificio (Figura 24). Tras hacer el recuento de
tumores y clasificarlos en las tres categorias anteriormente descritas, observamos
que la invasion era independiente de la edad de los ratones, ya que no se
observaron cambios significativos en la frecuencia de invasién entre ratones de

diferentes grupos de edad.

También pudimos confirmar que la invasidon después del tratamiento con
anti-VEGFR2 es un fendmeno irreversible, ya que el bajo porcentaje de tumores no
invasivos y el elevado porcentaje de tumores altamente invasivos se mantenia
después de una semana de tratamiento aunque se hubieran llevado acabo 1,2 ¢ 3

semanas de reposo.

Esto nos hizo pensar que los cambios que promueven que los tumores
adopten un fenotipo mas agresivo se dan en estadios tempranos del tratamiento
con DC101 y que una vez se ha producido dicho cambio, este se mantiene aunque

se pare la terapia y se recupere la vasculatura y el crecimiento tumoral.
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Figura 24. Irreversibilidad de la invasion. En la grafica se muestra el porcentaje
de tumores no invasivos (barras blancas), microinvasivos (barras grises) y
altamente invasivos (barras negras) por cada tratamiento y punto de edad de
los ratones. Todos los grupos de tratamiento mostraron diferencias significativas
con respecto a los controles no tratados de la misma edad.*p<0,05; **p<0,01
para el test de Mann-Whitney. Las barras de error muestran la desviacion

estandar.

Pero pese a la confirmacidn de la proinvasién y el incremento de malignidad

por parte de los tumores después de la terapia con DC101, con este experimento

también se hicieron patentes los efectos beneficiosos de la terapia anti-VEGFR2, ya

que constatamos un incremento en la supervivencia después de tan sélo una

semana de tratamiento con DC101.

Mientras ninguno de los ratones del grupo control llegd a las 16 semanas de

edad, el 50% de los ratones que habian recibido tratamiento si llegaron a dicha edad

(Figura 25).
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Figura 25. Incremento en la supervivencia tras una semana de tratamiento con
anti-VEGFR2. El 50% de los ratones control no llegd a las 14,3 semanas de edad,
mientras que el 50% de los ratones RIP-Tag2k°/k° que habian recibido tratamiento
con DC101 durante sélo una semana y después habian estado en periodo de reposo
del tratamiento, llegaron a cumplir las 16 semanas de edad. Log Rank test P<0,007

Incremento de la invasion en tumores portadores de una delecidn en el gen Vegf-A

Para corroborar la hipdtesis que el aumento de invasiéon y el cambio de
fenotipo por parte de los tumores tratados eran el resultado de la inhibicién de la
via proangiogénica VEGF/VEGFR2, quisimos observar cual era el fenotipo y el grado
de invasidn en el caso de una disrupcién génica de la via del VEGF. Para alcanzar
dicho objetivo, nos pusimos en contacto con el Dr. Masahiro Inoue del Osaka
Medical Center for Cancer and Cardiovascular Diseases (Osaka, Japdn), cuyo grupo
trabaja con ratones RIP-Tag2 con una delecidn especifica para las células tumorales
del gen Vegf-A mediante el sistema Cre-loxP. En estudios anteriores habian

demostrado que los ratones RIP—TagZ/Cre;Vegf—Aﬂ/fI

(B-VEGF-KO) mostraban una
dramatica supresidn de la angiogénesis y una inhibicién del desarrollo y el volumen

tumoral (Inoue et al., 2002), como se ve reflejado en la fila inferior de la figura 26,
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ddénde se observa una reduccion en el nimero de vasos en el interior de tumores

provenientes de ratones 3-VEGF-KO.

H&E

Anti-insulina

88

Vasculatura

B-VEGF-WT B-VEGF-KO

100pum 100um 40um

Figura 26. Incremento de la invasion tras la delecion especifica para tumor del gen
Vegf-A. Fila superior: Imagenes de H&E en las que se muestran lesiones de ratones
RIP-Tag2 B-VEGF-WT (panel izquierdo) y B-VEGF-KO (paneles central y derecho). Fila
central: Inmunotincién para la insulina expresada por las células tumorales realizada
en secciones seriadas de las imagenes de H&E. Fila inferior: Tincién de la vasculatura
mediante anti-CD31 (rojo). Nucleos tefiidos con DAPI (azul). Las imagenes de la
columna derecha muestran magnificaciones de las imagenes de los paneles centrales.
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Al realizar un estudio histolégico detallado de las lesiones B-VEGF-KO
pudimos observar que los tumores tenian bordes mucho mds irregulares y eran
mas invasivos, en comparacion con los tumores provenientes de ratones RIP-Tag2/
Cre;Vegf-A”+ (B-VEGF-WT) (Figura 26).

Cuando se cuantificd la invasidon segun las tres categorias tumorales,
observamos que los tumores B-VEGF-WT que provenian del laboratorio del Dr.
Inoue, tenian un porcentaje muy similar en los tres tipos tumorales que los
tumores RIP-Tag2 no tratados de nuestro laboratorio (aproximadamente 40% de
tumores encapsulados, 50% de tumores microinvasivos y 10% de tumores

altamente invasivos).
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B R|P1-Tag2/Cre:Vegf *

50 1 W RIP1-Tag2/Cre:Vegf "™
40 -

30 +
20 A
10 +

% total tumores por animal

Tumores Tumores Tumores
no invasivos microinvasivos altamente invasivos

Figura 27. Incremento en el nimero de tumores altamente invasivos en el
modelo RIP-Tag2 B-VEGF-KO. Cuantificacion de la invasion representada por la
frecuencia de cada categoria tumoral en ratones RIP-Tag2 B-VEGF-KO (barras
negras) y B-VEGF-WT (barras grises) a las 13 semanas de edad. *p<0,05;
**p<0,01 para el test de Mann-Whitney. Las barras de error muestran la
desviacidn estandar.

Cuando se analizé la invasidn de los tumores provenientes de ratones RIP-
Tag2 B-VEGF-KO no se observé ningun tumor encapsulado, todos los encontrados

fueron en mas o menos medida invasivos: el 53% fueron microinvasivos, y el 47%
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altamente invasivos. Y esto ocurria también incluso en los tumores de menor
tamafio (figura 27).

Con estos resultados procedentes del laboratorio de Osaka, pudimos
confirmar nuestras sospechas de que la especificidad de la invasién viene dada por

la interrupcion especifica de la via VEGF/VEGFR.

Efectos de la terapia anti-VEGFR2 en la diseminacidn a érganos distantes

Generalmente, el incremento de invasiéon tumoral local estd relacionado
con una mayor incidencia de metdstasis a otros érganos. Por ésta razén decidimos
comprobar si la invasién por via linfatica y por via hematégena también se habia

visto alterada e incrementada después del tratamiento con anti-VEGFR2.

Como primera aproximacién disefiamos un experimento en el que
utilizamos ratones RIP-Tag2 de 10 semanas de edad (ensayo de intervencién), a los
cuales tratamos con DC101 durante 10 dias y a continuacidn les dejamos en periodo
de reposo, sin tratamiento, hasta que cumplieron las 16 semanas de edad,
momento en que fueron sacrificados por dislocacién cervical junto con controles no
tratados de la misma edad. Decidimos empezar mds tempranamente la terapia
debido a la corta vida de los ratones RIP-Tag2, asi, alargdbamos el tiempo tras haber
recibido el tratamiento en mas de un mes, y alargdbamos el tiempo para poder

observar una posible metastasis.

Ya en el momento de la necropsia de los ratones, el primer érgano afecto
de metastasis que observamos fue el ganglio linfatico peripancreatico. Este se
encuentra situado en el punto de unidn entre el pancreas y la red mesentérica,
formada principalmente por tejido conjuntivo y rica en vasos sanguineos y linfaticos.
Dicha red une al estémago y al intestino con las paredes posteriores del abdomen,

dando asi un posicionamiento a éstos érganos digestivos. En ausencia de metastasis
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se observan dos pequefios nédulos de aproximadamente 1 mm de didmetro de
color blanco.

Los animales tratados durante 10 dias con anti-VEGFR2, aunque hubieran
estado durante mas de cuatro semanas sin tratamiento, presentaban el ganglio
linfatico peripancreatico hemorragico y con un tamafio mucho mas aumentado del
habitual. La presencia de células tumorales en el interior del nddulo fue confirmada

mediante immunohistoquimica para el antigeno T (figura 28).

Nivel anatémico

Anti-Antigeno T

]
100 um

Figura 28. Incremento en la invasién a nddulo linfatico. El nédulo linfatico
(marcado con un circulo) aparece agrandado a nivel anatdomico. En la imagen de
H&E se observa mas masa ganglionar que se corresponde con zonas positivas para
la tincién con antigeno T. (Ac: tejido acinar, LN: nédulo linfatico, Met: metastasis).

Tras realizar la cuantificacién de animales con presencia o ausencia de
nodulo linfatico infiltrado por células tumorales, se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre aquellos animales tratados con DC101 durante
10 dias y los controles, presentando los animales tratados 4 veces mas metastasis
en nddulo linfatico que los controles, con un riesgo relativo de 4,3 [1,5-12,4] (95%
de intervalo de confianza) (Figura 29).

En el caso de cancer de pancreas humano, el lugar con mayor prevalencia
para las metastasis es el higado, razén por la cual decidimos realizar un detenido

estudio de dicho érgano en animales tratados respecto a controles.
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Figura 29. Invasién a ndédulo linfatico incrementada en tratados. Cuantificacion
de la invasion a nédulo linfatico que indica un incremento de ocurrencia en
animales tratados con anti-VEGFR2. **p<0,01 para el test de Chi cuadrado.

Se detectaron mediante tincion de H&E micrometastasis en el higado, que
posteriormente fueron confirmadas mediante tincidn especifica para el antigeno T

(figura 30).

Anti-antigeno T

Figura 30. Incremento de invasién a higado. Se observa un aumento de
micrometastasis en el parénquima hepatico en animales tratados con anti-
VEGFR2. Imagen de una micrometastasis tefiida con H&E, y confirmada mediante
tincién especifica para el antigeno T.
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En este caso, tras realizar el recuento de micrometastasis en higado en
ratones tratados y controles, se observd que los animales tratados con anti-VEGFR2
presentaban un riesgo relativo de 2 [1,1-3,7] (95% intervalo de confianza), es decir,
los tratados con DC101 presentaban el doble de casos de micrometastasis respecto
a controles no tratados (figura 31). Asimismo el nimero de lesiones por higado

también se vio incrementado 2,7 veces.

Tras la obtencidn de estos resultados pudimos comprobar que el aumento
de malignidad después del tratamiento con un inhibidor de la via VEGF/VEGFR no

afectaba Unicamente de manera local a los tumores, si no que
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Figura 31. Aumento de metastasis hepaticas en ratones tratados con DC101.
Cuantificacion de micrometastasis en higado, que se ve incrementada en animales
tratados con el anticuerpo DC101. *p<0,05 para el test de Chi cuadrado.

también se veia incrementado el nimero de metdstasis a drganos distantes. Otra
interesante observacidn vino dada por el hecho que el 43% de los ratones controles
presentaran microlesiones en el higado, esto nos hizo suponer que el tratamiento
antiangiogénico no promueve la metdstasis en si en este modelo en particular, si
no que la acelera, facilitando su mas temprana aparicion en ratones que han

recibido tratamiento.
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Fendmeno de la vasoinvasion

Una cuestidn interesante acerca en la invasién y la metdstasis es saber
como llegan las células desde el tumor primario hasta el érgano donde se producird
la metastasis. Durante el estudio de las secciones parafinadas pudimos observar
que en algunas de ellas se producia vasoinvasion: un grupo reducido de células se
encontraba en el interior de los vasos junto a la ldamina de células endoteliales

(figura 32).

Figura 32. Vasoinvasion de un pequeino grupo de células. Tincién de H&E de un
tumor tratado con anti-VEGFR2 mostrando un vaso dilatado en el interior del
parénguima tumoral con un pequeiio grupo de células tumorales (flechas negras)
en su interior (vasoinvasién). Los paneles muestran secciones seriadas de un
mismo tumor. En el recuadro interior se observa una imagen magnificada de las
células invasoras.

La observacién de las secciones de los higados nos permitié descubrir que
este fendmeno de extravasacion también lo podiamos encontrar en los vasos
presentes en el parénquima hepatico, donde se apreciaban claramente grupos de
células tumorales (algunos de ellos con un nimero considerable de células) en el
interior de los vasos o incluso invadiendo el parénquima hepatico (figura 33).

Este hecho parecia indicarnos que la invasidn a dérganos distantes tenia
lugar de manera preferente mediante grupos de células, que mantenian

fuertemente sus uniones célula-célula.
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Estos grupos celulares, que parecian producir un embolismo en los vasos

del parénquima hepdtico, los encontramos tanto en animales tratados como en

controles. La observacién de este fendmeno parecia mostrarnos que este tipo de

invasién no venia dado por el tratamiento, si no que éste Unicamente lo aceleraba.

Antigeno T Antigeno T + vasculatura

Parénquima hepatico

Figura 33. Presencia de células tumorales en vasos del higado. Panel izquierdo:
Immunohistoquimica para el antigeno T que muestra grupos de células positivas
para el oncogen en el interior de los vasos del parénquima hepatico. Panel
derecho: La flecha blanca sefiala células tumorales (marcadas en rojo) en el
interior de un vaso (marcaje verde para CD31). La flecha amarilla muestra un
grupo de células que han iniciado la extravasacion hacia el interior del tejido desde
el vaso.
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Relevancia clinica de los efectos producidos por la inhibicion
de la angiogénesis: utilizacion de sunitinib
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Tras la obtencion de los sorprendentes resultados en la inhibicidn especifica
para el VEGFR2 con un anticuerpo monoclonal (DC101), decidimos cambiar el
farmaco antiangiogénico utilizado y comprobar si esta respuesta adaptativa
continuaba ocurriendo. Escogimos un potente inhibidor de la angiogénesis, el
sunitinib (Pfizer Inc.), farmaco actualmente utilizado en la clinica para el
tratamiento de diversas neoplasias. Sunitinib bloquea de manera eficaz Ia
sefializacién de los receptores VEGFR y PDGFR, entre otros receptores tirosina
quinasa, una combinaciéon que habia sido estudiada anteriormente, y que habia
demostrado ser mds efectiva que la inhibicién individual de la via de VEGFR, debido
a que la diana de dicha terapia no son Unicamente las células endoteliales, sino
también los pericitos que las acompafan (Bergers et al., 2003; Pietras and

Hanahan, 2005).

Reversion tras el tratamiento interrumpido con sunitinib

Nuestro primer objetivo fue comprobar si una inhibicion mucho mas
potente de la angiogénesis durante un corto plazo de tiempo y un posterior
periodo de descanso, también producia incrementos en la invasién y metastasis
como habiamos descrito en el tratamiento con el anticuerpo anti-VEGFR2. Para
realizar dicho cometido tratamos ratones RIP-Tag2 de diez semanas de edad
durante catorce dias consecutivos con sunitinib y a continuacién les dejamos
cuatro semanas de descanso. Transcurrido dicho tiempo sacrificamos los ratones
por dislocacidon cervical juntamente con controles a los que se les habia

administrado placebo. El sunitinib se administré a dosis de 40 mg/kg/dia.

Cuando realizamos el estudio histoldogico pudimos observar que los
tumores provenientes de ratones tratados presentaban importantes digitaciones
que invadian el tejido acinar adyacente de una manera muy similar a la observada
anteriormente en el estudio con DC101 (figura 34 A). Tras realizar el recuento de

tumores por animal y clasificarlos en las tres categorias descritas, pudimos
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comprobar que se daba el mismo comportamiento general, el porcentaje de
tumores no invasivos se reducia de manera drastica, y el de tumores altamente

invasivos se veia aumentado a mas del 60% (figura 34 B).
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Figura 34. Incremento en la invasion tumoral después del tratamiento a tiempo corto
con sunitinib. A. Imagenes de H&E ddnde se aprecia la mayor agresividad de los
tumores tratados. B. El grafico muestra una disminucion del porcentaje de tumores
encapsulados por animal y un aumento del porcentaje de tumores altamente invasivos
después de haber realizado tratamiento durante catorce dias con sunitinib y haber
estado durante un mes de descanso. **p<0.01 para el test de Mann-Whitney. Las
barras de error indican la desviacién estandar.
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Cuando centramos nuestra atencién en la invasién a drganos distantes
(nédulo linfatico peripancredtico e higado) pudimos observar que ésta también se
veia incrementada en ambos casos tras el nuevo tratamiento de 2 semanas con
sunitinib seguido de un periodo de cuatro semanas de descanso. Aunque esta vez
las diferencias no fueron estadisticamente significativas, si demostraron una

interesante tendencia (figura 35).

Todos estos resultados nos demostraron que la inhibicién durante 2
semanas de la angiogénesis con sunitinib promovia el mismo comportamiento
proinvasivo que la terapia con DC101.

Asi, nos formulamos la pregunta de si éste comportamiento podria
deberse a un efecto rebote producido por la interrupcién del tratamiento, y
quisimos estudiar si estos resultados se producirian también tras una inhibicidn
constante de la angiogénesis. Una terapia que no cesa tiene mucha mas relevancia
clinica, ya que es de manera continua como se administra el sunitinib en pacientes,
por tal razon decidimos tratar ratones RIP-Tag2 de manera ininterrumpida durante

cinco semanas.
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Figura 35. Invasion a oOrganos distantes incrementada tras el tratamiento
interrumpido con sunitinib. Tras catorce dias de tratamiento con sunitinib y un
mes de periodo de descanso, vemos que la tasa de animales con metastasis a
nédulo linfatico (A) y el nimero de micrometastasis en higado (B) se ven
incrementados.
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Incremento en la supervivencia tras el tratamiento continuo con sunitinib

Con la finalidad de probar los efectos beneficiosos del sunitinib en el
tratamiento de tumores, se administrd sunitinib de manera continuada a ratones
RIP-Tag2 de diez semanas de edad (momento en que aparecen los tumores
sélidos), de un modo similar a como se efectian los tratamientos en la clinica. El
tratamiento continuado con sunitinib fue realizado por el laboratorio del Dr

Douglas Hanahan en la University of California San Francisco (UCSF).

Con dicho experimento, pudimos observar un marcado beneficio en lo
referido a supervivencia en los animales tratados con sunitinib de manera continua

respecto a los ratones a los que se les administrd placebo (figura 36).
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Figura 36. Incremento en la supervivencia tras el tratamiento continuo con
sunitinib. El 50% de los ratones RIP-Tag2 tratados de manera continua con
sunitinib llegaron a las 21 semanas de edad, frente a las 15,5 semanas de edad

media de supervivencia de los ratones a los que les fue administrado placebo. Log
Rank test P<0,000.
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Efectos en el volumen tumoral tras el tratamiento con sunitinib

Para poder definir mejor la eficacia del sunitinib como farmaco antitumoral
se disefié un experimento en el que se trataron con sunitinib ratones RIP-Tag2 de
10 semanas de edad durante 5 semanas consecutivas a dosis de 40mg/kg/dia. Este
tratamiento fue realizado por el equipo del Dr Douglas Hanahan.

A las 15 semanas de edad se procedié al sacrificio de los ratones y se
realizd la medicion del volumen tumoral. Pudimos comprobar una reduccién del
65% en el volumen tumoral tras el tratamiento con sunitinib en comparacién con
los ratones a los que se les habia administrado placebo (figura 37) mostrando un
efecto antitumoral mucho mds marcado que el obtenido con la terapia con anti-

VEGFR2 (comparativa figuras 37 (sunitinib) y 20 (DC101)).
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Figura 37. Disminucion del volumen tumoral tras el tratamiento con sunitinib.
Cuantificacion del volumen tumoral donde se muestra una reduccidn de éste tras el
tratamiento durante cinco semanas consecutivas con sunitinib. **: p<0.01 Test de
Mann-Whitney. Las barras de error muestran la desviacién estandar.

Efectos en el fenotipo tumoral tras el tratamiento con sunitinib

A continuacién quisimos comprobar si en el tratamiento con un farmaco
antiangiogénico multidiana inhibidor de quinasas se observaban resultados

similares, en lo que respecta a evoluciéon de la vasculatura e invasién, a los
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obtenidos en el tratamiento con el anticuerpo anti-VEGFR2 DC101. Para ello se
realizd una detenida observacion histolégica de las muestras provenientes de
ratones RIP-Tag2 tratados durante 5 semanas consecutivas con sunitinib, con el
objetivo de detectar posibles cambios en su fenotipo.

Cuando estudiamos la vasculatura, pudimos observar una espectacular
disminucién del nimero de vasos presentes en el interior del tumor (figura 38).
Estos resultados, que ya habian sido descritos en estudios anteriores (Pietras and
Hanahan, 2005), presentaban al sunitinib como un antiangiogénico mucho mas
eficaz que el anticuerpo monoclonal anti-VEGFR2 (DC101), ya que tenia un efecto
sobre la vasculatura mucho mdas marcado, que promovia a su vez un mejor y mas

potente efecto antitumoral y una mayor supervivencia.

Control

Figura 38. Efectos del tratamiento con sunitinib en la vasculatura tumoral. Se
puede observar una drastica disminucion en el nimero de vasos (marcados con
CD31 en verde) tras cinco semanas de tratamiento con sunitinib.

(T = Tumor; Ac = Teiido acinar).

Esto nos hizo pensar que tal vez al producirse una inhibicion mucho mas
potente de la angiogénesis, no se llevarian a cabo los incrementos de invasion local
y metdstasis, ya que tras cinco semanas de tratamiento aun podiamos observar un
enérgico efecto antitumoral y antivascular; a diferencia de lo que ocurria con el
tratamiento con anti-VEGFR2, que tras cuatro semanas de tratamiento

consecutivo, ya se apreciaban reversiones en el volumen tumoral y en la
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vasculatura presente en los tumores (comparativa de figuras 37 y 38 (sunitinib) vs.
20y 21 (DC101))

Pero estas esperanzas de ausencia de resistencia adaptativa al nuevo
tratamiento, se vieron truncadas tras el estudio de las secciones parafinadas,
dénde comprobamos que, como habiamos visto anteriormente con el tratamiento
con el anticuerpo anti-VEGFR2, el nuevo antiangiogénico multidiana también

promovia un incremento de la invasion local (figura 39).

Control Sunitinib 5 semanas

Antigeno T
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Figura 39. Incremento en la invasion después del tratamiento continuado con
sunitinib. En la fila superior se observan imagenes de inmunofluorescencia (marcaje
rojo: Antigeno T; azul: nucleos). En los margenes de los tumores se observan las células
tumorales, marcadas en rojo, invadiendo el tejido acinar adyacente. La fila inferior
muestra imagenes de una immunohistoquimica para el antigeno T (marcaje marron)
dénde se aprecia el elevado grado de invasion en forma de digitaciones después del
tratamiento.

Los tumores, después de haber recibido tratamiento con sunitinib durante
5 semanas consecutivas, formaban grandes frentes de invasion en forma de

digitaciones, que se adentraban en el tejido acinar colindante.
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Tras realizar el recuento de tumores y clasificarlos en las tres categorias,
pudimos comprobar que, de nuevo, se daba un cambio a un fenotipo mds agresivo,
aumentando el porcentaje de tumores altamente invasivos por animal y

disminuyendo el de tumores encapsulados (figura 40).
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Figura 40. Incremento de la invasion local tras el tratamiento continuado con
sunitinib. El grafico muestra una disminucion del porcentaje de tumores
encapsulados y un aumento del porcentaje de tumores altamente invasivos después
del tratamiento durante 5 semanas con sunitinib. *p<0.05; **p<0.01 para el test de
Mann-Whitney. Las barras de error indican la desviacién estandar.

Con los resultados obtenidos con el inhibidor multidiana sunitinib, pudimos
comprobar que pese a que la inhibicion de la angiogénesis era mucho mas potente
y se mantenian los efectos antivasculares y antitumorales, la resistencia adaptativa
en forma de incremento de invasidn por parte de los tumores se continuaba
produciendo de la misma manera que habiamos observado anteriormente,
indicandonos un cambio en el fenotipo tumoral aunque la potencia de la inhibicion

de la angiogénesis aln siguiera vigente.

Efectos de la terapia con sunitinib en la metastasis a higado y nddulo linfatico

Con tal de continuar con nuestro estudio acerca de la respuesta adaptativa

a una inhibicién de la angiogénesis por parte de un inhibidor de receptores tirosina
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quinasa, estudiamos también en este caso la invasidon y diseminacién linfatica a

nodulo linfatico peripancredtico, y hematdgena a higado (figura 41).

Antigeno T

Nédulo linfatico

Higado

Figura 41. Invasién a nédulo linfatico e higado. En la columna de la izquierda se
observa una tincion H&E de un nddulo linfatico infiltrado por células tumorales y
un higado con micrometastasis. En la columna de la derecha se muestran
immunofluorescencias que confirman las metdstasis mediante la tincidn especifica
para el antigeno T (en rojo). Marcaje rojo: Antigeno T; azul: nucleos; verde:
vasculatura.

El andlisis cuantitativo reveld una incidencia similar en metdstasis a nédulo
linfatico en animales controles y tratados con sunitinib a tiempo continuo durante
cinco semanas (figura 42 A). Este dato diferia al observado en el tratamiento con
DC101 y con sunitinib a corto plazo (figuras 29 [DC101] y 35 A [sunitinib a corto
plazol).

El recuento de micrometastasis fue realizado mediante tinciones de H&E,
gue mas tarde fueron confirmadas por inmunotinciones para el oncogen antigeno
T (figura 41). Contrariamente a la falta de efecto sobre los niveles de metastasis
linfatica, si observamos un incremento en el nimero de ratones que presentaban

metdstasis hematdgena a higado tras el tratamiento.
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El numero de animales con micrometdstasis hepdaticas experimentd un
incremento estadisticamente significativo en el grupo de ratones tratados respecto
al de controles a los que les fue administrado placebo, con un riesgo relativo de 3,5
[0,8-14.3] (95% de intervalo de confianza) (figura 42 B).

Cuando se cuantificé el numero de microlesiones por animal, se observé

que éstas incrementan 3,7 veces en animales tratados respecto a controles.
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Figura 42. Cambios en la invasidon a drganos distantes tras el tratamiento con
sunitinib. Tras cinco semanas de tratamiento con sunitinib vemos que la tasa de
animales con metdastasis a nddulo linfatico no varia (A), mientras que el nimero de
micrometastasis en higado se ve aumentado mas del doble (B). *p<0,05 para el
test Chi-cuadrado.
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Efectos de la inhibicidn de vias angiogénicas independientes

de VEGF: Estudio de la inhibicion de Semaforina 4D
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Tras realizar los experimentos con los inhibidores de la via de VEGF
optamos por comprobar cual era el efecto de una inhibicion de la angiogénesis por
otras vias VEGF-independientes. Pensamos que tal vez de esta manera, aunque se
produjera una inhibicion mucho menor de la angiogénesis, no se darian los efectos
negativos referentes a invasion local y metastasis que habiamos observado en los
experimentos anteriores ya que no se veria afectada la via VEGF/VEGFR. Para llevar
a cabo dicho objetivo escogimos una proteina de la que se ha descrito su presencia
en la vasculatura como molécula que sirve de guia a las células endoteliales en

division, aungue su presencia es bastante reducida: semaforina 4D (Sema4D).

Nuestro primer objetivo fue comprobar la existencia de Semad4D en
nuestro modelo de ratén transgénico. Como primera aproximacién, en
colaboracion con el grupo del Dr. Kristian Pietras del Instituto Karolinska
(Estocolmo, Suecia) cuantificamos los niveles de expresion de Semad4D y su
receptor, Plexina B1, en las células tumorales y en la vasculatura tumoral. Para
realizar dicho cometido, tras el sacrificio de ratones RIP-Tag2 los tumores fueron
separados del tejido acinar adyacente, disgregados y digeridos. A continuacién, la
solucién celular obtenida se incubd con CD31 para su posterior separacion
mediante el citometro de flujo Cell Sorter. Una vez separadas las células
endoteliales del resto (donde se incluyen las células tumorales, que representan la
mayoria, las células del sistema inmunitario, las células murales y los fibroblastos
presentes en el estroma tumoral) se realizé la extraccidon de RNA de los dos grupos
celulares, la retrotranscripcion de dicho RNA en cDNA, y finalmente, una PCR a
tiempo real (RT-PCR), mediante la tecnologia Tagman. De esta manera pudimos
comprobar cuales eran los niveles de expresién de Sema4dD y su receptor Plexina
B1.

Como se puede observar en el grafico de la figura 43 ambas proteinas se

encuentran expresadas en los tumores procedentes de ratones RIP-Tag2. Ademas,
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pudimos comprobar que las células endoteliales, nuestro objetivo para realizar el

nuevo tratamiento, también expresan Sema4D y, en menor medida, Plexina B1.
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Figura 43. Expresion de Sema4D y Plexina B1 en los tumores RIP-Tag2. El grafico
muestra los niveles de expresion de Sema4D y Plexina B1 en célula endotelial y en
el resto de tipos celulares presentes en los tumores RIP-Tag2. Los niveles de
expresién mostrados en el grafico se han calculado respecto al gen de la proteina
ribosomal L19 (Mrpl19), un gen frecuentemente utilizado como control endégeno,
el cual se encuentra altamente expresado.

A continuacién realizamos inmunofluorescencias sobre tejido congelado
para Sema4D y el marcador endotelial CD31, con tal de verificar la presencia de
nuestra proteina en los tumores RIP-Tag2 y ademds saber cual era su distribucion
en éstos. Observamos que Sema4D no se distribuia de la misma manera en todos
los tumores analizados. Encontramos tres distribuciones bdsicas de Sema4D:

e Sema4D asociada a vasos (figura 44A): Presente en la gran mayoria
de tumores analizados en un nimero muy limitado de estructuras vasculares.
Colocalizacion con el marcador de célula endotelial CD31.

e SemadD asociada a posibles macréfagos (figura 44B): Esta
distribucion la pudimos observar en aproximadamente el 30% de los tumores RIP-
Tag2. Observamos marcaje para Sema4D asociado a un tipo de células de gran

tamano, posiblemente macréfagos.
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Vasculatura + Sema4D
+ nucleos

Vasculatura Sema4D

Figura 44. Localizacion de Sema4D en los tumores RIP-Tag2. Inmunofluorescencias
para Sema4D (rojo) y CD31 (verde). A. Observamos colocalizacion de las dos proteinas,
indicdndonos la presencia de Sema4D en vasculatura (flechas amarillas). B. La flecha
blanca muestra como Sema4D se encuentra localizada en el citoplasma de una célula
de gran tamafio, posiblemente un macréfago. C. Distribucion de Sema4D en las células
tumorales. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI.

e Semad4D asociada a célula tumoral (figura 44C): La distribucion
mas minoritaria. Se observa tincién especifica de Sema4D asociada a las células

tumorales.
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Con éstos resultados tuvimos la certeza de que Sema4D realmente se
encontraba expresada en la vasculatura de los tumores RIP-Tag2, aunque de forma
muy minoritaria, ya que sélo un numero reducido de vasos presentaba sefal
especifica, de manera muy localizada, para Sema4D. Asimismo también
comprobamos que otros tipos celulares presentan expresion de Sema4D, como

habia sido descrito en otros tumores (Basile et al., 2006).

Tratamiento con anticuerpo anti-Sema4D en ratones RIP-Tag2

Para llevar a cabo los experimentos in vivo, utilizamos un anticuerpo
monoclonal anti-semaforina 4D que nos fue administrado por Vaccinex Inc.
(Rochester, NY). Dicho anticuerpo fue administrado segln las indicaciones de
Vaccinex a dosis de 1 mg/semana, mediante inyeccién peritoneal.

Con la finalidad de comprobar los efectos sobre los tumores RIP-Tag2, en
lo que respecta a inhibicidon angiogénica e invasion, se llevaron a cabo dos periodos
de tratamiento: tratamiento a corto plazo, durante dos semanas, en el que se
trataron a los ratones RIP-Tag2 de la semana 12 a la 14; y tratamiento a largo plazo,
en el que se trataron a los ratones durante 4 semanas consecutivas, de la 12 a la
16. Tras realizar dichos periodos de tratamiento se procedié al sacrificio de los
animales.

Con la finalidad de comparar los resultados con los obtenidos con el
anticuerpo monoclonal anti-VEGFR2, se llevaron a cabo tratamientos durante los
mismos periodos con DC101 y con la combinacién de ambas drogas, para
comprobar si existia una sinergia de ambos anticuerpos. Asimismo, también se

mantuvieron ratones controles sin tratar hasta los mismos puntos de edad.

Efecto antiangiogénico del tratamiento con anti-Sema4D

Para comprobar que realmente el anticuerpo monoclonal contra Sema4D

tenia un efecto sobre la vasculatura tumoral realizamos diversos experimentos
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basados en la observaciéon de la hemorragia y la vasculatura tras las diferentes
terapias.

Nuestra primera aproximacién fue analizar si existia una disminucién del
numero de lesiones hemorragicas en el pancreas de los ratones después de recibir
los diferentes tratamientos durante 2 semanas (de las 12 a las 14). Tras contabilizar
los islotes pancreaticos que habian llevado a cabo el switch angiogénico y los
tumores que tenian un fenotipo hemorragico observamos que todos los
tratamientos habian reducido la hemorragia, aunque en los ratones que habian

recibido tratamiento Unicamente con el anticuerpo anti-
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Figura 45. Disminucidn del niumero de lesiones hemorragicas tras los tratamientos
durante 2 semanas. Existe una disminucion en el nimero de lesiones hemorragicas
por animal después de recibir cada tipo de tratamiento, aunque la disminucion tras
la terapia con anti-Semad4D es parcial comparada con las terapias anti-VEGFR2 y la
combinacién de ambas drogas. ** Indica diferencias significativas con respecto a los
controles y # indica diferencias significativas con respecto al tratamiento con anti-
SemadD. p< 0,01 para el test de Mann-Whitney. Las barras de error indican
desviacion estandar.

Sema4D habia una inhibicién parcial en comparacién con aquellos animales que

habian sido tratados con anti-VEGFR2 (ya fuera solo o combinado con anti-
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SemadD) (figura 45). Estos resultados nos hicieron pensar que tal vez si
alargdbamos el tratamiento hasta las 16 semanas, podriamos ver mas efecto
antiangiogénico en el tratamiento anti-Sema4D. Al tratarse de una droga que
afecta a vias angiogénicas VEGF independientes, y por consecuente, de menor
relevancia, tal vez se producia un efecto antiangiogénico acumulativo, por tal razén
era necesario un tiempo mas largo de tratamiento.

Tras tratar a los ratones RIP-Tag2 durante 4 semanas consecutivas,
observamos que el numero de lesiones angiogénicas por pancreas no solamente no
disminuia, si no que se veia incrementado respecto a la terapia durante 2 semanas

con anti-Sema4D (figura 46).

60
(%}
©
L 50
o
c
~T
£
§ 40 A
©
5 301
€
[J]
ey
w i
4 20 " .
kel
(%} # "
[}
o 104
=
T T _- __ T - = '
Controles  Anti-SemadD Anti-VEGFR2 Anti—SemadD
16 semanas 4 semanas 4 semanas + Anti-VEGFR2
4 semanas

Figura 46. Disminucion del nimero de lesiones hemorragicas tras los tratamientos
durante 4 semanas. La disminucién en el nimero de lesiones angiogénicas por
animal es similar a la encontrada en el tratamiento durante 2 semanas. No se
observa un efecto antiangiogénico acumulativo tras 4 semanas de tratamiento. **
Indica diferencias significativas con respecto a los controles y # indica diferencias
significativas con respecto al tratamiento con anti-Sema4D. p< 0,01 para el test de

Mann-Whitney. Las barras de error indican desviacidn estandar.

116



Resultados

De hecho, el nimero de lesiones hemorrdgicas provenientes de ratones
tratados durante 2 semanas con anti-Semad4D presentaba diferencias
estadisticamente significativas si se comparaba con la cantidad de lesiones
hemorragicas pertenecientes a ratones que habian recibido el mismo tratamiento
pero durante 4 semanas (segun el test Mann-Whitney p=0,033). Esto parecia
indicarnos que una prolongacion del tratamiento no sdlo no tenia un efecto
acumulativo en lo referido a la potencia antiangiogénica, si no que nos informaba

sobre la existencia de una posible resistencia al tratamiento.

A continuacién centramos nuestra atencién en la hemorragia presente en
los tumores, clasificdndolos como no hemorragicos cuando éstos, recién extraidos
del pancreas tenian una apariencia totalmente blanca; parcialmente hemorragicos
cuando o bien presentaban una coloracidn rosada o el tumor se dividia en dos
partes fenotipicamente diferenciadas: una totalmente blanca y la otra muy
hemorragica; y hemorragicos cuando tenian una coloracidn roja intensa o granate.

Tras la clasificacion de cada tumor dependiendo de su fenotipo
hemorragico, pudimos observar de nuevo que todos los tratamientos tenian un
efecto sobre la hemorragia en comparaciéon con lo que ocurria en los tumores
procedentes de ratones no tratados, pero, como habiamos observado en el caso
anterior con el recuento de las lesiones hemorragicas, el tratamiento con anti-
Sema4D tenia una efecto parcial, mostrando diferencias significativas con respecto
a los otros dos tipos de tratamiento (terapia anti-VEGFR2 y terapia combinada anti-

VEGFR2 y anti-Sema4D) (figura 47 A).

Los grupos de tratamiento en los que se habia administrado el anticuerpo
anti-VEGFR2 mostraron el mismo patrén en el tratamiento a corto y a largo plazo,
pero, como habiamos observado con el recuento de lesiones hemorragicas, tras
cuatro semanas de tratamiento, incrementaba el porcentaje de tumores

hemorragicos, tanto de los totalmente como de los parcialmente hemorragicos,
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aunque este aumento en la hemorragia tras el tratamiento anti-Sema4D no era

estadisticamente significativo (figura 47 B).
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Figura 47. Cambio en el fenotipo hemorragico tumoral tras los tratamientos.
Cuantificacion de la hemorragia en los diferentes grupos de tratamiento tras 2
semanas (A) o cuatro semanas (B) de terapia antiangiogénica. En todos los casos
existe una disminucion de la hemorragia en comparacion con los controles no
tratados * p<0,05; **p<0,01 para el test de Mann-Whitney. Asimismo también
observamos diferencias significativas entre el tratamiento anti-Sema4D vy las terapias
anti-VEGFR2 y combinada en ambos periodos de tratamiento. # p<0,05 Test Mann-
Whitney.

Después de estudiar los resultados obtenidos tras la clasificacidon de los

tumores en funcion de su grado de hemorragia, realizamos el recuento de Ia

microdensidad vascular. Para su ejecucién escogimos un minimo de cinco campos

aletorios por pancreas, en los cuales se realizd el recuento de estructuras

vasculares (figura 48). Intentamos que todos los tumores presentes en cada seccidn

de péncreas estuvieran incluidos en dicho recuento.
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Figura 48. Efectos sobre la microdensidad vascular. Imagenes de
immunofluorescencia para el marcador endotelial CD31 (verde). Se observa una
disminucidén en el nimero de estructuras vasculares tras 2 semanas de tratamiento
con todas las terapias (fila superior). Tras 4 semanas de tratamiento, los tumores de
animales tratados con anti-Sema4D en monoterapia se asemejan a los controles
mientras que aun son observables las diferencias con las otras dos terapias (fila
inferior).

Como se puede apreciar en la figura 48, tras realizar dos semanas de
tratamiento observamos una disminucién del niumero de estructuras vasculares,
que es significativa en todos los casos con respecto a los controles (figura 49 A).
Asimismo, como ya habiamos podido apreciar en la clasificacion del fenotipo
hemorragico por parte de los tumores, observamos que la terapia anti-Sema4D no
tiene un efecto tan potente como el tratamiento con el anticuerpo anti-VEGFR2.
Asi comprobamos que también existen diferencias entre la monoterapia con anti-
SemadD vy los tratamientos anti-VEGFR2 y la combinacién de ambas drogas.

Cuando alargamos el tratamiento hasta cuatro semanas (figura 49 B),
vimos una reduccién en el numero de vasos tras el tratamiento con DC101 y la
combinacién de DC101 + anti-Sema4D, pero ya no se observaron diferencias con

respecto al control en el grupo de tratados Unicamente con anti-Sema4D.
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Figura 49. Recuento de microdensidad vascular. Se observa una disminucion en el
numero de estructuras vasculares respecto a los controles después de los tres tipos
de tratamiento a corto plazo. Tras 4 semanas de tratamiento sdlo se observan
diferencias con los grupos anti-VEGFR2 y anti-Sema4D + anti-VEGFR2. **: Diferencias
significativas respecto a controles p<0,01 para el test de Mann-Whintey. #:
Diferencias significativas respecto a tratados con anti-Sema4D p<0,05 para el test de
Mann-Whitney.

Este resultado parecia estar en concordancia con el observado en la figura
47, en el que se podia apreciar un aumento en la hemorragia de los tumores
tratados con anti-Sema4D durante 4 semanas en comparacién con los que habian
recibido el mismo tratamiento pero sélo durante 2 semanas. Esta informacién
parecia indicarnos que el efecto parcial de la nueva droga tenia también una
reversibn mas temprana al fenotipo angiogénico inicial, lo que demostraba
también una resistencia al tratamiento. Cabe comentar, que pese a que en los
otros dos grupos de tratamiento (anti-VEGFR2 y anti-Sema4D + anti-VEGFR2)
seguian habiendo diferencias significativas en lo referido al nUmero de estructuras
vasculares respecto al grupo control, si que se pudo observar un aumento del
numero de vasos por campo a contabilizar, lo que es debido a la resistencia al
tratamiento antiangiogénico que ya se habia descrito en estudios anteriores con el

tratamiento a largo plazo con DC101 (Casanovas et al., 2005). No se observé ningun
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tipo de sinergia ni de ventaja en el tratamiento combinado respecto a la

monoterapia con anti-VEGFR2.

Efecto en el volumen tumoral tras el tratamiento con anti-Sema4D

Para comprobar que el efecto antivascular existente tenia repercusion
sobre el tamafo tumoral total, realizamos la medicion del volumen tumoral
después de cada tratamiento.

Tras 2 semanas de tratamiento observamos que no existian diferencias
estadisticamente significativas en el volumen tumoral en ninguno de los casos,
aunque si habia una tendencia hacia una reduccién del tamafo del tumor en las
diferentes terapias (figura 50 A). Pero tras la prolongacién del tratamiento hasta las
4 semanas, se pudo apreciar una reduccién del volumen tumoral en todos los casos

(figura 50 B).
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Figura 50. Disminucion del volumen tumoral tras los tratamientos con anti-VEGFR2 y
anti-SemadD durante 4 semanas. A. La cuantificacion del volumen tumoral no muestra
diferencias estadisticamente significativas tras 2 semanas de tratamiento, aunque se
observa una tendencia hacia una reducciéon en tratados. B. Cuantificacion del volumen
tumoral donde se aprecia una reduccion de éste tras el tratamiento de 4 semanas con
anti-Sema4D, anti-VEGFR2 y la combinacion de ambos. *: p<0,05; **: p<0,01 Test de
Mann-Whitney. Las barras de error muestran la desviacién estandar.
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Estos resultados nos indicaron que el uso de los diferentes tratamientos
antiangiogénicos tenia una clara repercusién sobre el volumen tumoral, ya que
promovia una reduccidn respecto a los controles de la misma edad. Asimismo,
parecia existir cierta correlacién entre los resultados obtenidos en el estudio de la
vasculatura con los obtenidos sobre el volumen tumoral, ya que observamos que
mientras que a las dos semanas de tratamiento se apreciaba una reduccién en la
vasculatura tumoral, la reduccion del volumen del tumor no era todavia completa;
en cambio, a las 4 semanas de tratamiento, cuando ya empezdbamos a detectar un
recrecimiento vascular (sobretodo en los ratones tratados con anti-Sema4D en
monoterapia) debido a una posible resistencia, la ventaja en lo referido a la

reduccion del volumen tumoral era entonces muy evidente.

Incremento en la supervivencia tras el tratamiento con anti-Sema4D

Asimismo, ademds de comprobar la existencia de una mejoria en lo referido
a la inhibicién del crecimiento tumoral, tras el tratamiento a largo plazo pudimos
comprobar que existia un incremento en la supervivencia de los ratones que habian
sido tratados con DC101 y con la combinacién de DC101 + anti-Sema4D, y que habia
una tendencia, aunque no era estadisticamente significativa, en el tratamiento con

el anticuerpo monoclonal anti-Semad4D (figura 51).

Efectos en el fenotipo invasivo tras la terapia anti-Sema4D

Con la finalidad de comprobar si una inhibicién parcial de la angiogénesis
en los tumores RIP-Tag2 también promovia un incremento de la invasiéon local, y
observar a su vez el efecto sobre el fenotipo tumoral en la terapia combinada,
estudiamos las secciones de parafina a las que se les habia realizado |a tincidn de
H&E y realizamos la cuantificacion de los tumores seglin la clasificacidén

dependiente del grado de invasidn.
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Figura 51. Incremento en la supervivencia tras el tratamiento con anti-VEGFR2 y
anti-SemadD. Se observa un incremento en la supervivencia tras el tratamiento con
DC101 y la combinacion de los anticuerpos anti-VEGFR2 y anti-Sema4D (Log Rank
test p<0,05). Tras el tratamiento con anti-Sema4D no vemos diferencias
estadisticamente significativas en lo referente a supervivencia, aunque se observa
cierta tendencia.

Como se muestra en la figura 52, después de haber recibido tratamiento

durante dos semanas con DC101 y la combinacién de anti-Sema4D + DC101, los
tumores RIP-Tag2 muestran un incremento en la invasién local.
Por el contrario no se mostraron diferencias estadisticamente significativas
respecto a los controles tras el tratamiento a corto plazo de anti-Sema4D, aunque
los numeros parecian revelar que si existia cierto aumento de la invasién, aunque
ésta fuera sélo de manera parcial.

Nuestra hipotesis de que estos resultados indicaban un efecto parcial del
tratamiento anti-Sema4D, no sélo en cuanto a lo referido al fenotipo hemorragico,
si no también en referencia al fenotipo invasivo, fue invalidada cuando estudiamos

los niveles de invasion local tras cuatro semanas de tratamiento (figura 53).
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Figura 52. Cuantificacion de la invasion local tras 2 semanas de tratamiento. El
grafico muestra un incremento de la invasién después de 2 semanas de tratamiento
con anti-VEGFR2 y anti-Sema4D + anti-VEGFR2. En el caso de la terapia con anti-
SemadD parece existir cierto incremento en el fenotipo invasivo pero éste no es
estadisticamente significativo. *p<0,05 para el test de Mann-Whitney. Las barras de
error indican la desviacién estandar.

Las terapias con anti-VEGFR2 y la combinacién de anti-Sema4D + anti-
VEGFR2, igual que pasaba después del tratamiento a corto plazo durante 2
semanas, presentaban importantes incrementos en la invasion: veian reducido el
numero de tumores no invasivos por pancreas y aumentado el porcentaje de
tumores altamente invasivos. De la misma manera, la monoterapia con anti-
Sema4D también promovia un incremento de la invasién local de los tumores,
asemejandose, en lo que se refiere a porcentajes de invasion, a los otros dos
tratamientos.

Estos resultados parecian demostrar que aunque la terapia con el
anticuerpo anti-Semad4D tenia un efecto parcial sobre la inhibicién de Ia
vasculatura, existia una acumulacién de los efectos proinvasivos producidos por el
tratamiento antiangiogénico aunque éste no fuera tan potente como el DC101 o

sunitinib.
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Figura 53. Cuantificacion de la invasion local tras 4 semanas de tratamiento. En el
grafico se muestra un incremento de la invasion local en todos los grupos de
tratamiento tras 4 semanas de terapia. **p<0,01 para el test de Mann-Whitney. Las
barras de error indican la desviacion estandar.

Diseminacion linfatica y hematdgena tras el tratamiento con anti-Sema4D

Nuestro siguiente paso fue estudiar con detenimiento si existia
diseminacién a otros d6rganos. Como habiamos realizado anteriormente nos
centramos en la metdstasis linfatica a ndédulo linfatico peripancreatico y la
metastasis hematdgena a higado.

Mediante el estudio del nédulo linfatico peripancreatico en el momento de
la extraccién del pancreas y la posterior confirmacién de la posible metastasis
mediante la tincidén especifica del antigeno T, realizamos el recuento de animales
que tenian el nddulo linfatico infiltrado con células tumorales (figura 54).

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje
de animales con metastasis a nédulo linfatico entre los controles y todos los grupos
de tratamiento. Esto nos indicaba que la inhibicién Sema4D, al igual que pasa con

la inhibicidon del VEGFR2, promueve un incremento de la diseminacién de células
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tumorales por via linfatica que comporta un aumento de los casos de metastasis a

nddulo linfatico peripancredtico.
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Figura 54. Invasién a ndédulo linfatico incrementada en tratados. Cuantificacion
de la invasidn a nddulo linfatico que indica un incremento de ocurrencia en
animales que han recibido tratamiento. *p<0,05 para el test de Chi cuadrado.

En lo que respecta a la incidencia de metdstasis hepaticas,
también observamos un incremento en el porcentaje de animales con metastasis
tras haber recibido cualquier tipo de tratamiento, pese a que la terapia combinada
no dio significancia estadistica para el test de Chi-Cuadrado, aunque los nimeros si

mostraron una tendencia (figura 55).

Asi, todas las terapias que han producido una inhibicién de la angiogénesis,
aunque sea de un modo parcial, han promovido un incremento del nimero de
grupos de células que, viajando por via hematdgena, promueven un embolismo en

los vasos del parénquima hepatico que acaba produciendo la aparicién de lesiones

en el higado.
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Figura 55. Invasion hematégena a higado incrementada en tratados.
Cuantificacion de la invasién a higado que indica un incremento en su incidencia
en animales que han recibido tratamiento. *p<0,05 para el test de Chi cuadrado. El
tratamiento combinado anti-Sema4D + anti-VEGFR2 pese a no dar significancia
estadistica presenta una interesante tendencia.

Con todos estos resultados podemos afirmar que una inhibicion de la
angiogénesis, aunque parcial y sin afectar la via de VEGF/VEGFR, también produce
los efectos de una posible resistencia evasiva que se dan en una inhibicidn de la
angiogénesis mas completa y duradera, que comporta un incremento de la
invasion local y un aumento de la incidencia de metastasis linfatica y hematdgena
en el modelo murino de tumor pancredtico RIP-Tag2. Ademds pudimos comprobar
que al combinar las terapias anti-Sema4D y anti-VEGFR2 no se ejercia ningun tipo
de mejora en los campos estudiados y los resultados obtenidos en cada uno de los
experimentos eran muy similares a los que se obtenian tras la monoterapia con

anti-VEGFR2.
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Incremento de hipoxia tras el tratamiento antiangiogénico

El tratamiento antiangiogénico se ha relacionado con un incremento de
hipoxia en los tejidos. Al disminuir la densidad vascular en el interior de los
tumores se crean zonas hipdxicas en las que se promueve la secrecién de factores
angiogénicos alternativos para restablecer de nuevo la vasculatura.

Asimismo, también se ha relacionado el incremento de hipoxia en el
interior de tumores con un aumento en la invasién y un cambio en el fenotipo,
volviéndose éste mds agresivo y maligno tras haberse recuperado de la falta de

oxigeno inicial (Du et al., 2008a; Pennacchietti et al., 2003).

Nuestro siguiente paso tras haber obtenido los resultados que mostraban
un incremento en la invasion después de la terapia antiangiogénica, fue comprobar
si éste aumento en la invasidn estaba directamente relacionado con la hipoxia.

Como primer objetivo nos propusimos observar si existia hipoxia en
tumores controles y si ésta se veia incrementada en los tumores provenientes de
ratones RIP-Tag2 B—VEGF-KO (con una delecidén para el gen Vegf-A, provenientes
del laboratorio del Dr. Inoue, en Osaka, Japon). Con tal de determinar los niveles de
hipoxia en el interior de los tumores, se administré hidrocloruro de pimonidazol
(Hypoxyprobe™) a los ratones una hora antes de su sacrificio. Este compuesto fue

posteriormente detectado gracias al anticuerpo monoclonal anti-Hypoxyprobe.

Tras realizar la inmunofluorescencia para detectar Hypoxyprobe y CD31
(marcador de célula endotelial), pudimos comprobar que los tumores provenientes
de ratones controles, tenian niveles muy bajos de hipoxia mientras que los
provenientes de ratones RIP-Tag2 B-VEGF-KO presentaban zonas de hipoxia que se

correspondian con dreas con un bajo nimero de vasos (figura 56).
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Figura 56. Deteccion de hipoxia en el interior de los tumores RIP-Tag2 y RIP-Tag2
B-VEGF-KO. Inmunofluorescencia para Hypoxyprobe. Los tumores controles no
muestran niveles de hipoxia significativos, mientras que aquellos provenientes de
ratones RIP-Tag2 B-VEGF-KO presentan claras zonas de hipoxia. Marcaje verde:
hipoxia; rojo: vasculatura; azul: ndcleos.

Al observar los niveles de hipoxia en los tumores procedentes de ratones
tratados con anti-VEGFR2 y sunitinib observamos que habia presencia de marcaje
para Hypoxyprobe en distintas intensidades (figura 57).

Asi comprobamos que los niveles de oxigeno tras el tratamiento de tan
sélo una semana con anti-VEGFR2 ya habian disminuido en el interior de los
tumores debido a la regresion de la vasculatura (panel B de la figura 57). Si la
terapia antiangiogénica se prolongaba durante 4 semanas con DC101 o 5 semanas
con sunitinib, las zonas positivas para el marcaje de hipoxia en el interior del tumor
se veian incrementadas y la sefial era mucho mas intensa (paneles Cy D de la figura
57).

De este modo pudimos comprobar que efectivamente la regresidn vascular
promovida por los antiangiogénicos utilizados (anti-VEGFR2 y sunitinib) provocaba
un aumento de la hipoxia intratumoral que se mantenia, e incluso se veia

incrementada, en el tratamiento a largo plazo.
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Figura 57. Deteccion de hipoxia en tumores tratados. Inmunofluorescencia para
Hypoxyprobe. Los tumores controles (A) no muestran niveles de hipoxia
significativos, mientras los tratados durante 1 semana con anti-VEGFR2 (B), 4
semanas con anti-VEGFR2 (C), o con sunitinib durante 5 semanas (D), presentan
diferentes grados de marcaje en el interior de los tumores, coincidiendo con zonas
pocos vascularizadas. Marcaje verde: hipoxia; rojo: vasculatura; azul: nucleos.

También quisimos estudiar si existia hipoxia en las metdstasis hepdticas
tras el tratamiento. Asi realizamos también la inmunodeteccién de pimonidazol en
secciones congeladas de higados con metastasis de animales controles y tratados
durante 5 semanas con sunitinib.

Como se muestra en la figura 58, las metdastasis que provenian de ratones
no tratados no presentaban hipoxia en su interior y se encontraban bien
vascularizadas, mientras que las metdstasis observadas provenientes de ratones
tratados con sunitinib, aunque tuvieran un tamafio pequeio, mostraban zonas con

baja concentracidn de oxigeno en su interior.
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Metastasis hepaticas

Control Sunitinib

Figura 58. Deteccion de hipoxia en micrometastasis hepaticas.
Inmunofluorescencia para Hypoxyprobe donde se muestra la hipoxia presente en
el interior de las micrometastasis hepaticas de animales tratados con sunitinib, en
contraposicion con la ausencia de areas hipdxicas en las metdstasis de animales
controles. Marcaje verde: hipoxia; rojo: antigeno T; azul: nucleos.

A continuacion nos propusimos cuantificar la hipoxia presente en tumores
tratados y controles. Para realizar este experimento escogimos secciones
congeladas de animales controles, tratados durante 4 semanas con DC101 y
durante 5 semanas con sunitinib, a las que se les realizé6 immunofluorescencia para
Hypoxyprobe, y a continuacién se procedié a hacer el recuento de tumores que
presentaban sefial. Como se muestra en el gréfico de la figura 59, un porcentaje
muy bajo de tumores no tratados presentan hipoxia en el interior. Tras recibir
tratamiento continuado, aproximadamente el 45% de los tumores RIP-Tag2
presentaban zonas de hipoxia en su interior, mostrando la efectividad del
tratamiento.

Con la finalidad de comprobar si los tumores que presentaban hipoxia eran
los que tenian un fenotipo mas invasivo, realizamos el recuento tumoral
clasificando los tumores positivos para Hypoxyprobe presentes en cada seccidn
como invasivos o no invasivos, dependiendo de si éstos estaban encapsulados o

presentaban células tumorales adentrandose en el tejido acinar adyacente.
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Figura 59. Cuantificacion de la hipoxia. Recuento de los tumores con hipoxia tras
el tratamiento a largo plazo con anti-VEGFR2 y sunitinib. Los graficos muestran el
porcentaje de tumores positivos para el marcaje de Hypoxyprobe por animal.
**p<0,01 para el test de Mann-Whitney. Las barras de error indican el error
estandar.

Con tal de poder clasificar de manera correcta los tumores segun las
categorias de invasivo/ no invasivo, era necesario realizar el recuento en secciones
parafinadas, lo que supuso una pérdida de la sefial de Hypoxyprobe, que tiene

mucha mas sensibilidad sobre secciones congeladas.

Se realizé una inmuhistoquimica para Hypoxyprobe, dénde se comprobd
que del total de tumores, el 7,8% presentaban hipoxia y eran invasivos, mientras
que menos del 1% eran hipdxicos no invasivos (figura 60). Esto se traduce en un
91% de tumores invasivos frente a un 9% de tumores no invasivos, si Unicamente
realizamos el recuento de los tumores que presentan hipoxia.

Este experimento nos confirmdé que la hipoxia correlaciona con el
incremento de invasion que se da en los tumores RIP-Tag2 tras el tratamiento con

distintos farmacos antiangiogénicos.
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Figura 60. Cuantificacion de la invasidn en los tumores con hipoxia. Porcentaje de
tumores hipdxicos respecto al total de tumores encontrados en ratones RIP-Tag2.
**p<0,01 para el test de Mann-Whitney. Las barras de error indican la desviacién
estandar.

Estudio de los cambios moleculares tras el tratamiento antiangiogénico

Como siguiente paso nos propusimos estudiar qué efectos tenia dicha
hipoxia y qué cambios estaba promoviendo en la expresién de las moléculas

implicadas en angiogénesis e invasion.

Como primera aproximacién decidimos estudiar posibles variaciones en la
expresiéon de mRNA tras la terapia antiangiogénica. Para realizar este estudio se
definieron diferentes grupos de tratamiento con ratones RIP-Tag2 RagKO/KO:

Controles

Tratados durante 1 semana con anti-VEGFR2

Tratados durante 4 semanas con anti-VEGFR2

Tratados 1 semana con anti-VEGFR2 + 3 semanas de descanso que

habian realizado reversién al fenotipo hemorrdgico

Se escogieron estos grupos de tratamiento para poder detectar posibles

cambios en la expresién de diferentes moléculas en la primera fase de inhibicién de
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la angiogénesis, cuando los tumores responden al tratamiento; tras la inhibicion
continuada y dénde ya se observan claramente fenédmenos de resistencia vy
recrecimiento de la vasculatura; y tumores que tras haber estado tratados a tiempo
corto y después permanecer durante tres semanas de descanso, han llevado a cabo
una reversion total del fenotipo hemorragico, adquiriendo una apariencia similar a

los tumores provenientes de ratones controles.

De dichos grupos de tratamiento se escogieron cuatro tumores
independientes de los cuales se realizd una extraccién de RNA, seguida de una
reaccidon de la transcripcién inversa. Con el cDNA obtenido se realizé una PCR a
tiempo real (RT-PCR) mediante las placas LDA (Low Density Arrays) que utilizan

tecnologia Tagman, y se realizé el analisis de expresidn de varias moléculas.

Analizamos la expresién de cuatro moléculas proangiogénicas solubles:
VEGFA, VEGFB, PDGFA vy PIGF. Las cuatro resultaron tener el mismo
comportamiento tras el tratamiento con anti-VEGFR2, presentando niveles
bastante superiores en tumores tratados respecto a controles mientras se
mantenia la inhibicién de la via de VEGF, pero en aquellos tumores en los que se
habia restablecido el fenotipo altamente hemorragico de los tumores RIP-Tag2 los

niveles de expresién también se restablecian (figura 61).

Estos resultados nos indicaban que mientras el VEGFR2 esta siendo
bloqueado por el anticuerpo DC101 existe un incremento en la expresion del
ligandos de VEGFR2, asi como de otros miembros de la familia de VEGF o factores
proangiogénicos alternativos, como es el caso de PDGFA, expresado

principalmente en pericitos, que aseguran la integridad vascular.

137



Resultados

9, % % % %k
g 8-
N7
26
5 5.
o
s 4
@ 3,
o
s 21
5 1

Control Anti-VEGFR2 Anti-VEGFR2  Anti-VEGFR2 1 sem
1 semana 4 semanas + 3 sem descanso
con reversion

Figura 61. Expresion relativa de VEGFA en tumores controles y tratados. En la
grafica se muestran los niveles de expresion de VEGFA en los diferentes grupos de

tratamiento. VEGFB, PIGF y PDGFA presentan el mismo patrén de expresion tras
los distintos tratamientos.

**p<0,01 para el test de Mann-Whitney. Las barras de error indican la desviacion
estandar.

Existen varios modelos de invasidn celular en cancer. Uno de los mas
estudiados y extendidos es el modelo que sigue la transicidn epitelio mesénquima
(EMT), el cual esta caracterizado por la pérdida de E-cadherina, una de las
moléculas de adhesidn mds importantes y marcador epitelial por excelencia. Una
pérdida en su expresién esta frecuentemente relacionada con un peor prondstico y
suele coincidir con un incremento de N-cadherina, una proteina mesenquimal
implicada en motilidad celular e invasion (Cavallaro and Christofori, 2001; Perl et
al., 1998).

Por esa razon decidimos examinar cuales eran sus niveles de expresion
después del tratamiento con anti-VEGFR2. Sorprendentemente, observamos que
ambas proteinas incrementaban su expresidn después de haber recibido
tratamiento con antiangiogénicos, presentando cambios estadisticamente

significativos tras los tratamientos de 1 y 4 semanas (figura 62).
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Figura 62. Expresion relativa de E-cadherina en tumores controles y tratados. En
la gréfica se muestran los niveles de expresion de E-cadherina en los diferentes
grupos de tratamiento. N-cadherina presenta el mismo patrén de expresidn tras
los distintos tratamientos.

**p<0,01 para el test de Mann-Whitney. Las barras de error indican la desviacién
estandar.

Asi pudimos comprobar que no existia el switch de cadherinas esperado,
ya que ambas proteinas incrementaban su expresién. Ademds, también
observamos que en aquellos tumores que se habia llevado a cabo una reversién del
fenotipo hemorragico después de estar 3 semanas sin tratar, se habian
restablecido los niveles de ambas moléculas, asemejandose asi a lo encontrado en
tumores controles.

Llegados a este punto nos preguntamos si este incremento podia deberse a
una contaminacion por parte del tejido acinar, que tiene una expresion muy
elevada de E-cadherina. Tal vez, los tumores tratados que suelen ser los mas
invasivos, presentaban zonas de tejido acinar en su interior que nos estaban dando
una informacién alterada acerca de los niveles de expresidn de esta molécula de
adhesién. Por eso realizamos una inmunofluorescencia sobre tejido congelado para
E-cadherina y también para B-catenina. B-catenina se encuentra generalmente

secuestrada en la membrana celular por E-cadherina, formando parte de las
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uniones adherentes. En caso de pérdida de E-cadherina, B-catenina queda libre en
el citoplasma, pudiendo ser translocada a nucleo y activando factores de
transcripcion que en Ultima instancia favoreceran la transcripcién de genes

implicados en supervivencia, invasion y metastasis (Bienz and Clevers, 2000;

Polakis, 2000).

E-cadherina +
+ nucleos

E-cadherina

Figura 63. Incremento de E-cadherina y B-catenina en tumores tratados.
Inmunofluorescencia que muestra un incremento de las proteinas E-cadherina y B-
catenina en los tumores tratados con DC101 durante 4 semanas. Las zonas con el
marcaje mas intenso se corresponde con tejido acinar, control positivo de la
inmunotincién. Ac= Tejido acinar; T= Tumor. Marcaje rojo: E-cadherina; verde: B-
catenina; azul: nucleos
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Como se puede observar en la figura 63 el incremento de E-cadherina
(primera columna) era también apreciable a nivel de inmunofluorescencia, ademas
se correspondia con un incremento de B-catenina (columna central).

El incremento de E-cadherina se producia tanto en los bordes como en la
parte central de la lesion. A esto se debe sumar el hecho que en las zonas
marginales no parecia haber diferencias en la cantidad de sefial para E-cadherina ni
para B-catenina en funcién de si se trataba de una zona encapsulada o muy
invasiva.

Esto nos indicaba que las uniones intercelulares permanecian intactas, y
que por lo tanto, no se estaba llevando a cabo una invasién mediada por EMT, ya
que el principal marcador del fenotipo epitelial (E-cadherina) habia experimentado
un incremento en su expresion tras el tratamiento antiangiogénico.

Estos resultados nos indujeron a pensar que los tumores RIP-Tag2 tras ser
tratados con anti-VEGFR2, presentaban un modelo de invasién colectiva, en la que

no se perdian las uniones célula-célula.

Pero las cadherinas no son las Unicas moléculas de adhesion celular (CAMs)
que juegan un papel importante en la progresién tumoral. Otra molécula
interesante involucrada también en el desarrollo de tumores es la neural-CAM
(NCAM). En el modelo RIP-Tag2 se ha descrito que una inhibicién en la expresién
de NCAM en las células B del pancreas promueve un incremento en la incidencia de
metdstasis, preferentemente a nddulo linfatico (Fogar et al., 1997; Perl et al.,
1999).

Por tal razén también quisimos comprobar cuales eran los niveles de
expresion de NCAM después del tratamiento con anti-VEGFR2. Como se muestra
en la grafica de la figura 64 observamos una dramatica disminucién en la expresion
de NCAM después de haber recibido tratamiento. Ademas esta disminucién parecia

ser irreversible, ya que aunque se hubiera llevado a cabo una reversién en el
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fenotipo hemorragico los niveles de NCAM seguian estando disminuidos respecto a

los controles no tratados.
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Figura 64. Expresion relativa de NCAM en tumores controles y tratados. En la
grafica se muestran los niveles de expresion de NCAM en los diferentes grupos de

tratamiento. Se observa una disminucion irreversible en su expresién tras el
tratamiento con anti-VEGFR2.

**p<0,01 para el test de Mann-Whitney. Las barras de error indican la desviacién
estandar.

Cuando realizamos una inmunofluorescencia sobre tejido congelado para
detectar este decremento, observamos que la disminucidn que habiamos
observado en el andlisis de expresién no se hacia patente en la inmunotincién, ya
que no parecian existir diferencias en los niveles de NCAM de tumores controles y
tratados durante 4 semanas con anti-VEGFR2 (figura 65).

En varios tipos tumorales NCAM puede experimentar un cambio de
isoforma: de la forma adulta de 120 kDa a las formas embrionarias de 140 6 180
kDa. Aunque el significado bioldgico de este cambio y su papel en la progresion

tumoral aun no se ha definido (Fogar et al., 1997; Johnson, 1991).
Con la finalidad de hallar un posible cambio de isoforma que no hubiera

sido detectado por el anticuerpo mediante la inmunotincién especifica, pero que si

hubiera sido cuantificado en el analisis de expresién, realizamos un western blot en
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el que, efectivamente observamos que habia un cambio de isoforma tras el
tratamiento. Después de 4 semanas de administracién de anti-VEGFR2, NCAM se

presentaba como una proteina de mayor peso molecular (figura 66).

+ nucleos

Figura 65. Los niveles de NCAM no presentan cambios tras el tratamiento anti-
VEGFR2. Inmunofluorescencia que muestra una no disminucién en los niveles de

NCAM (marcaje verde) después de 4 semanas de tratamiento anti-VEGFR2. Ac=
Tejido acinar; T= Tumor

Cabe destacar que tras una semana de tratamiento + 3 semanas de
descanso, de todos los tumores recogidos y congelados para su posterior analisis,

los Unicos que presentaban una reversidn al fenotipo hemorrégico
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NCAM

R

Figura 66. Cambio de isoforma de NCAM tras recibir 4 semanas de terapia anti-
VEGFR2. Western blot de NCAM en el que se aprecia un cambio de isoforma de la
proteina: de 120 kDa a 140 kDa.

fueron los seleccionados para realizar el andlisis de expresién. El resto de tumores
de este grupo de tratamiento, es decir, aquellos que tenian un fenotipo no
hemorragico y que resultaron ser la mayoria, se comportaban en lo referido a
niveles de expresion de las moléculas anteriormente descritas, de igual manera que

los tumores que habian recibido 4 semanas de tratamiento continuo con DC101.

Tras la obtencion de los resultados que describian reversion en el patrén
de expresion de las moléculas relacionadas con angiogénesis y con las cadherinas, y
la irreversibilidad de NCAM, nos propusimos observar si también existian cambios
en la expresion de estas mismas moléculas después de haber sido tratadas con
sunitinib durante 2 semanas y después haber estado en periodo de reposo de

tratamiento durante 4 semanas.

A diferencia de lo que ocurria con los tumores que provenian de ratones
tratados con DC101, que presentaban la mayor parte de lesiones con un fenotipo
no hemorragico pese al periodo de reposo, los tumores tratados con sunitinib

realizaban una reversidén completa a un fenotipo altamente hemorrégico tras haber
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permanecido durante 4 semanas sin tratamiento. Asi pues, su comportamiento en
lo referente a los niveles de expresidn de las moléculas analizadas fue consistente
con el presentado por los tumores que habian realizado una reversién de fenotipo
tras la terapia con la anti-VEGFR2. Indicandonos que la inhibicion de la
angiogénesis, ya fuera mediante un inhibidor puro de la via de VEGF, o mediante
un inhibidor de receptores tirosina quinasa mucho mas potente, pero con una vida
media mucho mas corta, comportaban los mismos cambios moleculares, al menos,

tras haber una reversion en el fenotipo hemorragico.
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Resistencia adaptativa a la terapia con anti-VEGFR2 y sunitinib

Desde el momento en que se describié que la accidn de los factores de
crecimiento inductores de la angiogénesis podia bloquearse a nivel de ligando, de
receptor o ya a nivel de eslabones posteriores en la via de transduccién de senales
de las células endoteliales, se abrié un amplio abanico de posibilidades que fue bien
recibido tanto en la clinica como en la industria.

Sobre el papel la terapia antiangiogénica presentaba tres grandes ventajas
frente a las terapias tradicionales:

- Eficacia, al ser la diana de la terapia antiangiogénica las células
endoteliales, no transformadas y genéticamente estables.

- Baja toxicidad, ya que Unicamente se ataca a aquellos vasos que tienen
células endoteliales proliferando, que en el adulto son escasos.

- Ausencia de resistencia al tratamiento.

Pero poco a poco, tras poner en practica los tratamientos antiangiogénicos,
se ha observado que el hecho que las células endoteliales no sean células
transformadas y sean estables genéticamente no garantiza ni la eficacia ni la
ausencia de resistencia.

Utilizando el anticuerpo monoclonal anti-VEGFR2 DC101 sobre el modelo
RIP-Tag2, Casanovas y colaboradores describieron en 2005 que tras realizar un
tratamiento continuado durante 4 semanas con este inhibidor de la via de VEGF, se
producia resistencia a la terapia en el interior de los tumores, observandose una
reinduccién vy, finalmente, un reestablecimiento de la vasculatura, lo que acababa
traduciéndose en un recrecimiento del tumor (Casanovas et al., 2005).

En este trabajo quisimos seguir estudiando esta resistencia, en el mismo
modelo (RIP-Tag2) y utilizando el mismo farmaco. EI DC101 se caracteriza por

bloquear de una manera selectiva el VEGFR2, lo que podria equipararse con el
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tratamiento con bevacizumab que, desde hace unos afios, es el estdndar para tratar
ciertos tipos tumorales en la clinica en nuestro pais.

Ademas del DC101, también quisimos estudiar los efectos de un inhibidor
de multiples receptores implicados en diferentes vias, utilizado en la actualidad en
la clinica: sunitinib; una pequefia molécula inhibidora de receptores tirosina quinasa
implicados tanto en proliferacion celular como en angiogénesis, por lo que ejerce su
efecto antitumoral a través de la combinacion de un efecto antiproliferativo y
antiangiogénico (Abrams et al., 2003b; Mendel et al., 2003; O'Farrell et al., 2003).

En nuestro estudio demostramos que el tratamiento antiangiogénico se
traducia en un beneficio en lo referido a la supervivencia, ya que ésta se vio
incrementada en los ratones que habian recibido cualquiera de los dos
tratamientos.

En el caso del anticuerpo anti-VEGFR2 se demuestra que produce un
potente efecto antiangiogénico y antitumoral, tal y como ya se habia descrito en
estudios anteriores (Casanovas et al., 2005; Klement et al., 2000), pero que tras el
tratamiento continuado se produce una resistencia consistente en una reinduccién
de la angiogénesis que en ultima instancia se traduce en un recrecimiento del
volumen tumoral. Estos resultados estan en concordancia con los observados en
estudios previos del grupo en los que se describia recrecimiento del tumor en
presencia del bloqueo de VEGFR2 mediante una restauracion de la densidad
vascular, que no era debida a un fallo en la terapia, ya que se continuaba
observando una reduccién en la microhemorragia tumoral y en la fosforilacién del
VEGFR2 (Casanovas et al., 2005). La causa de este recrecimiento es debida a una
adaptacion de la biologia tumoral, que promueve la secrecién de factores
proangiogénicos alternativos, como FGFs y efrinas, que reestimulan la angiogénesis
tumoral de una manera VEGF independiente.

Cuando observamos los niveles de expresion de los factores
proangiogénicos miembros de la familia de VEGF, asi como otros factores

alternativos, en respuesta al tratamiento con antiangiogénicos, comprobamos que
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éstos habian experimentado un incremento. Esto coincide con lo descrito en
estudios previos (Casanovas et al., 2005; Compagni et al., 2000; Cheng et al., 2003)
donde se determind que una terapia antiangiogénica sostenida acaba promoviendo
una re-estimulacién de la angiogénesis tumoral de una manera VEGF independiente.
Asimismo también pudimos comprobar que tras la parada del tratamiento los
niveles de expresion de estas moléculas volvian a los niveles iniciales, mostrando
una reversion que nos indicaba que, de nuevo, la angiogénesis volvia a tener lugar a

través de la via de VEGF.

En el caso del tratamiento con sunitinib, pudimos comprobar que se trataba
de un antiangiogénico mucho mds potente que el anti-VEGFR2 DC101, ya que tras
un tratamiento prolongado aun podiamos observar una potente inhibiciéon de la
vasculatura en el interior de los tumores. Este hecho se traducia en un beneficio en
lo referido al volumen tumoral, que tras cinco semanas de terapia aun se veia
significativamente reducido, y también en lo referido a la supervivencia, ya que ésta
se vio incrementada en seis semanas de media en los ratones que habian recibido
tratamiento. Todos estos resultados son consistentes con los publicados
previamente por otros grupos y en distintos modelos. El efecto anti-tumoral de
sunitinib se ha demostrado tanto in vitro como in vivo, en varios modelos tumorales
(Castillo-Avila et al., 2009; de Bouard et al., 2007; Mendel et al., 2003; O'Farrell et
al., 2003). En todos ellos, sunitinib es capaz de inducir un bloqueo en el crecimiento
del tumor. Ademas, el efecto terapéutico se ha observado en varios estudios clinicos
en distintos tipos tumorales como cancer renal, colorectal, tumor del estroma
gastrointestinal, cancer de pulmén de célula pequeia o sarcoma (Chow and

Eckhardt, 2007; Faivre et al., 2006; Motzer and Bukowski, 2006; Prenen et al., 2006).

El minucioso estudio histolégico de los tumores nos rebeldé que tras recibir

tratamiento los tumores neuroendocrinos de nuestro modelo ganaban un fenotipo

mucho mads invasivo y agresivo, con células tumorales adentrandose en el tejido

151



Discusion

acinar adyacente. Asi describimos que tras la terapia con DC101 o con sunitinib se
daban cambios espectaculares: una drastica disminucién del nimero de adenomas
o tumores encapsulados y un gran incremento del porcentaje de tumores altamente
invasivos, lo que nos indicaba una malignizacidn de las lesiones tras el tratamiento
con el antiangiogénico.

También comprobamos que este cambio hacia un fenotipo mas agresivo y
maligno era un fendmeno irreversible. Después de sdlo una semana de tratamiento
con anti-VEGFR2 o dos con sunitinib, el fenotipo invasivo de los tumores se
mantenia en el tiempo aunque la terapia se interrumpiera y se mantuvieran los
animales sin tratamiento en un periodo de hasta 4 semanas. Asimismo, también
confirmamos que la invasion de los tumores es un fendmeno independiente de la
edad, ya que los controles no tratados no presentaban un porcentaje de tumores

invasivos mas elevados en funcion de su edad.

El grupo de la Dra Gabriele Bergers trabaja con un modelo ortotépico de
glioblastoma multiforme (GBM) que se caracteriza por desarrollar glioblastomas
agresivos y localmente invasivos muy similares a los GBM humanos (Blouw et al.,
2003; Du et al., 2008b). Recientemente han descrito que tras la interrupcion de la
via de VEGF, ya sea mediante una disrupcién génica o farmacoldgica, se producen
alteraciones en el fenotipo invasivo de los GBM, dénde se adoptan formas
cualitativamente diferenciadas y mads invasivas, con células tumorales dispersas
alrededor de la totalidad de la masa cerebral, aproximandose especialmente a los
vasos normales existentes, lo que han denominado invasion tumoral perivascular
(Blouw et al., 2003; Paez-Ribes et al., 2009). Sus estudios con un modelo ortotépico
de GBM que fenocopia las caracteristicas de los glioblastomas humanos (Blouw et
al.,, 2003), nos ayudaron a confirmar nuestros resultados: con dos modelos
totalmente distintos en forma, y sin embargo, andlogos en esencia, se repitieron los
incrementos de invasién tras el bloqueo de la via de VEGF, ya fuera por inhibicién

farmacoldgica o genética.
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Estas consecuencias proinvasivas de los antiangiogénicos ya se habian
descrito anteriormente como un elemento colateral a la respuesta antitumoral en
un modelo de GBM, habiendo sido entonces atribuidos a una coopcién vascular de
las células tumorales (Kunkel et al., 2001; Rubenstein et al.,, 2000). Mas
recientemente se volvié a describir un incremento en la invasién tras el tratamiento
antiangiogénico en otro modelo ortotépico de GBM (Gomez-Manzano et al., 2008),
obteniéndose unos resultados consistentes con los estudios previos asi como con
nuestras observaciones.

Todas estas evidencias experimentales nos indicaron la existencia de puntos
comunes existentes entre nuestros resultados y multiples modelos animales de

cancer, mas concretamente entre modelos de GBM y tumores neuroendocrinos.

Tras el tratamiento con anti-VEGFR2 y sunitinib, ademds de observarse la
resistencia bimodal que comportaba una evidente revascularizaciéon y un
incremento de la invasioén local, se describié que existia también un aumento de la
incidencia de metastasis. Después de la inhibicidn de la angiogénesis llevada a cabo
por DC101 y sunitinib se incrementé la incidencia de metdstasis por via hematdgena
a higado. Esto nos indicaba que el tratamiento antiangiogénico no solamente
favorece la adquisiciéon de un fenotipo mas agresivo en los tumores, si no que
también facilita y promueve que las células tumorales puedan colonizar otros
érganos.

Un estudio paralelo al nuestro realizado por el grupo del Dr Robert Kerbel,
también describié la aceleracidon del proceso metastasico tras el tratamiento a
tiempo corto con inhibidores tirosina quinasa. Ebos y colaboradores mostraron
como se aceleraba la formacién de metastasis después de tratar durante 7 dias con
varios inhibidores de RTKs (sunitinib, sorafenib y SU10944) previamente a la
inoculacion intravenosa de células tumorales humanas, o justamente después de la
reseccion del tumor primario (Ebos et al., 2009). Conjuntamente con estos

resultados pudimos concluir que la terapia antiangiogénica promovia la adquisicién
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de un nuevo programa pro-invasivo y pro-metastdsico, el cual era independiente del

modelo animal utilizado y de si éste expresaba o no el oncogen antigeno T.

La incidencia de metdstasis linfaticas hacia el nddulo linfatico
peripancreadtico también se vio incrementada, pero esta vez si observamos
diferencias en funcion del tratamiento.

En el tratamiento con DC101 y en el realizado durante 2 semanas con
sunitinib + 4 semanas de descanso, si existian diferencias respecto a los controles,
qgue nos indicaban un incremento de la metastasis tanto a nddulo linfatico como a
higado. Pero en la terapia continuada con sunitinib observamos que la incidencia de
metdstasis linfatica no presentaba cambios respecto a los ratones controles que
habian recibido placebo. Este fendmeno podria deberse a la diferente especificidad
de inhibicion existente entre sunitinib y DC101. Sunitinib no solamente bloquea el
VEGFR2 y los PDGFRs, también produce la inhibicidon del receptor asociado a vasos
linfaticos VEGFR3 (Faivre et al., 2007; Roskoski, 2007). Una hipdtesis que podria
explicar esta ausencia de metastasis a nddulo linfatico es el bloqueo especifico de la
sefializacién de VEGFR3 llevada a cabo por sunitinib. Esta inhibicion podria estar
alterando la estructura y la permeabilidad de los vasos linfaticos, o incluso de los
propios nédulos linfaticos, impidiendo asi la formacién de metdstasis en el caso de
su uso continuado (K. Alitalo, comunicacién personal).

Por el contrario, el hecho de parar la terapia con sunitinib podria permitir
que se normalizasen de nuevo las estructuras linfaticas y que, 4 semanas después de
la parada del tratamiento, la situacidn estuviera totalmente reestablecida y las
células tumorales ya hubieran tenido la oportunidad de colonizar el nddulo linfatico;
lo que podria explicar la diferencia existente en las incidencias de metdstasis
linfaticas en los dos tipos de tratamiento llevados a cabo en este trabajo con

sunitinib.
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El modelo RIP-Tag2 B-VEGF-KO, con una ablacién genética en las células
tumorales para el gen Vegf-A, nos confirmé que el incremento de invasién venia
producido por la inhibicién especifica de la via VEGF/VEGFR. Ademas, nos permitio
observar un hecho interesante: este modelo presentaba lesiones pancreaticas de
tamafio reducido altamente invasivas, pero no se observé un incremento de la
incidencia de metastasis a otros dérganos, en contraste con lo que ocurria tras la
inhibicion farmacoldgica del VEGFR2 con DC101. Esto nos indujo a sospechar que la
inhibicidn de una vasculatura establecida en los tumores sélidos con gran contenido
de células cancerosas hiperproliferativas, era la que fomentaba la difusién
metastdsica, en contraste con las pequefias lesiones avasculares presentes en los
tumores de células VEGF-KO, que no llegaron a adquirir las caracteristicas necesarias

para llevar a cabo la diseminacién a otros érganos.

Tras comparar los resultados obtenidos en este trabajo con los dos
tratamientos antiangiogénicos podemos afirmar que la inhibicién de la via
VEGF/VEGFR promueve una resistencia adaptativa que favorece una evasion a la
terapia. Inicialmente los tumores responden al tratamiento con una regresién de la
vasculatura y la pérdida de numerosos vasos que comporta la consecuente
inhibicidn del crecimiento tumoral, pero a continuacién se inducen mecanismos de
resistencia evasiva o adaptativa que promueven la revascularizacién de los tumores
por vias angiogénicas alternativas, un incremento de la invasion local y una

promocién de la metastasis a otros 6rganos (figura 67).

Estudios anteriores realizados en otros modelos animales, concluyeron que
la angiogénesis producida por la via de VEGF se correlacionaba con un incremento
de invasidn (Skobe et al., 1997) o metastasis (Warren et al., 1995). Contrariamente
nuestros resultados, sumados a los obtenidos por los grupos de la Dra Bergers y el

Dr Kerbel, ratifican una conclusién totalmente opuesta, mostrandonos la posibilidad
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“ Resistencia
evasiva EEE—

La terapia antiangiogénica promueve una reduccién de
la vasculatura presente en el tumor que conlleva una
disminucién del volumen tumoral de manera transitoria

Promocidn de la metastasis

Figura 67. Resistencia adaptativa-evasiva de los tumores en respuesta a las terapias
antiangiogénicas. Resumen esquematico de los efectos que tienen lugar tras la terapia
antiangiogénica como consecuencia de la resistencia evasiva que se da en el interior de
los tumores.

que tal vez tanto la induccién como la supresién de la angiogénesis pueden ejercer
efectos proinvasivos y prometastasicos. Una posible explicacién de estos resultados
contrapuestos podria ser que los tumores que expresan altos niveles de VEGF (como
es el caso de los utilizados en los estudios de Skobe et al. y Warren et al.) producen
una vasculatura tumoral con un gran numero de brotes vasculares y un
recubrimiento muy pobre de pericitos, afectando de manera importante la

integridad vascular.
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Ademas, Xian y colaboradores demostraron que los tumores cuyos vasos
estaban recubiertos por un bajo nimero de pericitos eran mas propensos a producir
metdstasis, y que una sobreexpresién de VEGF favorece intensamente la formacién
de nuevos vasos, que tendran un pobre recubrimiento de pericitos y en
consecuencia, una mayor hiperpermeabilidad vascular, lo que puede traducirse en
un ambiente mas permisivo para que se produzca la extravasacion de las células
tumorales y su posterior diseminacidn a otros 6rganos (Xian et al., 2006).

Por otro lado, la terapia antiangiogénica provoca una disrupcién de la
vasculatura tumoral, y en algunos casos (como es el del tratamiento con sunitinib)
también provoca una disrupcién de la cobertura de pericitos. Estos fenédmenos
pueden estar afectando indirectamente a las células tumorales induciéndoles la

adopcidn de un programa mas invasivo.

Caracterizacion del efecto antiangiogénico y sus consecuencias tras el tratamiento
con un inhibidor de una molécula implicada en la guia de nuevos vasos:

Semaforina 4D.

Cuando nos propusimos bloquear Sema4D pensamos en estudiar las
consecuencias que tendria a nivel de inhibicién de la angiogénesis y como afectaria
este bloqueo en la adquisicidon del nuevo programa pro-invasivo que tiene lugar en
las células tumorales después del tratamiento con farmacos que inhiben la via
VEGF/VEGFR.

La unién de VEGF con VEGFR2 conduce a la activacién de una cascada de
multiples vias de sefializacién (Shibuya and Claesson-Welsh, 2006), entre las que
estdn incluidas vias que promueven la sobreexpresién de genes involucrados en la
proliferacién y la migracidn de las células endoteliales, asi como su supervivencia y
que producen un aumento en la permeabilidad vascular (Kerbel, 2008). En cambio

Sema4D es una molécula mucho menos relevante en angiogénesis, que esta

157



Discusion

implicada en guiar las células endoteliales durante su migracién. Para que tenga
lugar la estimulacién de la angiogénesis por parte de SemadD, es requisito
indispensable que Plexina B1 se una a Met y lo active. Esta activacién no es igual de
potente que la que promueve la unién con HGF, que acaba promoviendo la
sobreexpresién de VEGF (Prat et al., 1998). Es por esta razén por la que los efectos
angiogénicos de Sema4D incluyen motilidad direccional de las células endoteliales y
formacion de nuevas estructuras tubulares, pero no la proliferacién de las células
endoteliales (Conrotto et al., 2005).

Estas diferencias en la potencia angiogénica entre VEGF y Sema4D, son las
que nos podrian ayudar a entender el efecto parcial que observamos en nuestro
estudio de hemorragia, microdensidad vascular, volumen tumoral y supervivencia

tras la inhibicion de Sema4D.

Uno de los aspectos mds inquietantes que observamos en nuestros
resultados, fue que pese a que el bloqueo de Sema4D produjera un efecto parcial
en la inhibicidn angiogénica, se continuaban produciendo los mismos efectos pro-
invasivos que habiamos observado tras la terapia con un inhibidor de la via de
VEGF. Llegados a este punto, pudimos hipotetizar que si la inhibicion de la
angiogénesis provocada por el tratamiento con el anticuerpo anti-Sema4D era
parcial, el incremento de hipoxia en el interior de los tumores, no seria tan
importante como el observado tras la terapia anti-VEGF, pero los efectos pro-
invasivos continuaban estando presentes. Lo que nos indujo a pensar que la
hipoxia promovida por la terapia anti-Sema4D, aunque fuera mucho menor que la
que tenia lugar tras las terapias que afectaban a la via de VEGF, era suficiente para
promover la adquisicion de un fenotipo mas agresivo, afectando de igual manera a
la célula tumoral.

Cabe recalcar que la adquisicién del nuevo fenotipo invasivo tras el
tratamiento anti-Sema4D, no se produjo de manera tan rdpida como pudiera

observarse con el tratamiento con anti-VEGFR2, si no que se produjo de una forma
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mas paulatina, con efectos parciales tras el tratamiento a corto plazo, pero que
acabaron desembocando en porcentajes de invasién similares a los observados con
la terapia anti-VEGFR2 cuando ésta era prolongada. Este fenédmeno podria indicar
que el efecto de la inhibicién de sema4D no se producia en todos los tumores a la
vez, y que tal vez tras dos semanas de terapia no todos los tumores han tenido
incrementos de hipoxia, ya que mantienen la via de VEGF, la via angiogénica mas
importante intacta. Al no producirse en la mayoria de tumores hipoxia, éstos no

adoptarian el fenotipo pro-invasivo descrito tras la terapia con DC101 y sunitinib.

El tratamiento concomitante de anti-VEGFR2 y anti-Sema4D no mostré
tener ningun efecto afiadido a la monoterapia con DC101. Esto podria deberse a que
el anticuerpo anti-VEGFR2 actuaria desde el momento en que los nuevos vasos
empiezan a brotar (fendmenono conocido como sprouting), y en cambio la terapia
anti-Sema4D actuaria mas tardiamente, en el momento de la ramificacién de los
nuevos vasos (fendmeno conocido como branching), dénde se encargaria de guiar a
las células endoteliales y favorecer que éstas formasen nuevas estructuras
tubulares. Si se produjera una inhibicion en el momento del sprouting, no se
obtendria proliferacién de las células endoteliales, y como consecuencia no se
llegaria a observar branching. Esto podria indicarnos la razén por la cual la
combinacién de ambas terapias no tuvo ningln efecto adicional sobre la

monoterapia con anti-VEGFR2.

Estudio de las causas de la invasidn tras recibir tratamiento antiangiogénico.

Tras el estudio de los resultados obtenidos en este trabajo surgié la

pregunta: ¢Qué hace que los tumores sean mas invasivos después de recibir terapia

antiangiogénica?
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Una posibilidad es que los tumores eleven la actividad de un nuevo
programa proinvasivo que no era el que dirigia inicialmente el crecimiento tumoral
en presencia de angiogénesis, que podria ser cualitativamente diferente a la via
utilizada normalmente en la progresiéon tumoral normal.

Los efectos pro-invasivos y pro-metastasicos tras la terapia antiangiogénica
observados pueden ser explicados por diferentes mecanismos. Por ejemplo, la
terapia puede a) provocar un aumento de la hipoxia, que produce un incremento en
la expresién de c-met (Pennacchietti et al., 2003; Steeg, 2003), un proto-oncogen
implicado en invasion y metastasis; b) activar y sobreexpresar metaloproteinasas de
matriz (Cairns et al., 2003) que pueden favorecer la diseminacion de células
tumorales a expensas de la degradacidn de la matriz extracelular; c) reclutar BMDC
(células derivadas de la médula d6sea) (Du et al., 2008a) que funcionan como
moduladores vasculares y favorecen la supervivencia de las células tumorales;

pudiendo asi incrementar potencialmente la invasién y la metastasis.

En este trabajo correlacionamos la hipoxia con el incremento de invasién
que tenia lugar tras el tratamiento con antiangiogénicos en nuestro modelo de
tumores neuroendocrinos. Describimos como los tumores hipdxicos eran,
generalmente, los mds invasivos. En este sentido, existen estudios genéticos que
implican la hipoxia/ la via de HIF-la como instigadora de la invasién y de la
metastasis (Du et al., 2008a; Pennacchietti et al., 2003).

Todo parece indicar que la hipoxia induciria nuevos mecanismos que
podrian contribuir en la adquisicién de un fenotipo mas invasivo, como por ejemplo
en la activacidon o la sobreexpresion de proteasas extracelulares (como MMPs o

catepsinas) u otros circuitos proinvasivos.

Higgins y colaboradores, describieron como la hipoxia en un modelo de

cancer renal promovia una transicion epitelio mesénquima (EMT). La falta de

oxigeno promovia que las células tumorales presentaran una pérdida de las
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moléculas implicadas en adhesién, como E-cadherina, y un incremento en la
expresién de moléculas mesenquimales que favorecian la invasién y la metastasis,
como N-cadherina (Higgins et al., 2007). En otro estudio llevado a cabo por el grupo
del Dr Gerhard Christofori, se describié un modelo de invasion mediante EMT en
RIP-Tag2. Describieron como en la transicién adenoma- carcinoma se perdia la
expresion de E-cadherina, lo que favorecia que se perdieran las uniones célula-
célula, aunque este fendmeno, si se daba de forma aislada, no era suficiente para
inducir por si solo, la invasion tumoral y la metastasis (Perl et al., 1998).

El estudio detallado de nuestras secciones de parafina también nos
proporciond evidencias sobre la manera en que se produce la invasiéon. Cuando los
tumores neuroendocrinos adquirian el fenotipo invasivo tras la inhibicién de la via
de VEGF, la invasién tenia lugar en forma de digitaciones. Observamos que las
células se mantenian fuertemente unidas mientras invadian el tejido acinar
adyacente, lo que parecia indicarnos que las células tumorales no perdian el
fenotipo epitelial para llevar a cabo la invasidn local, y que las uniones intercelulares
se mantenian firmes tras la adquisicidon del nuevo fenotipo mdas agresivo. Ademas en
el interior de algunos de los vasos de mayor calibre presentes en el pancreas
pudimos observar grupos de células fuertemente unidas, sugiriendo que la invasién
de drganos distantes se inicia mediante la vasoinvasién de un grupo de células, que
mantiene fuertemente sus uniones célula-célula y que la colonizacién del
parénquima hepatico se inicia mediante un embolismo en los vasos del higado
producido por éstos grupos celulares. Estas observaciones demostraron que el
tratamiento antiangiogénico promueve la creacion de zonas hipdxicas en el interior
de los tumores, y este fendmeno se traduce en un incremento en la invasién local y
en la metastasis. Pero no observamos que esta hipoxia implicara pérdidas en los
marcadores epiteliales como habian descrito Higgins y colaboradores. Al contrario,
determinamos un incremento en la expresién de E-cadherina en aquellos tumores
que habian sido tratados con terapia antiangiogénica, y que resultaron ser los mas

invasivos. Esto nos indicaba que las uniones intercelulares no sélo se mantenian, si
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no que se veian aumentadas. Con estos resultados, pudimos desestimar la idea que

tras el tratamiento antiangiogénico se incrementaba la invasion mediante EMT.

Wicki y colaboradores describieron que la invasidn celular colectiva se daba
gracias a la formacion de filopodios y polarizacion celular; promovia la sobre-
expresion de la Bl-integrina y la adhesidn a la matriz extracelular; y que conducia a
una forma de invasién dependiente de la accidon de las MMPs (Wicki et al., 2006).
Otros estudios habian descrito que la invasidon celular colectiva mantenia los
marcadores epiteliales, como la adhesion célula-célula causada por E-cadherina y la
adhesién célula-matriz extracelular mediada por integrinas (Friedl| et al., 2004; Fried|
and Wolf, 2003). Estos estudios podrian explicar lo que nosotros observamos en
nuestro modelo: la hipoxia favoreceria que se desarrollara un programa pro-invasivo
mediado por una invasién celular colectiva, que permitiria un cambio en el fenotipo

del tumor.

Otra molécula importante en el desarrollo tumoral es NCAM. Se describid
en varios tipos celulares como su expresion cambiaba de la forma adulta de 120 kDa
a las formas embrionarias de 140 y 180 kDa, aunque el significado biolégico de este
cambio y su papel en la progresién tumoral aun no ha sido dilucidado (Fogar et al.,
1997; Johnson, 1991). Pero ademas de este cambio en la isoforma, también se
correlaciond la reduccién en la expresién de NCAM con un peor prondstico en varios
tipos tumorales (Fogar et al., 1997; Perl et al., 1999). Un estudio realizado por el
grupo del Dr Christofori describié en el modelo RIP-Tag2 que la ausencia forzada de
la isoforma de 120kDa de NCAM, alteraba la habilidad de las células tumorales para
adherirse a varios sutratos (Cavallaro and Christofori, 2001; Perl et al., 1999). Esta
pérdida en la adhesidn podria dar como resultado una dramatica disgregacién del
tumor, con la consecuente formacién de espacios hemorragicos en su interior que
podrian favorecer que se formaran grupos reducidos de células, capaces de

mantener las uniones intercelulares, pero incapaces de mantenerse unidas a la
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membrana basal, por lo que se verian arrastradas por la circulaciéon sanguinea o
linfatica. Todo estos fendmenos podrian explicar como se promueve la invasion y
como se inician las metastasis, tanto linfaticas como hematdgenas que observamos

tras la terapia antiangiogénica.

Relevancia clinica

Pese a la eficacia transitoria que hoy dia se estd observando en la clinica, los
inhibidores de la angiogénesis presentan importantes opciones terapéuticas que
constituyen mejoras no sélo en términos clinicos, si no también presentando una
reducida toxicidad si se compara con las terapias tradicionales utilizadas para tratar
las neoplasias.

Pero tras la obtencién de los resultados presentados en este trabajo surge
la pregunta: éCual es su relevancia clinica?

Valdria la pena hacer especial hincapié en el elevadisimo nimero de tipos
tumorales que estan siendo diana de la terapia antiangiogénica en diversos ensayos
clinicos, como se muestra en la figura 7 de la presente memoria (tabla publicada en
2007, (Folkman, 2007)). Los beneficios que han mostrado los inhibidores de la
angiogénesis han sido bastante discretos (Faivre et al., 2007; Goodman et al., 2007;
Hurwitz et al., 2004) pero todavia se siguen desarrollando nuevos inhibidores y se
continuan realizando gran numero de ensayos clinicos en diferentes tipos tumorales
con los farmacos ya aceptados para el tratamiento de algunas neoplasias.

Tal vez valdria la pena hacer una reflexidon acerca de este uso indiscriminado
de los inhibidores de la angiogénesis, optando por una medicina mas personalizada

en la que se valorara su potencialidad en cada caso.

En lo referente al modelo tumoral que hemos utilizado en nuestro estudio,

no existen suficientes datos obtenidos en la clinica sobre la respuesta de los
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tumores neuroendocrinos pancredticos debido a su rareza y al limitado nimero de
pacientes que han sido tratados en ensayos clinicos con farmacos antiangiogénicos.

En el estudio de otros tipos tumorales no existen claras evidencias de que la
terapia antiangiogénica produzca aumentos de invasién o metastasis, pero existen
casos, como el de glioblastoma, dénde se ha observado que tras la terapia
antiangiogénica, sobretodo la llevada a cabo con bevacizumab, se produce una
progresion adaptativa de la enfermedad, como sugieren las imagenes de resonancia
magnética en un conjunto de pacientes con GBM. Se ha observado que estos
pacientes desarrollan recurrencias multifocales durante el curso de la terapia
(Fischer et al., 2008; Narayana et al., 2009; Norden et al., 2008).

En otros casos se ha observado un recrecimiento exacerbado del tumor
durante los periodos de descanso de la terapia (Burstein et al., 2008); después de
parar el tratamiento en pacientes de carcinoma renal tratados con sunitinib o
sorafenib (Desar et al., 2009; Wolter et al., 2009); o en pacientes de cancer de colon
tratados con bevacizumab en combinacion con quimioterapia (Cacheux et al., 2008).
Es mas, en ciertos andlisis retrospectivos se ha determinado que existen
incrementos en la invasion local y en la metastasis a otros érganos después de la
interrupcidén de la terapia anti-VEGFR (Johannsen et al., 2009). Por todas estas
razones se deberian realizar estudios mas detallados acerca del efecto que
comporta el uso de antiangiogénicos en los diferentes estadios tumorales, para
poder determinar que efectos podrian tener este tipo de farmacos en estadios en
los que la enfermedad metastdsica estd ya establecida, o en el caso contrario, en el

que la enfermedad se encuentra en estadios iniciales.

Todos estos fendmenos abren una importantisima puerta hacia el
desarrollo de nuevas drogas que permitan contrarrestar los posibles efectos pro-
invasivos y pro-metastdsicos que los fdrmacos antiangiogénicos pudieran presentar
en la clinica. Asi se podria enfocar la investigacién en combinaciones de farmacos

que admitan su uso conjuntamente con los antiangiogénicos, y permitan la
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administracion de nuevos tratamientos que comporten una menor toxicidad
respecto a las terapias tradicionales. Asimismo también valdria la pena determinar a
qué es debida esta resistencia adaptativa tras la terapia e intentar esclarecer si
existen determinadas mutaciones en las células tumorales que favorecen esta

evasion a las terapias que conlleva un incremento invasivo.
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Conclusiones

- Tras la inhibicién de la via VEGF/VEGFR2, se produce una resistencia adaptativa
que promueve un incremento de la invasién local en un modelo transgénico de

tumores pancredticos: RIP-Tag2.

- La resistencia adaptativa al tratamiento antiangiogénico anti-VEGFR2 acelera el
proceso metastasico, incrementando la diseminacion hematdégena a higado y

linfatica a nédulo linfatico.

- La inhibicién de una molécula encargada de guiar las células endoteliales durante
la ramificacion de la vasculatura, Semaforina 4D, produce un efecto

antiangiogénico, antitumoral y pro-supervivencia parcial.

- Una inhibicién parcial de la angiogénesis, como la producida por el anticuerpo
anti-Semaforina 4D, es suficiente para promover la adquisicion de un fenotipo mas
agresivo por parte de las células tumorales, incrementando la invasidn local y la

metastasis a otros érganos.

- Tras la terapia antiangiogénica se produce hipoxia en el interior de los tumores

que se correlaciona con un fenotipo mas invasivo.

- Tras la inhibicion farmacolégica de la via VEGF/VEGFR2 se produce un cambio en
la expresion de las moléculas de adhesion de las células tumorales, que incluye
sobreexpresidon de E-cadherina e infraexpresion de NCAM, que favorece un modelo

de invasion celular colectiva.
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SUMMARY

Multiple angiogenesis inhibitors have been therapeutically validated in preclinical cancer models, and several
in clinical trials. Here we report that angiogenesis inhibitors targeting the VEGF pathway demonstrate anti-
tumor effects in mouse models of pancreatic neuroendocrine carcinoma and glioblastoma but concomitantly
elicit tumor adaptation and progression to stages of greater malignancy, with heightened invasiveness and in
some cases increased lymphatic and distant metastasis. Increased invasiveness is also seen by genetic
ablation of the Vegf-A gene in both models, substantiating the results of the pharmacological inhibitors.
The realization that potent angiogenesis inhibition can alter the natural history of tumors by increasing inva-
sion and metastasis warrants clinical investigation, as the prospect has important implications for the devel-

opment of enduring antiangiogenic therapies.

INTRODUCTION

Judah Folkman’s long-standing vision of angiogenesis as a ther-
apeutic target (Folkman, 1971) has been increasingly validated in
both traditional transplant tumor models and genetically engi-
neered mouse models of cancer, beginning in the mid-1990s
and continuing to the present (Parangi et al., 1996; Shaked
et al., 2005). The “angiogenic switch” during tumor progression
(Hanahan and Folkman, 1996) is increasingly recognized as
constituting a rate-limiting secondary event in tumorigenesis
(Hanahan and Weinberg, 2000) that can be effectively targeted
as a successful therapeutic approach to treat cancer; clinically,
proof of concept has begun with the recent regulatory approvals
of three antiangiogenic therapies targeting the VEGF/VEGFR2
pathway in certain types of cancer (Folkman, 2007; Folkman

and Ingber, 1992; Kerbel, 2000). Notably, like most systemic
therapies, these drugs have not produced enduring efficacy in
terms of either tumor shrinkage or dormancy (stable disease)
or long-term survival; rather, the common result is delayed
time to progression following a period of clinical benefit, which
is suggestive of an emergent resistance to the antiangiogenic
therapy (Bergers and Hanahan, 2008; Kerbel et al., 2001; Miller
et al., 2005).

Recently, experimental evidence has been developed in
support of this proposition: VEGF receptor inhibition in a mouse
model of pancreatic islet cancer reveals an initial response with
vascular dropout and tumor stasis, but tumors then adapt and
begin regrowing via a process referred to as “evasive resis-
tance,” based on the observed upregulation of alternative proan-
giogenic signals that include functional involvement of fibroblast

SIGNIFICANCE

Angiogenesis inhibitors targeting the VEGF signaling pathway have proven to be efficacious in preclinical cancer models
and in clinical trials. While antitumoral effects and survival benefit are often evident, relapse to progressive tumor growth
typically ensues, reflecting multiple mechanisms of adaptation to antiangiogenic therapies. Our findings further implicate
angiogenesis inhibition as a driving force in tumor progression to stages of greater malignancy, reflected in heightened inva-
sion into surrounding tissue and in some cases increased lymphatic and distant metastasis. Thus, antiangiogenic therapy
that effectively inhibits neovascularization and produces antitumor effects and survival benefit can additionally alter the
phenotype of tumors by increasing invasion and metastasis. This realization motivates clinical studies to confirm and poten-
tially target this insidious consequence of antiangiogenic therapies.
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Histological analysis and quantification of tumor invasion in
anti-VEGFR2 antibody (DC101)-treated or control immuno-
compromised tumor-bearing RIP1-Tag2 animals are pre-
sented.

(A) Histological images of tumors from control, 1-week, and
4-week treatment arms are shown in hematoxylin and eosin
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staining (H&E; top row), indicating prominent invasive fronts
in the treated animals (black arrowheads); high-magnification
images of immunofluorescence staining for SV40 T antigen
(middle row), where T indicates tumor and Ac indicates
surrounding acinar tissue; and immunodetection of the vascu-
lature with anti-CD31 antibody (bottom row), where a central
view of the tumor parenchyma is shown.

(B) Quantification of tumor invasiveness represented as the
percentage of encapsulated islet tumors (IT), microinvasive
carcinomas (IC1), and fully invasive carcinomas (IC2) for the
three different treatments. Both anti-VEGFR2 treatments
show a statistically significant decrease in the percentage of
IT and a significant increase in IC2 tumors (**p < 0.01 by Krus-
kal-Wallis test).

(C) Quantification of tumor invasiveness in animals treated for
only 1 week with anti-VEGFR2 antibody and then maintained
without therapy for 1, 2, or 3 more weeks. Percentage of IT
(white bars), IC1 (gray bars), and IC2 (black bars) is shown
per treatment and time point. All treatment groups showed
statistical differences by Mann-Whitney test (p < 0.01) when
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growth factor (FGF) ligands (Casanovas et al., 2005). Addition-
ally, it was noted that the relapsing tumors appear to be more
invasive. Other studies have also associated increased invasive-
ness with impaired angiogenesis in the context of genetic
ablation of the hypoxia response and/or the VEGF/VEGFR path-
ways (Blouw et al., 2007; Du et al., 2008; Pennacchietti et al.,
2003).

RESULTS

Increased Invasiveness in Response to a Specific
VEGFR2 Inhibitor

To further extend our previous study of resistance to abrogation
of VEGF signaling with a function-blocking antibody against

analysis is shown for each time point. Note that no animals
in the control group survived to the 16 week time point.
*p < 0.05, **p < 0.01 by Mann-Whitney test.

Error bars indicate + SD.

VEGFR2 (DC101) in the RIP1-Tag2 model of
pancreatic neuroendocrine cancer (PNET) (Casa-
novas et al., 2005), we sought to focus on the initial
onset of malignant progression to invasive islet
carcinoma. Tumor-bearing immunocompromised
RIP1-Tag2 mice treated with DC101 for a relatively
brief period of 1 week had reduced tumor vascula-
ture and volume compared to control age-matched
untreated animals, as described previously (Fig-
ure 1A and data not shown; Casanovas et al.,
2005). Nevertheless, histological analysis showed
a significantly more invasive phenotype after 1
week of treatment, an effect that was exacerbated when therapy
was maintained for 4 continuous weeks. These more aggressive
tumors had wide fronts of invasion, which prominently inter-
mingled with the surrounding acinar tissue, whereas the majority
of control tumors were predominantly encapsulated or microinva-
sive (Figure 1A, top panels). This aggravated invasive phenotype
was readily revealed by fluorescent immunostaining for a marker
of cancer cells, the SV40 T antigen oncoprotein (Figure 1A, middle
panels). Congruently, immunostaining for the tumor collagenous
capsule with anti-collagen type | antibody revealed the anti-
VEGFR2-treated tumors to have a much thinner capsule, with
areas of breakage or its complete absence (data not shown).

In order to quantify the degree of invasion, the frequency
of invasive lesions was scored in short-term (1 week) and

olT
oic1
m|C2
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long-term (4 weeks) VEGFR2-blocking antibody-treated RIP1-
Tag2 animals using a three-grade nomenclature of noninvasive
encapsulated islet tumors (IT), microinvasive carcinomas (IC1),
and widely invasive carcinomas (IC2) as described previously
(Lopez and Hanahan, 2002). While control untreated animals
showed a 6% incidence of highly invasive tumors (IC2), treat-
ment with anti-VEGFR2 antibody for 1 week increased the I1C2
tumorincidence to 54%, and furthermore, treatment for 4 contin-
uous weeks with this antibody led to an incidence of 62.5%
(Figure 1B). Thus, the event of increased tumor invasiveness
was already evident and significant following 1 week of antian-
giogenic treatment, and the effect persisted and increased
during longer-term continuous treatment for 4 weeks. Notably,
in some tumors from long-term anti-VEGFR2-treated animals,
tumor cells could be observed invading not only into the
surrounding acinar tissue but also into the vasculature (see
Figure S1 available online); such “vasoinvasion” has been
used as an indicator of poor prognosis in some human tumor
types (Offerhaus et al., 1991; Waggoner, 2003).

Persistence of the Invasive Phenotype after Cessation
of Anti-VEGFR2 Treatment

We next sought to investigate the reversibility of this heightened
invasive phenotype in the presence of angiogenesis inhibition
by assessing its persistence when the angiogenic blockade
was lifted. Thus, 1-week anti-VEGFR2-treated animals were
then maintained for an additional 1, 2, or 3 weeks without treat-
ment, and tumor invasiveness was determined at each time
point. Again, the proportion of invasive tumors was increased
after 1-week treatment, and strikingly, invasiveness remained
augmented after termination of therapy, with a 10-fold higher inci-
dence of widely invasive carcinomas persisting 1, 2, and 3 weeks
after cessation of treatment (Figure 1C). It is noteworthy that the
treated animals survived until 16 weeks of age due to the benefi-
cial effect of the 1-week therapy (which produced stable disease
for that period), whereas control untreated animals survived only
until 15 weeks of age (Figure S2). Thus, in order to rule out the
possibility that this increased invasion was due to an increased
life span of the animals and not to the inferred drug-related effect,
we also performed an age-matched comparison of the tumor
invasion incidence in treated animals versus controls at each
defined time point. Again, all anti-VEGFR2 treatment groups also
exhibited statistically significant differences when compared to
their respective age-matched control groups (Figure 1C).

Thus, the augmentation of tumor invasiveness is a rapidly
occurring event that develops within 1 week of initiating anti-
VEGFR2 therapy, producing a condition of increased malig-
nancy that persists even when the treatment is terminated.

Increased Invasiveness in Tumors Carrying

a Genetic Deletion of Vegf-A

To substantiate the hypothesis that this augmented invasive and
malignant phenotype is a result of impairing the VEGF/VEGFR2
proangiogenic signaling pathway, we asked whether a genetic
disruption of this pathway would produce a similar adaptive
response. To do so, we analyzed RIP1-Tag2 mice carrying a
tumor cell-specific deletion of the Vegf-A gene, by means of the
Cre-loxP system. We have previously shown that RIP1-Tag2/
Cre;Vegf-A"" mice (B-VEGF-KO) exhibit a dramatic suppression
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of angiogenesis and impairment of tumor development and
growth (Inoue et al., 2002). Detailed histological observation of
the borders of B-VEGF-KO lesions revealed the tumors to be
much more irregular and invasive, encroaching into adjacent
exocrine tissue, as compared to tumors in RIP1-Tag2/Cre;
Vegf-A*"* mice (B-VEGF-WT), a result that was further confirmed
by positive immunostaining for insulin, a marker of these islet
B cell tumors (Figure 2A). Consistent with previous observations
(Inoue et al., 2002), B-VEGF-KO lesions had remarkably fewer
blood vessels compared with their B-VEGF-WT counterparts,
and their invasive fronts had a microvessel density similar to
that of normal exocrine tissue, suggestive of a possible invasive
co-option of the neighboring normal vasculature in the exocrine
pancreas (Figures 2A and 2B). When tumor invasiveness
was quantified in both genotypes, encapsulated tumors and
both grades of invasive lesions were observed in the control
B-VEGF-WT mice, whereas, remarkably, no noninvasive tumors
were observed in the B-VEGF-KO mice (Figure 2C). Instead, all
tumors were invasive to varying degrees, even in the smaller
lesions. Taken together, these results recapitulate the effect of
the anti-VEGFR2 blocking antibody and thus confirm the speci-
ficity of the heightened invasiveness caused by the specific
disruption of the VEGF/VEGFR signaling axis.

Increased Metastasis in Response to VEGFR2 Blockade
To further determine the consequences of this augmented inva-
siveness, we next sought to determine whether anti-VEGFR2
antiangiogenic therapy was associated with a higher incidence
of tumor dissemination and metastasis formation in immuno-
competent RIP1-Tag2 mice. Recognizing the rapid time course
to end-stage disease in this model, we started the treatment
when solid tumors begin to appear (at 10 weeks of age) and
continued it for 10 days. The treatment was then discontinued,
and the animals were maintained until 16 weeks of age, when
they were sacrificed along with age-matched untreated control
animals. Gross morphology of surgically removed pancreata
revealed that anti-VEGFR2-treated animals more frequently con-
tained enlarged and hemorrhagic peripancreatic lymph nodes
(LNs). The presence of tumor metastases in these lymph nodes
was determined by hematoxylin and eosin (H&E) staining and
corroborated by immunohistochemical staining for the tumor-
specific SV40 T antigen oncoprotein (Figure 3A). Quantification
of the incidence of macroscopic LN metastasis in both treatment
groups revealed that the incidence of LN metastasis was 4-fold
higher in treated animals than in controls, with a relative risk of
4.3 [1.5-12.4] (95% confidence interval) (Figure 3B).

We next investigated the possible occurrence of distant metas-
tasis, focusing on the liver, which is a prevalent site for human
pancreatic metastases. Microscopic liver metastases were de-
tected by H&E staining and further confirmed by tumor-specificim-
munostaining for the T antigen oncoprotein, revealing microscopic
tumor nodules in the liver parenchyma (Figure 3A). In this case, the
incidence of animals with liver micrometastases was also 2-fold
higher in the treated animals than in controls, with a relative risk
0f2.0[1.1-3.7](95% confidence interval) (Figure 3B). Furthermore,
the average number of metastatic lesions in the liver was also
significantly increased (2.7-fold) in the treated animals compared
to controls (Figure 3C). We infer that death due to primary tumor
burden precluded the development of macrometastatic lesions.
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Figure 2. Increased Tumor Invasion after Tumor-Specific

A B-VEGF-WT B-VEGF-KO

H&E

Vegf-A Gene Deletion

(A) Top row: H&E staining of lesions in RIP1-Tag2/Cre;Vegf-A*'*
(B-VEGF-WT; left) and RIP1-Tag2/Cre;Vegf-A"" (3-VEGF-KO; middie)
mice. Middle row: insulin immunostaining reveals the tumor cells in
serial sections to the H&E images shown in the top row. Bottom
row: CD31 vessel staining (red) and DAPI nuclear staining (blue) of
tumors in a B-VEGF-WT mouse and a B-VEGF-KO mouse. Images
at right show a higher magnification of images in the middle column.
(B) Microvessel area (MVA) at the invasive front was equivalent to that
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A Multitargeted Antiangiogenic Kinase Inhibitor

also Induces Increased Invasiveness

We further sought to determine whether these surprising adap-
tive responses occurred in the context of treatment with other
angiogenesis inhibitors. We chose to investigate a more potent
inhibitor of tumor angiogenesis, sunitinib (Sutent, Pfizer Inc.),
which effectively inhibits both VEGFR and PDGFR signaling,
a combination that we previously demonstrated to have potent
efficacy and added benefit over singular inhibition of VEGFR,
by targeting both endothelial cells and their supporting pericytes
(Bergers et al., 2003; Pietras and Hanahan, 2005). Consistent
with these results, continuous sunitinib treatment of tumor-
bearing RIP1-Tag2 mice was markedly efficacious, producing
a significant survival benefit (Figure 4A) and a 65% decrease in
tumor burden after 5 weeks of treatment when compared to
age-matched control animals (Figure 4B). Histological analysis
of animals treated for 5 weeks starting at 10 weeks of age
showed potent inhibition of angiogenesis and disruption of the
preexisting tumor vasculature, with concomitant exacerbated
invasive and more aggressive tumor phenotype (Figure 5A).
Fluorescent immunostaining for T antigen further revealed wide-
spread tumor infiltration, with apparent dissemination of tumor
cell clusters far from the primary tumor masses (Figure 5A;

—
40um

of exocrine tissue in B-VEGF-KO tumors. MVA of six tumors from four
B-VEGF-WT and B-VEGF-KO animals was determined in the tumor
“border” as the band-like region 50 pm inside the tumor perimeter
(gray bars), the surrounding exocrine tissue (“Exo”; white bars), and
the tumor “core” (black bars). MVA values were standardized to those
of exocrine tissue distant from the tumors in each section. *p < 0.05.
(C) Quantification of invasiveness represented by the frequency of
each tumor grade in 27 tumors from 5 B-VEGF-KO mice (gray bars)
versus 75 tumors from 5 B-VEGF-WT mice (black bars) at 13 weeks
of age. *p < 0.05, **p < 0.01 by Mann-Whitney test.

Error bars indicate + SD.

Figure S3). Quantification of this increased invasiveness
demonstrated that sunitinib treatment for 5 weeks more
than doubled the incidence of highly invasive tumors
(IC2) compared to control animals (Figure 5B). Notably,
the tumors in sunitinib-treated mice, while graded as
IC2, were often remarkable for the aggressive character
of their invasiveness to a degree of malignancy rarely
seen in untreated tumors (Figure S3).

Increased Metastasis in Sunitinib-Treated PNET

Tumors

To further investigate the adaptive response to potent

angiogenesis inhibition with sunitinib, peripancreatic LNs

were assessed for the presence of metastatic lesions by

H&E and by T antigen immunostaining of tissue sections
from treated animals (Figure 5C). Quantitative analysis revealed
a similar incidence of animals with LN metastasis in the suniti-
nib-treated versus control vehicle-treated groups (Figure 5D). In
contrast to the lack of effect on lymphatic metastasis in suniti-
nib-treated mice, hematogenous dissemination was prevalent
and arguably more aggressive. H&E staining confirmed by immu-
nostaining for the T antigen oncoprotein consistently showed
more abundant and larger liver micrometastases in the suniti-
nib-treated animals than in controls (Figure 5C, bottom row).
The incidence of liver micrometastases was significantly in-
creased by 3.5-fold in treated animals (2, p < 0.05), with a relative
risk of 3.5 (95% confidence interval 0.8-14.3) (Figure 5D). When
quantified, the number of liver micrometastases per animal was
also increased by 3.7-fold in the sunitinib-treated animal group,
which showed a clear but not statistical significant tendency
when compared with control animals (Figure 5E). Thus, pancre-
atic islet tumors treated with a multitargeted kinase inhibitor
also adapt by increasing their metastatic phenotype.

VEGF Inhibitors also Evoke Increased Invasiveness

in Orthotopic Glioblastoma

These provocative observations in a mouse model of PNET
raised the question of generality to other tumor types. As a first
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step, we asked whether this adaptive response of heightened
malignancy in response to genetic or pharmacological angio-
genesis inhibition occurred in a second tumor type, glioblastoma
multiforme (GBM), by utilizing an orthotopic mouse model of
genetically engineered transformed mouse astrocytes (Blouw
et al., 2003; Du et al., 2008) characterized by development of
aggressive and locally invasive glioblastomas that phenocopy
the major characteristics of human glioblastomas (Berger and
Wilson, 1999). Thus, the effects of a VEGFR-selective kinase
inhibitor (SU10944, Pfizer Inc.) or the multitarget VEGFR kinase
inhibitor sunitinib were assessed along with GBM cells geneti-
cally deficient in Vegf-A gene expression (VEGF-KO GBMs)
(Blouw et al., 2003). In all three situations in which VEGF activity
was either pharmacologically or genetically impaired, the tumor
vasculature appeared thinner when compared to that of control
tumors (Figure 6A). The VEGF-KO GBMs produced a survival
advantage, consistent with our previous report (Blouw et al.,
2003), whereas the kinase inhibitors produced minimal
(SU10944) or modest (sunitinib) effects on tumor growth and
animal survival (Figure 6B), consistent with a clinical study
wherein a VEGFR kinase inhibitor transiently normalized the
tumor vessels and reduced side effects such as edema but
had little impact on GBM growth or patient survival (Batchelor
et al., 2007). The most notable consequence of all three con-
ditions of impaired VEGFR signaling in our mouse model was
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Figure 3. Increased Incidence of Lymph Node and Liver
Metastasis in Anti-VEGFR2-Treated Animals

Histological analysis of lymph node (LN) and liver metastasis (Met) in
RIP1-Tag2 animals treated with anti-VEGFR2 for 10 days starting at
10 weeks of age and then left untreated until 16 weeks of age.

(A) LN and Met observed by histological H&E staining of tissue
sections from anti-VEGFR2-treated animals appear as enlarged
hemorrhaging LNs infiltrated with tumor cells and a small tumor
nodule in the liver parenchyma (left panels). Immunohistochemical
staining for the tumor marker SV40 T antigen (brown) reveals the pres-
ence of tumor cells infiltrated into a LN or in the midst of the liver paren-
chyma (right panels).

(B) Top: quantification of the incidence of animals with microscopic
liver micrometastasis and macroscopic LN metastasis in the control
(gray bars) and anti-VEGFR2-treated (black bars) treatment arms.
Bottom: contingency table relating the number and percentage of
animals in each treatment/metastasis case. Treated animals show
a statistically significant increase in the incidence of liver micrometa-
stasis and LN metastasis by the chi-square test (*p < 0.05; **p < 0.01).
(C) Quantification of the number of microscopic liver metastasis in the
anti-VEGFR2 treated (black bars) and control (gray bars) treatment
arms. Treated animals show a statistically significant increase in the
number of liver micrometastases per animal by the Mann-Whitney
test (*p < 0.05). Error bars indicate + SEM.

alterations in the invasive phenotype of the GBM, in the
form of a more highly invasive and qualitatively distinct
tumor phenotype, with tumor cells dispersed throughout
the brain in close proximity to resident normal blood
vessels (perivascular tumor invasion), which contrasted
with the less prominent single-cell infiltrative pattern that
was typical in the control GBM tumors (Figure 6A). The
relative prevalence of the perivascular invasive mode
was assessed by counting the invading tumor cells in
proximity to vessels and by grading the extent of perivas-
cular invasion (which accounts for both single vascular-proximal
tumor cells as well as focal clumps of tumor cells clustered
around vessels). In all three cases, a significant increase in peri-
vascular tumor cell invasion was observed, but the invasive
effects were less pronounced in the case of both chemical
VEGFR inhibitors (SU10944 and sunitinib) than in VEGF-KO
GBM (Figure 6C). The differing degrees of invasion could be ex-
plained by the fact that VEGF-KO GBM cells were forced to grow
from the time of their inoculation without a cancer cell-supplied
source of VEGF, whereas WT GBM tumors were subjected to
VEGF blockade only after having formed and grown to a substan-
tive degree.

Thus, genetically or pharmacologically impaired VEGF
signaling in an orthotopic model of GBM also evokes a more
invasive and aggressive phenotype, distinct in form and yet anal-
ogous in essence to that observed in pancreatic neuroendocrine
tumors subjected to similar genetic or pharmacological VEGF
blockade.

Hypoxia Is Implicated in the Adaptive Response

To gain insight into one possible molecular mechanism for the
increased invasion and subsequent dissemination, we sought
to determine whether hypoxia developed in the treated tumors
concomitant with invasion. While in control untreated animals,
most of the tumors showed little or no hypoxia as revealed by
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Figure 4. Increased Life Span and Tumor Reduction in Sunitinib-
Treated RIP1-Tag2 Animals

(A) Kaplan-Meier survival curves in tumor-bearing RIP1-Tag2 mice (12 weeks)
treated continuously with vehicle control or sunitinib starting at 12 weeks.
While vehicle-treated mice showed a median life span of 15.2 weeks, mice
receiving continuous sunitinib treatment demonstrated a survival benefit of
7 additional weeks. (Kaplan-Meier statistic: p < 0.01.)

(B) Total tumor burden analysis in 5-week treatment trials with sunitinib or
vehicle control starting at 10 weeks of age. Gray bar shows tumor burden of
vehicle-treated RIP1-Tag2 animals, and black bar shows the statistically
significant tumor volume reduction of efficacious sunitinib therapy. Each
treatment cohort involved a minimum of ten animals per group. **p < 0.01 by
Mann-Whitney test. Error bars indicate + SEM.

pimonidazole adduct staining, both B-VEGF-KO RIP1-Tag2
animals and animals treated with anti-VEGFR2 antibody or suni-
tinib displayed multiple tumors with distinct regions of intense
hypoxia (Figure 7A). Moreover, when the incidence of hypoxic pi-
monidazole-positive tumors was quantified, both anti-VEGFR2
and sunitinib treatments showed a significant increase in
hypoxic tumors (Figure 7B). Furthermore, intense hypoxia was
evident in the disseminated liver micrometastases of the suniti-
nib-treated animals together with lack of vascularity inside the
metastatic lesions, while in control animals, the micrometasta-
ses were vascularized and showed no hypoxia (Figures 7Ag-
7Ai). Thus, the hyperinvasive and metastatic lesions that develop
in the PNET model treated with a potent angiogenesis inhibitor
exhibit marked hypoxia, suggestive of a role for the hypoxia
response system in their manifestation.

DISCUSSION

Proinvasive consequences of antiangiogenic therapy had been
described previously as a collateral to the antitumor response
in glioblastoma multiforme and were attributed to vessel co-
option by cancer cells, but with uncertain significance for thera-

peutic efficacy (Kunkel et al., 2001; Rubenstein et al., 2000).
Recently, heightened invasion has been further implicated as
a response to antiangiogenic therapy in another model of
orthotopic GBM (Gomez-Manzano et al., 2008), consistent with
these previous studies and our observations. More recently,
we reported that abrogation of VEGF signaling with a function-
blocking antibody against VEGFR2 elicits, after a period of tran-
sitory response, a bimodal resistance reaction with evident
revascularization and increased invasiveness; while the revascu-
larization was demonstrably important in the development of
resistance (Casanovas et al., 2005), the significance of the
heightened invasiveness was unclear. Here we demonstrate in
two distinct engineered mouse models of cancer (PNET and
GBM) that therapeutically efficacious antiangiogenic therapy
can elicit an adaptive-evasive response involving an augmented
invasive phenotype and, in some cases, increased dissemina-
tion and the emergence of distant metastasis (Figure 8).

Interestingly, PNET development in the context of genetic
ablation of the Vegf-A gene produced small pancreatic lesions
with increased invasiveness but without evident metastasis
(data not shown), in contrast to the case of VEGF pathway inhi-
bition. We suspect that the metastasis response is somehow
enabled by the initial presence of an angiogenic vasculature in
established solid tumors containing hyperproliferative cancer
cells that, when disrupted, fosters metastatic dissemination. In
contrast, the small avascular lesions populated by VEGF-KO
cancer cells may have failed to acquire other necessary capabil-
ities for productive dissemination. Regardless, the preclinical
trials in the PNET model unambiguously demonstrate the
enhancement of invasion and metastasis consequent to phar-
macological angiogenesis inhibition.

In the PNET model, the multitargeted inhibitor sunitinib
consistently demonstrated significantly better efficacy than
the VEGFR2-specific antibody, in regard to both tumor
shrinkage and augmented survival benefit. But in turn, sunitinib
evidently elicited a more highly invasive adaptation, with some
of the most aggressively invasive tumors observed heretofore
in this model. Thus, the more effective the VEGF/angiogenesis
inhibition, the more pronounced the adaptive progression to
heightened and altered invasiveness. Interestingly, while both
angiogenesis inhibitors enhanced liver metastasis, sunitinib
did not increase lymphatic metastasis, in contrast to the anti-
VEGFR2 antibody. This difference could be due to the differen-
tial specificity of inhibition by the two drugs: sunitinib potently
blocks not only VEGFR2 and the PDGFRs but also lymphatic
vessel-related VEGFR3 (Faivre et al., 2007; Roskoski, 2007).
An attractive hypothesis is that the specific blockade of
VEGFRS3 signaling by sunitinib serves to alter the structure or
permeability of lymphatic vessels or lymph nodes, thereby
impeding formation of LN metastasis.

An intriguing paradox involving these results is raised by
previous reports in other model systems, in which VEGF-driven
angiogenesis was found to positively correlate with increased
tumor invasiveness (Skobe et al., 1997) or metastasis (Warren
et al., 1995). In contrast, our results as well as those presented
in the accompanying study by Ebos et al. (2009) in this issue of
Cancer Cell support the opposite conclusion, raising the possi-
bility that both induction and suppression of tumor angiogenesis
can exert proinvasive/prometastatic effects. We envision that
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Figure 5. Increased Tumor Invasion Evoked
by Treatment with a Multitargeted Angio-
genic Kinase Inhibitor

Histological analysis and quantification of tumor
invasion in RIP1-Tag2 mice treated for 5 weeks
with sunitinib compared to control vehicle-treated
mice are shown.

(A) Top row: H&E staining of control- and sunitinib-
treated tumors showing the invasive front exten-
sively intercalating into the surrounding tissue
(dashed white line), producing isolated islands of
normal exocrine tissue inside treated tumors
(white arrow). Middle row: immunofluorescence
staining for SV40 T antigen showing the widely
invasive phenotype in treated tumors, with several
fronts invading into the surrounding tissue. Bottom
row: visualization of blood vessels by intravenous
perfusion of FITC-conjugated tomato lectin
(green), revealing the effect of the antiangiogenic
treatment on the tumor vasculature.

(B) Quantification of the percentage of IT, IC1, and
IC2 tumors in vehicle- versus sunitinib-treated
animals. Sunitinib treatment shows statistically
significant decrease in IT and increase in the highly
invasive grade of tumor (IC2) by Mann-Whitney
test (*p < 0.01; **p < 0.01). Error bars indicate +
SD.

(C) Left panels: histological analysis by H&E stain-
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immunofluorescence staining for the tumor
marker T antigen (red). The images give evidence
of tumor cells infiltrated into the lymph node or the
liver parenchyma.

(D) Top: quantification of the proportion of animals
with liver and lymph node (LN) micrometastasis
in the vehicle-treated (gray bars) and sunitinib-
treated (black bars) arms. Bottom: contingency
table listing the number and percentage of
animals in each treatment/metastasis case.
Treated animals show a 3.5-fold increase in the
incidence of liver micrometastasis by the chi-
square test (*p < 0.05).

(E) Quantification of the number of liver micrometastases in the vehicle-treated (gray bars) and sunitinib-treated (black bars) arms. The number of liver micro-
metastases was 3.7-fold increased in the sunitinib-treated group, which showed a clear but not statistically significant trend compared to control animals. Error

bars indicate + SEM.

the two effects, while related, may have distinct physiological
bases. For example, tumors that express very high levels of
VEGF (as in Skobe et al. and Warren et al.) may produce a tumor
vasculature with excessive sprouting, poor pericyte coverage,
and collectively impaired vascular integrity. Notably, Xian et al.
(2006) demonstrated that vessels with poor pericyte coverage
are prone to increased metastasis and that overexpression of
VEGF can drive intense angiogenesis with low pericyte coverage
and a hyperpermeable vasculature, which can be more permissive
for tumor cell intravasation and dissemination. On the other hand,
antiangiogenic therapy demonstrably disturbs the tumor vascula-
ture and in some cases (e.g., with sunitinib) also disrupts pericyte
coverage, and may in addition be indirectly affecting the tumor cells
by inducing a more invasive phenotype in response to hypoxia,
leading to increased intravasation and metastatic dissemination.
How might tumors become more invasive during antiangio-
genic therapy? One possibility is that tumors may elevate the

226 Cancer Cell 15, 220-231, March 3, 2009 ©2009 Elsevier Inc.

activity of a preexisting invasion program that was not previously
the driving force of expansive tumor growth, given the capability
for angiogenesis. Alternatively, some tumors may switch on an
invasive growth program distinct from that arising spontaneously
during unperturbed tumor development and progression, as is
evidently the case for GBMs, in which antiangiogenic therapy
induced a phenotypic change from single-cell infiltration to
migration of cell clusters along normal blood vessels. These
observations suggest that the invasive growth program induced
in response to therapy may be qualitatively different than the
pathway used in normal tumor progression.

In this regard, genetic studies have implicated the hypoxia/
HIF-1o. pathway as an instigator of invasion and metastasis
(Du et al., 2008; Pennacchietti et al., 2003). Interestingly in
the GBM model, hypoxia via consequent HIF-1 activation
induced angiogenesis and more infiltrative tumor cell behavior,
while inhibition of HIF-1 and consequent failure to respond to
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Figure 6. Effects of VEGFR-Selective Kinase Inhibitors on an Orthotopic Mouse Model of Glioblastoma Multiforme

(A) Top row: immunohistological analysis of glioblastoma multiforme (GBM) with fluorescent SV40 T antigen staining (red) on whole brain sections counterstained
with DAPI (blue). Control wild-type (WT) GBMs appear less invasive than WT GBMs treated with SU10944 or sunitinib, or VEGF-KO GBMs (purple arrowheads).
Bottom row: high-magnification images of fluorescent detection of tumor cells (anti-T antigen antibody; red) and the perfused vasculature (FITC-lectin, green). WT
GBM cells infiltrate as single cells into the brain parenchyma without associating with blood vessels (white arrowheads) or invade alongside blood vessels in the
brain (perivascular invasion; yellow arrowheads). GBMs treated with either SU10944 or sunitinib as well as VEGF-KO GBMs are more invasive and predominantly
migrate along blood vessels (yellow arrowheads).

(B) Kaplan-Meier survival curves of WT GBM-bearing mice untreated or treated with a relatively selective VEGFR inhibitor (SU10944) or a multitargeted VEGFR
inhibitor (sunitinib) starting 3 days after inoculation. The effects on survival observed with SU10944 and sunitinib treatment were minimal or modest, respectively,
and were not statistically significant.

(C) Top: grading of perivascular invasion was performed on a scale from 1 to 4, where 1 indicates minimal distant spread of tumor cells and 4 indicates substantial
and marked distant spread; this parameter indicated a significant increase in perivascular invasion in response to both pharmacological treatments and in the
VEGF-KO GBMs (**p < 0.01). Bottom: quantification of perivascular invasive mode by immunohistochemical analysis on tumor sections. Perivascular invasive
cells, counted as the number of cells in the tumor periphery tightly associated with vessels, were significantly increased by both antiangiogenic small-molecule
treatments and the genetic ablation of VEGF-KO GBM cells (*“p < 0.01). Error bars indicate + SD.

hypoxia led to a blockade of angiogenesis and an exacerbated
proinvasive phenotype. Due to the degree of invasion and the
close proximity of invading tumor cells to blood vessels, these
tumors are less hypoxic (Blouw et al., 2003; Du et al., 2008),
despite the implication that hypoxia in the primary tumor drove
their switch to a hyperinvasive condition. In concordance with
the GBM results, we document herein the concomitant trig-
gering of hypoxia with increased invasion in response to antian-
giogenic therapy in the PNET model. While the concurrent
initiation of hypoxia and invasion could be a circumstantial
coincidence, a body of published evidence linking hypoxia

and invasion (Cairns et al., 2001; Pennacchietti et al., 2003;
Young and Hill, 1990) suggests that the hypoxia response
system could be involved in regulating invasion in this tumor
type as well. Additionally, other therapy-induced mechanisms
could contribute to the phenotypic progression of malignancy,
such as activation or upregulation of extracellular proteases
(e.g., matrix metalloproteinases and cathepsins), latent sig-
naling circuits (e.g., c-Met), or triggering of epithelial-to-mesen-
chymal transition programs, each of which can demonstrably
lead to more invasive and/or metastatic phenotypes and has
been linked to the hypoxia response in particular model
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Figure 7. Antiangiogenic Treatment also
Provokes Hypoxia in Tumors and Liver
Micrometastases

(A) Hypoxia in islet tumors was detected by immu-
nofluorescence staining of pimonidazole adducts
in sections of pancreas (Aa-Af) or liver (Ag-Ai)
from control untreated animals (Aa and Ag),
animals receiving short-term (Ab) or long-term
(Ac) anti-VEGFR2 treatment, B-VEGF-WT (Ad)
and B-VEGF-KO (Ae) islet tumors, and sunitinib-
treated animals (Af, Ah, and Ai). (Aa)-(Ag) show
pimonidazole immunodetection (green) with blood
vessel CD31 staining (red); (Ah) shows pimonida-
zole immunodetection (green) and T antigen onco-
protein (red); (Ai) shows blood vessel MECA32
staining (green) and T antigen oncoprotein (red).
All images show nuclei counterstained with DAPI
(blue).

(B) Quantitation of the incidence of hypoxic tumors
was performed in long-term anti-VEGFR2-treated
and sunitinib-treated animals and plotted as the
percentage of pimonidazole-positive tumors per
animal compared to control animals. **p < 0.01
by Mann-Whitney test. Error bars indicate + SEM.
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important therapeutic options that
systems (Higgins et al., 2007; Munoz-Najar et al., 2006; Pen-  constitute improvements in terms of both clinical benefit and
nacchietti et al.,, 2003). The possible contributions of the reduced toxicity compared to conventional agents used to treat
hypoxia response system and other factors to adaptation and these diseases. Recognizing both their benefits and their limita-
emergent resistance to angiogenesis inhibitors remain to be tions, a pertinent question at hand is that of the broader applica-
determined and are an important topic for future research. bility of our findings to antiangiogenic therapies aimed at other
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Figure 8. Adaptive-Evasive Responses by Tumors
to Antiangiogenic Therapies

Schematic summary of adaptive responses to VEGF/VEGFR
inhibitors (and likely other angiogenesis inhibitors) that elicit
“evasive resistance.” Tumors respond to VEGF/VEGFR
pathway inhibition with tumor stasis or regression and a loss
of blood vessels, but mechanisms of evasive resistance to
the antiangiogenic treatment are then induced that can vari-
ously enable revascularization via alternative proangiogenic
signals, increased local invasiveness, and/or enhanced
distant metastasis.

Evasive Resistance

Antiangiogenic therapy leads to transitory tumor stasis
or shrinkage and reduction in tumor vascularity

Enhanced Metastasis
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organ-specific cancers, and in particular their extrapolation to
the outcomes of antiangiogenic therapies in cancer patients.
Notably, in the accompanying paper by Ebos et al. (2009), one
of these approved angiogenesis inhibitors, sunitinib, is shown
to facilitate metastatic dissemination of both human breast
cancer cells and syngeneic melanoma in mice following either
orthotopic or intravenous inoculation; a second approved drug,
sorafenib, evidently has similar effects. Even brief week-long
antiangiogenic treatment elicited increased metastasis, much
as we observed following a similar week-long treatment with
the anti-VEGFR2 antibody in the PNET model. Collectively, the
two studies document increased invasion and/or metastasis in
four distinct mouse models of organ-specific cancer and begin
to establish a mechanistic pattern of increased invasion and
metastasis as an adaptive response to antiangiogenic therapy,
one that seems likely to be operative in certain human tumors.

In regard to the relevance of our findings in mouse models of
neuroendocrine tumors and glioblastoma to antiangiogenic
therapies for the cognate human cancers, there are currently
insufficient data about the responses of human pancreatic
neuroendocrine tumors due to both their rarity and the limited
number of patients that have been treated in clinical trials with
angiogenesis inhibitors. In the case of glioblastoma, there is
growing experience with antiangiogenic therapies, specifically
the VEGF ligand-trapping antibody bevacizumab (Fischer
et al., 2008; Narayana et al., 2009; Norden et al., 2008) and the
VEGFR1/2/3 kinase inhibitor AZD2171 (Batchelor et al., 2007).
In both cases, there seems to be a proinvasive adaptation to
antiangiogenic therapy, as suggested by magnetic resonance
imaging in a subset of GBM patients that developed multifocal
recurrence of tumors during the course of therapy with anti-
VEGF (bevacizumab) (Fischer et al., 2008; Narayana et al.,
2009; Norden et al., 2008) or AZD2171 (Batchelor et al., 2007).
Much as in the mouse GBM model, we infer that the human
glioblastoma cells could be co-opting blood vessels by invading
along them into the surrounding normal brain tissue, thereby
achieving vascular/nutrient/oxygen sufficiency while conse-
quently promoting an invasive dispersion phenotype (perivascu-
lar tumor invasion). Thus, there is reason to predict clinical
relevance of our collective observations.

How then could the improvement of survival in many clinical
trials in spite of increased invasiveness and metastasis be
explained? The increased progression-free survival (PFS) could
likely reflect the impairment of primary tumor growth, which,
while initially efficacious, is short lived, with the onset of multiple
forms of evasive resistance that would inevitably produce
a return to progressive disease. This tumor relapse would
compromise this initial benefit such that the prolongation of
PFS and even overall survival (OS) would not be particularly
robust, as is the case in many clinical trials. For example, recent
results from two randomized clinical trials with bevacizumab and
taxanes for the treatment of metastatic breast cancer (the E2100
study and the AVADO study) demonstrated small benefits in PFS
but not an OS benefit, and our results provide a possible expla-
nation for this disconnect.

Indeed, this undesirable therapy-triggered change in the
natural history of the treated tumors is convergent with emerging
examples involving other targeted therapy-driven changes, such
as the case of trastuzumab (Herceptin) therapy in HER2-positive

breast cancer patients. Although effective in its antitumor and
prosurvival effects (13 months increased life span), trastuzumab
therapy changes the course of disease progression in these
patients to one with a markedly increased incidence of brain
metastasis (Bendell et al., 2003; Clayton et al., 2004; Miller
etal., 2003; Weil et al., 2005), which is otherwise rare in untreated
patients. The companion study by Ebos et al. (2009) documents
increased metastasis in multiple organs, including the brain, in
response to the angiogenesis inhibitor sunitinib in a mouse
model of breast cancer, illustrating that convergence.

Another clinically relevant question raised by our results is
whether concomitant chemotherapy in some tumor types (e.g.,
in all currently approved indications for bevacizumab) could alter
or even abrogate this increased malignant phenotype. Both
preclinical and clinical trials investigating the effects of stan-
dard-of-care and more recent (e.g., metronomic) chemotherapy
regimens on proinvasive and prometastatic responses to anti-
angiogenic therapies are warranted.

Certainly, the characteristics and consequences of the exacer-
bated invasive-metastatic phenotype that develops in response
to treatment with angiogenesis inhibitors motivate critical
assessment in the clinical setting. Moreover, further preclinical
studies are warranted to elucidate the mechanisms of this adap-
tive-evasive resistance, so as to design and test the potential of
mechanism-based combination therapies aimed at impeding
this insidious consequence of singular antiangiogenic therapy.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Animal Models

RIP1-Tag2 (Hanahan, 1985), immunocompromised RIP1-Tag2;Rag7-KO
(Casanovas et al., 2005), and RIP1-Tag2/Cre;Vegf-A"" mice (Inoue et al.,
2002) have been described previously. The orthotopic mouse GBM models
utilizing intracranial injection of transformed mouse astrocytes of wild-type
or Vegf-A-loxP mice have also been described previously (Blouw et al.,
2003; Du et al., 2008). Animal housing, handling, and all procedures involving
mice were approved by the University of California, San Francisco (UCSF),
Catalan Institute of Oncology, and Osaka Medical Center for Cancer and
Cardiovascular Diseases institutional committees that approve and oversee
research involving vertebrate animals, and all experiments were performed
according to each country’s guidelines governing animal care in the USA,
Spain, and Japan, respectively.

Therapeutic Trials

RIP1-Tag2 mice were treated starting at 10 or 12 weeks of age as indicated,
and immunocompromised RIP1-Tag2;Rag7-KO mice were used for long-
term DC101 treatment to avoid immune reaction against the therapeutic anti-
body. The following antiangiogenic regimens were used: (1) 1 mg/mouse twice
per week of anti-VEGFR2 blocking antibody (DC101) purified from a hybridoma
culture (American Type Culture Collection) and its control purified rat 1gG
(Jackson ImmunoResearch) as described previously (Casanovas et al.,
2005) administered intraperitoneally (i.p.). (2) 40 mg/kg/day sunitinib L-malate
(Sutent, Pfizer Inc.) and its control carboxymethylcellulose vehicle formulation,
administered daily by oral gavage for 5 weeks. Tumor volume in the RIP1-Tag2
animals was measured as described previously (Inoue et al., 2002). For thera-
peutic trials in the GBM model, FVB/N Rag7-KO mice were injected intracra-
nially with 25,000 cells and treated with 150 mg/kg/day SU10944 or 40 mg/
kg/day sunitinib L-malate administered by oral gavage starting 3 days after
inoculation until moribund (average 13.5 days in both groups).

Histopathological Analyses

Pancreata and livers were either OCT embedded and frozen or fixed in buff-
ered formalin and embedded in paraffin. Antibodies used for specific tissue
immunostaining included rat monoclonal anti-mouse CD31 (clone MEC13.3,
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1:50, BD Pharmingen), rabbit polyclonal serum anti-large T antigen (1:10,000,
prepared in the Hanahan laboratory), polyclonal guinea pig anti-insulin (A0564,
DAKO), and rat anti-MECA32 (550563, BD Pharmingen). For immunohisto-
chemistry, the EnVision system of labeled polymer-HRP anti-rabbit IgG (Dako-
Cytomation) was used as a secondary antibody. For immunofluorescence
detection, Alexa Fluor 488 goat anti-rat IgG and Alexa Fluor 546 goat anti-
rabbit IgG secondary antibodies were used at a dilution of 1:200. For nuclear
counterstaining, tissue sections were either mounted with Vectashield with
DAPI (Vector Laboratories) or stained with TO-PRO-3 iodide used at
a 1:1000 dilution and then mounted with Vectashield without DAPI.

Systemic perfusion of fluoresceinated lectin to visualize the functional blood
vasculature was performed as described previously (Inoue et al., 2002). Briefly,
0.1 mg of fluorescein-labeled tomato lectin (Vector Laboratories) was injected
intravenously in a total volume of 0.1 ml and allowed to circulate for 5-10 min,
followed by heart perfusion with neutral buffered formalin and tissue sample
preparation for OCT-embedded frozen sectioning.

For microvessel area (MVA) quantification, the ratio of CD31-stained area to
total area was calculated in ten randomly chosen circular spots (50 um diam-
eter) using Lumina Vision image analysis software (Mitani Corporation). The
MVA of the region was expressed as the average ratio of these ten spots.

Hypoxia detection was performed 1 hr after i.p. injection of 60 mg/kg pimo-
nidazole using a Hypoxyprobe Plus kit (Natural Pharmacia International Inc.)
following the manufacturer’s instructions.

Invasion and Metastasis Analysis

Invasion grading in the RIP1-Tag2 model was performed as described previ-
ously (Lopez and Hanahan, 2002) from five H&E-stained sections per animal
from a minimum of five mice per treatment group. The incidence of LN/liver
metastasis was determined by scoring for presence or absence in each animal
and counting the number of liver micrometastases in five sections per animal
from a minimum of ten animals per treatment group. In the GBM model, peri-
vascular invasion was quantified by counting the number of invasive cells/clus-
ters associated with a vessel at the tumor edge (20x field) in double-stained
frozen sections with large T antigen and CD31 from 3-10 sections per 2-4
different tumor samples per group. Perivascular invasion grading of tumors
was determined by staining tumor cells with an antibody for SV40 large T
antigen on whole-brain sections, and 5-8 tumors from each group were
graded from 1 to 4, where 1 indicates minimal distant spread of tumor cells
and 4 indicates substantial and marked distant spread.

Statistical Analysis

All results were evaluated using the SPSS statistical software package. Due to
the small sample size in each analysis and the fact that not all of the data were
normally distributed, nonparametric statistical tests were used in each case
(Kruskal-Wallis, Mann-Whitney, or chi-square test).

SUPPLEMENTAL DATA

The Supplemental Data include three figures and can be found with this article
online at http://www.cancercell.org/supplemental/S1535-6108(09)00034-8.
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