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PROYECTO “NUEVAS ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS PARA LOS PNET”

Los tumores supratentoriales primitivos neuroectodérmicos embrionarios (sPNET;
supratentorial Primitive Neuroectodermal Embryonic Tumors; grado IV de la OMS)
representan un tipo de tumores embrionarios raros y muy agresivos del cerebro, la glandula
pineal, y la regidn supraselar (Reddy, Janss, et al, 2000) Histoldgicamente estas células no
diferenciadas no se distinguen de otros tumores malignos de la infancia, como el
meduloblastoma, y tradicionalmente se han tratado con regimenes quimioterapéuticos
similares (Reddy, Janss, et al, 2000). El grupo del Dr. Packer ya apuntaba en un trabajo
publicado en el 2000 (Reddy, Janss, et al, 2000) que a pesar de ser tratados con el mismo
protocolo los resultados para los nifios con sPNET eran notablemente perores que para
aquellos con meduloblastoma. Estos datos sugerian ya que estos tumores a pesar de ser
tratados de igual manera tenian diferencias bioldgicas significativas. Posteriormente se han
descrito algunas de las aberraciones citogenéticas mas comunes que incluyen las ganancias en
los cromosomas 1q, 7 y 8q y pérdidas en los cromosomas 9, 13q y 199 (Inda, Perot, et al, 2005;
Pfister, Remke, et al, 2007). La delecién del gen supresor tumoral CDKN2A en 9p21.3 ha sido
descrita en multiples estudios. Tanto la pérdida del cromosoma 13 g (donde se aloja el gen RB)
y la delecidn del gen CDKN2a son de especial interés para la estrategia que proponemos en

este trabajo.

Esta claro que los abordajes terapéuticos para estos tumores no son suficientes y que los
supervivientes de largo tiempo sufren severas secuelas debido a los efectos del tratamiento.
Es, por tanto, obvio que el manejo de estas patologias es subdptimo, y que se requieren

nuevas terapias que sean mas efectivas y cuyos efectos secundarios sean tolerables.

Los adenovirus oncoliticos disefiados para replicarse y destruir a las células tumorales
representan una estrategia terapéutica muy prometedora que podria mejorar el prondstico de
los pacientes con estos tumores (Alemany, 2007). El Delta-24-RGD, es un adenovirus
replicativo que ha demostrado eficacia en modelos animales (Fueyo, Alemany, et al, 2003),
ademads actualmente acaba de terminar un ensayo clinico fase I/l para gliomas recurrentes en

adultos (UT MD Anderson, Houston, TX) y otro de similar caracteristicas que estamos llevando
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a cabo en la Clinica Universidad de Navarra con resultados muy prometedores. Este ensayo ha
demostrado que el tratamiento es seguro y que las toxicidades asociadas han sido leves. En

cuanto a eficacia ya empezamos a tener datos que un subgrupo de pacientes se esta

beneficiando del tratamiento.

Este se adenovirus se caracteriza por una delecién de ocho aminoacidos (24 pares de bases) en
la proteina E1A, responsable de la unidn a la proteina RB. Esta delecién le confiere selectividad
tumoral y hace que la replicacién del virus esté condicionada a la existencia de una via del RB
desregulada, comun a todos los tumores y presente en los tumores cerebrales pediatricos
(Marino, 2005). En el caso de los sPNETs también se da la circunstancia, como hemos
mencionado anteriormente, que el camino de sefializacién del RB estd desregulado. El virus
demostré tener un alto poder oncolitico, aunque la capacidad citotdxica no era igual en todas
las lineas celulares debido a que no era capaz de infectar con la misma eficiencia los diferentes
tipos celulares. La habilidad de los adenovirus para infectar las células tumorales esta mediada
por la unién al coxsackie-adenovirus receptor (CAR). Las células de tumores cerebrales en
general expresan pocos niveles de CAR y como resultado son dificiles de infectar. De este
modo, el siguiente paso fue modificar el virus para que infectara a través de diferentes
receptores. Se inserté un motivo RGD en el H1 loop de la fibra para que la infeccidn del virus
fuera mediada por las integrinas. Los datos demostraron que el nuevo virus (Delta-24-RGD)
tenia un mayor efecto oncolitico que el Delta-24(Fueyo, et al, 2003). A pesar de que los virus
con la modificaciéon RGD demostraron que eran mas infectivos y con efecto antitumoral mas
alto también se encontraron niveles excesivos de la proteina E1A en células normales
indicando que podrian tener algo de toxicidad.. Una de las estrategias que se han propuesto
para controlar los niveles de expresidon de la E1A en las células normales es la insercion de

promotores dependientes del ciclo celular como el del E2F1.

Racional: En los ultimos afios ha habido muy pocos avances significativos en el tratamiento de
tumores cerebrales pediatricos y en los sPNET en particular, sobre todo en aquellos con peor
prondstico. Dificultades en la identificacion de nuevas estrategias terapéuticas incluyen la
heterogeneidad de estos tumores la frecuencia de los mismos y sobre todo la falta de estudios

preclinicos y clinicos disefiados especialmente para ellos. Todos estos problemas han dado
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lugar a una gran escasez de tratamientos efectivos para estos nifios. Estd claro que el
desarrollo de nuevas terapias para tumores del SNC es modesto y los resultados terapéuticos
muy pobres. Por lo tanto la implementacion de adenovirus oncoliticos podria constituir un

cambio de paradigma en el tratamiento de estos tumores.

HIPOTESIS

El manejo terapéutico de los tumores cerebrales infantiles de alto grado y especificamente
los sPNET es subdptimo y se requieren nuevas estrategias terapéuticas que sean mds
efectivas pero que también tengan unos efectos secundarios asumibles. Los tratamientos
actuales dejan unas secuelas cognitivas y hormonales devastadoras para estos nifios que las
hacen inaceptables sobre todo para los grupos de los menores de 2 afios. El objetivo a largo
plazo de nuestro laboratorio es mejorar la supervivencia y la calidad de vida de nifios con
tumores cerebrales de alto grado y especificamente con sPNET. El objetivo concreto de este
proyecto es por un lado generar herramientas que permitan el estudio de estos tumores tanto
a nivel gendmico como bioldgico y de aplicaciones terapéuticas disefiadas especificamente
para ellos. Por otro lado es evaluar la eficacia antitumoral del virus Delta-24-RGD. Nuestra
racional se basa en que nuestro grupo ya ha demostrado la seguridad de este agente en la
clinica y en algunos pacientes beneficio clinico. Esperamos poder generar evidencia preclinicas

solidas que nos permitan realizar un ensayo clinico en sPNETSs.

Hipotetizamos que el Delta-24-RGD puede constituir una alternativa al abordaje terapéutico
de los sPNET. Esta terapia nos permitira reducir la dosis de quimioterapia y/o evitar la
radioterapia por la tanto resultando en una mejora significativa del prondstico y calidad de

vida de los nifnos con sPNET.
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Objetivos especificos:

Contrastaremos la hipdtesis de central de este proyecto e intentaremos alcanzar el objetivo

final de esta aplicacién mediante los siguientes objetivos:

Objetivo 1. Generar lineas celulares a partir de tejidos obtenidos de pacientes que
presenten sPNET y desarrollar modelos murinos relevantes que permitan el estudio de la
enfermedad. Existen muy pocas lineas celulares y modelos murinos relevantes que permitan
estudiar este tipo de tumores. Por ello un objetivo muy importante es generar las
herramientas necesarias que nos permitan llevar a cabo tanto estudios de la biologia del

tumor como estudios de busqueda de nuevas terapias.

Objetivo 2. Evaluar el efecto antitumoral como agente tinico del Delta-24-RGD in vitro e in
vivo. Hipotetizamos que el Delta-24-RGD administrado localmente en el tumor demostrard
tener un efecto antitumoral significativo en los sPNET ya que presentan aberraciones en la
ruta del RB. Para responder a esta pregunta realizaremos estudios in vivo e in vitro utilizando

lineas establecidas comerciales y las establecidas en el objetivo 1.
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