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Los tumores metastasicos y refractarios a quimioterapia son practicamente incurables, por lo
gue se necesitan nuevos métodos de tratamiento para este problema médico. En la edad
pediatrica, este problema afecta a un porcentaje importante de nifios con tumores sdlidos,
cuyos indices de curacidon cuando la enfermedad es metastdsica son bajos, y practicamente
nulos en situacién de refractariedad. El neuroblastoma es el ejemplo mds caracteristico, pues
se trata del tumor sélido extracraneal mas frecuente, y en casi la mitad de los nifios la
enfermedad ya se encuentra diseminada en el momento del diagndstico (1). En adultos,
cuando el tumor es metastdsico, la probabilidad de curacién es también muy baja, con la
excepcion de algunas neoplasias hematoldgicas y los tumores germinales (2). Es cierto que en
las ultimas dos décadas ha habido un avance notable en el descubrimiento de nuevos
farmacos, algunos con un impacto favorable sobre la supervivencia de los pacientes. Pero, a
pesar del incremento en cantidad y en calidad del arsenal terapéutico contra el cancer, los
pacientes con tumores metastasicos mayoritariamente acaban siendo refractarios a las

terapéuticas disponibles y fallecen por el cancer.
Sarcomas pedidtricos

Los sarcomas pediatricos son un grupo heterogéneo de tumores malignos del hueso y tejidos
blandos. Aunque se han descrito mas de 100 subtipos histolégicos diferentes, la mayoria de los
casos pediatricos pertenecen a la familia de tumores de Ewing, rabdomiosarcomas y
osteosarcomas. La mayoria de los pacientes con un tumor localizado son curables con los
tratamientos de cirugia y/o quimioterapia actuales. Sin embargo, como se ha comentado,
aquellos con enfermedad metastasica en el momento del diagndstico o aquellos que

experimentan una recaida presentan un mal prondstico.
Nuevo enfoque terapéutico: activando el sistema inmune

La infiltracidn de los tumores por leucocitos fue observada por primera vez por Rudolf Virchow
en el afio 1.800, sefialando la intima relacién entre el sistema inmune y el cancer (3). También
se ha demostrado, en distintos tipos de tumores, una correlacion entre el grado de infiltracion
tumoral por células inmunes y el prondstico de la enfermedad (4). Los tumores surgen cuando
falla la vigilancia del sistema inmune y este fallo se puede originar por la seleccion de clones

tumorales que evitan el reconocimiento por parte del sistema inmune (5) y/o la induccién de
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mecanismos inmunosupresores, impulsada por la secrecién de citoquinas especificas,
moléculas inhibitorias (p.ej. CTLA-4, PD1-PDL1...) y la acumulacién intratumoral de células
inmunomoduladoras, incluyendo células T reguladoras, células supresoras de origen mieloide y
macréfagos tipo M2 (6). Basados en esta hipdtesis, se estan desarrollando nuevos
tratamientos de inmunoterapia centrados en la conversidon inmunogénica del microambiente
tumoral (3, 7), incluyendo la utilizacién de los virus oncoliticos, cuya actividad terapéutica
parece estar apoyado por una adecuada activacion del sistema inmune (8) tanto de las
respuestas inmunes adaptativa e innata (9). Es de destacar que la Asociacidon Pablo Ugarte ya
financia 3 proyectos de diversas estrategias de utilizacidon de virus oncoliticos, por lo que se

podrian generar sinergias con el presente proyecto.

Diversas estrategias de inmunoterapias se han utilizado para el tratamiento de sarcomas
pediatricos: interferdn, interleuquina-2 (IL2), interleuquina-15 (IL-15) y el liposomal-muramil
tripéptido fosfatidil-etanolamina (L-MTP), ademas de ciertas vacunas y anticuerpos
monoclonales contra ciertos antigenos tales como disialogangliésido GD2. Actualmente se
estan probando anticuerpos frente a proteinas inmunosupresoras como CTLA-4 y PD-1 en los
sarcomas pedidtricos (10). Con estos tratamientos se consiguieron dos remisiones completas
en cuatro pacientes con osteosarcoma que recibieron tratamientos con IL-2. Las dosis altas de
IL-2 parecian mas eficaces pero la toxicidad del tratamiento impide elevar las dosis de IL-2 (11).
Aunque los resultados han sido modestos, estos resultados parciales hacen pensar que los
tratamientos de inmunoterapia pudieran ser exitosos en los sarcomas pediatricos, si se

consigue potenciarlos, como propone este proyecto.

Es conocido que los tumores pediatricos poseen una menor tasa de mutaciones que los
tumores de adultos, y en especial los carcinomas, aproximadamente <1 mutaciéon por MB para
los céanceres pediatricos en comparaciéon con el 15 por Mb para los melanomas (10). Sin
embargo muchos de los sarcomas pediatricos poseen translocaciones cromosdmicas que
generar neoantigenos que, en teoria, serian una diana ideal para las inmunoterapias puesto
que expresan proteinas que no se encuentran de manera natural en el organismo (12). Aunque
hasta la fecha no se ha conseguido una potente activacion del sistema inmune contra estas
traslocaciones, la entrada de nuevos tratamientos de inmunoterapia puede empezar a cambiar

este panorama. También es de destacar que la Asociacion Pablo Ugarte financia la busqueda
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de nuevos genes de fusion en sarcomas de Ewing y otros sarcomas, por lo que se podrian

generar sinergias con el presente proyecto.

A pesar de estos datos controvertidos de la literatura nuestro grupo posee datos propios que
nos hacen pensar en la validez de las inmunoterapias de sarcomas. Hemos realizado un estudio
en perros con sarcomas espontdneos, tratados en un hospital veterinario. En dichos animales
refractarios a los tratamientos convencionales, hemos realizado un estudio compasivo con
nuestra inmunoterapia CELYVIR. CELYVIR consiste en la administracion de células madre
mesenquimales infectadas con un adenovirus oncolitico. Este tratamiento de inmunoterapia
obtuvo un 80% de respuestas clinicas, incluyendo un 25% de remisiones completas, con
curaciones a largo plazo. Y todo ello manteniendo un muy alto nivel de seguridad, sin apenas

efectos secundarios.
Potenciando las inmunoterapias en sarcomas.

Hasta la fecha, la mayoria de los estudios que utilizan modalidades de inmunoterapia
individuales han demostrado una actividad significativa en un porcentaje de tumores sélidos
en adultos y limitado en los sarcomas pediatricos. Se piensa que esta limitacion es debida en
parte a los multiples mecanismos inhibitorios que poseen los tumores. Es por ello que nuestra
hipdtesis parte de la combinacidon de diversos tratamientos para potenciar la activacion del
sistema inmune (ver figura). Ademas, estudios clinicos iniciales con combinaciones de nuevas
inmunoterapias con otros tratamientos parecen prometedores. Asi por ejemplo, la utilizacion
de anticuerpos monoclonales anti-GD2 combinados con GM-CSF o GM-CSF e IL-2 es eficaz

contra el neuroblastoma (13).
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Los pasos a seguir para potenciar la respuesta inmune en sarcomas pediatricos consistirian

en:

- Aumentar la infiltracién tumoral por poblaciones inmunes antitumorales.
- Generar un status inflamatorio en el tumor.

- Bloquear los inhibidores de la activacién linfocitaria
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Infiltracidn: Los sarcomas son tumores poco infiltrados, y se ha visto que los linfocitos CD8+
presentes en los tumores en muchas ocasiones son disfuncionales (14), por lo que un requisito
basico inicial consistiria en incrementar el reclutamiento de nuevas poblaciones leucocitarias.
A este respecto, nuestro grupo en colaboraciones con el grupo del Dr. Manuel Ramirez del
Hospital Nifio Jesus (Madrid) posee datos preliminares en los que modificando las dosis y
pautas de administracién de ciertos farmacos ya comercializados se consigue aumentar

significativamente el infiltrado linfocitario en tumores pediatricos.

Inflamacidn: Por otro lado, seria deseable generar un ambiente inflamatorio en el tumor, que
compensase los mecanismos celulares inhibitorios, polarizando las células del sistema inmune
innato y adaptativo a un fenotipo antitumoral: monocitos tipo M1 o neutréfilos N1, linfocitos
Thi..... Este paso se podria conseguir con las estrategias de inoculacion de virus oncoliticos y/o
linfocitos modificados genéticamente (T-CAR). A este respecto, nuestros propios resultados
(15, 16) y los de otros grupos (17) en la utilizaciéon de virus oncoliticos en sarcomas ha
demostrado su gran seguridad, falta de efectos secundarios graves y respuestas clinicas

prometedoras, incluyendo remisiones completas.

Bloqueo de inhibidores: el bloqueo de los inhibidores de la respuesta inmune linfocitaria como

la utilizacién de anticuerpos anti CTLA-4, PD1 o PDL1 esta generando buenos resultados en el
tratamiento de tumores de adultos y en la actualidad se estdn ensayando en tumores
pediatricos (10). Sin embargo los graves efectos secundarios de estos tratamientos hacen que
las dosis utilizadas sean menores de las o6ptimas para eliminar completamente la
inmunosupresidon tumoral. Es por ello que combinando varios tratamientos, como
proponemos aqui, es previsible que se obtengan mejores resultados. En nuestros estudios

utilizaremos principalmente anticuerpos anti-PD1.



\v Fundacion

o OncnhemaTahsfu.
Infanti(

PABLO LMGARTE

COROLARIO

Nuestro grupo estudiara, en modelos murinos ya desarrollados de sarcomas pediatricos, la
hipétesis propuesta: esto es, estudiar la combinacion de las estrategias descritas previamente:
reclutamiento + inflamacidon + bloqueo de inhibidores, para potenciar la respuesta inmune

antitumoral.

Puesto que los tratamientos a combinar son farmacos aprobados o bien se encuentran en
diversas fases clinicas, nuestro objetivo a medio plazo es poder llevar la mejor combinacion
obtenida en esta fase preclinica hasta un ensayo clinico fase |, para lo que contamos con la
total colaboracién de la Unidad de Oncohematologia Pediatrica del Hospital del Nifio Jesus,

con quienes llevamos mas de 20 afios trabajando en multiples lineas de investigacion.
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METODOLOGIA

Lineas tumorales: disponemos de lineas tumorales de sarcomas pediatricos, en las que hemos
desarrollado el modelo in vivo. Asi, como tumores éseos disponemos de la linea K5, singénica
en ratones FVB. En el laboratorio hemos generado una linea de células progenitoras
mesenguimales con deleccién en los genes p53 y/o Rb. Estas células generan leiomiosarcomas
u osteosarcomas en funcion del microambiente tisular en el que se implanten.
Adicionalmente, disponemos de lineas murinas de liposarcomas ya que colaboradores de
nuestro grupo han desarrolado modelos de liposarcomas basados en las mismas células
progenitoras mesenquimales con deleccidn en p53 que sobreexpresa el gen de fusiéon FUS-
CHOP. Ademas, disponemos de un modelo de neuroblastoma murino Neuro-2a singénico en
raton A/J. Tradicionalmente ha sido dificil realizar modelos in vivo de sarcomas pediatricos por
la falta de lineas murinas de estos tumores. Aparte de las lineas mencionadas, existen ratones
transgénicos que generan diferentes tipos de sarcomas (18), por lo que se estudiara solicitar
dichos ratones, o lineas tumorales generadas a partir de ellos, para ampliar los tipos de

sarcomas pediatricos a estudiar.

Modelos murinos: Para realizar los ensayos de tumorogénesis in vivo se emplearan ratones
C57BI6, A/J, FVB y Balb-C (en funcion de la linea tumoral singénica), mantenidos en cabinas
aislantes, libres de patégenos y con acceso a comida y agua ad libitum. Para los implantes de
tumores 6seos, en forma ectdpica, las células se depositan en un tubo de 50 ml con 0,1g de
granulos de ceramica bifasica de fosfato de calcio (MBCP, Biomatlante). Se realiza un lavado
con 1 ml de DMEM completo y se afiaden entre 10°>-5x10° células en suspension. Se realiza una
centrifugacion (1500 rpm, 5min) y se coloca el tubo en condiciones de cultivo durante 2 dias
permitiendo la aireacidn. Se retira el medio y se afiaden 100uL de DMEM completo y 22ul de
trombina (Sigma-Aldrich) disuelta en CaCl, 0,25mM. Posteriormente se afiaden 33 pl de
fibrinégeno y se realiza una incubacién de 2 horas en condiciones de cultivo celular. El
explante se implantara subcutaneamente. A la finalizacién del experimento, en todos los casos

se extraeran los tumores y los drganos apropiados para analisis posterior.

En el caso de tratamientos combinados con CELYVIR, utilizaremos el adenovirus oncolitico

humano ICOVIRS5 vy la linea celular murina semipermisiva CMT64RGD en nuestro modelo con



\v Fundacion

o Oncnhema‘fa'lusfu.
Infantil

PABLO LMSARTE
ratones inmunocompetentes C57BL/6. Un millon de células CMT64RGD se inocularan
subcutaneamente en ratones hembra C57BL/6. Una vez se establezcan los tumores los ratones
se trataran intraperitonealmente con CPMS murinas infectadas, a partir de los quince dias
post-inoculacion. Esta terapia se realizara semanalmente, acorde a los resultados previos
obtenidos con este modelo. Durante el tratamiento se medira el volumen tumoral diariamente
y semanalmente se obtendra sangre periférica para el estudio de subpoblaciones leucocitarias.
Finalmente, los animales seran sacrificados en el punto final y los drganos y tumores se

extraeran para su analisis posterior.

Andlisis de subpoblaciones de células inmunes: se estudiardn las subpoblaciones de células
inmunes en los tumores de los ratones y perros (en biopsias pre- y post-tratamiento) tratados
con las combinaciones propuestas, utilizando citometria de flujo y técnicas de
inmunohistoquimica. Estudiaremos la cantidad y el estado de activacién de los linfocitos B
(B220+) , linfocitos T helper (CD3+ CD4+), linfocitos T citotdxicos (CD3+ CD8+), linfocitos T
reguladores (CD3+ CD4+ FoxP3+), células mieloides supresoras (CD45+ CD11b+ Grl+), células
NK (CD3- CD56+), células dendriticas (CD11c+), macréfagos (F4/80+ CD11b+), neutroéfilos
(Gr1+) y eosindfilos (CD193+). En la mayoria de los casos utilizaremos marcadores indicativos

de actividad, anergia, etc....

Citometria de flujo y Cell Sorting: Para la caracterizacion inmunofenotipica de las diferentes
poblaciones celulares sera utilizado un citémetro de flujo MACSQuant Analyzer 10 (Miltenyi
Biotec). Tras una seleccidn primaria basada en el tamafio y la complejidad celular para excluir
particulas contaminantes, se capturaran los datos de fluorescencia de cada célula teilida con
los anticuerpos adecuadamente conjugados para cada uno de los canales de emision,
almacenando la informacion de un minimo de 10.000 eventos. Los resultados obtenidos seran
analizados mediante el software avanzado FlowlJo™ (Tree Star Software). Cuando se requiera
el aislamiento por Cell Sorting para su posterior cultivo de una poblacién previamente

caracterizada, utilizaremos un separador celular FacsAria™ (BD Biosciences).

Separacion inmunomagnética: se utilizard un sistema MACS™ (Miltenyi Biotec) de inmuno-
seleccion magnética. En este caso, seran utilizados anticuerpos monoclonales conjugados con
una particula superparamagnética de unos 50nm de diametro. La matriz de dichas particulas

es biodegradable, con lo que no se hace necesaria su eliminacion tras el proceso de seleccion
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ya que no interfieren con experimentos subsecuentes. Si no existiese el anticuerpo marcado
directamente con las particulas se puede utilizar un anticuerpo secundario que reconozca el

anticuerpo primario o el flourocromo al que se halle conjugado.

Andlisis histolégico de tumores: E|l procesamiento de las muestras para su estudio
histopatoldgico se realizara siguiendo los procedimientos que ya tenemos estandarizados. En
los modelos de tumores dseos, donde utilizaremos implantes cerdmicos se realizara un estudio
no destructivo de las muestras mediante rayos X con el equipo IVIS que disponemos, que
captura de imagenes de bioluminiscencia, fluorescencia e imdagenes de rayos X.
Posteriormente se descalcificardn las muestras con acido férmico al 4% y acido clorhidrico al
4% (3 inmersiones de 24 horas) y se procesaran para su inclusion en parafina. En todos los
casos se realizaran las tinciones de hematoxilina /eosina y tricrdmico de Masson. En el resto de
d0rganos y tumores no oOseos se realizardn cortes histoldgicos de los mismos fijados en
formaldehido 10% en PBS e incluidos en parafina (estacion Leia EG 11504). Las secciones de
tejido se realizardn de 5 um de grosor con un microtomo semiautomatico (Leica RM2255) y se
procedera tanto a su tinciéon convencional con H&E para estudiar la arquitectura y morfologia
tisular, asi como a su procesamiento para técnicas inmunohistoquimicas especificas
(procesador automatico Leica iP1020). En este caso se utilizaran los anticuerpos primarios
especificos para la caracterizacion y progresion tumoral. Los anticuerpos secundarios
empleados van conjugados con biotina o fluorocromos (Jackson ImmunoResearch
Laboratories). Las inmunohistoquimicas en las que la detecciéon del anticuerpo primario se
realice mediante el sistema avidina-estreptavidina/peroxidasa, se utilizara el kit ABC (Avidin-
Biotin Complex) Vectastain Elite (Vector Laboratories) y para localizar los anticuerpos
emplearemos DAB (Vector Laboratories) como sustrato cromogénico para la peroxidasa. La
intensidad de tincién se controla bajo un microscopio dptico (Eclipse 50i, Nikon). Finalmente se
realizard una contratincion de los nucleos celulares con hematoxilina suave. La captura de
imagenes se realizard con una cadmara digital (DS-Fil, Nikon) y un programa de analisis de

datos (NIS Elements Software, Nikon).

Ensayos de transferencia adoptiva: como se describe anteriormente se generaran tumores y
se realizard el tratamiento con CELYVIR. Los animales seran sacrificados en momentos
especificos y se obtendran las células nucleares de la sangre periférica y los esplenocitos. A

continuacién se aislardn diversas subpoblaciones inmunoldgicas utilizando la técnica
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inmunomagnética MACS (Miltenyi Biotech) con anticuerpos monoclonales conjugados con
particulas superparamagnéticas. Las poblaciones purificadas se infundirdn en ratones
portadores de nuevos tumores CMT64RGD, estudiando en estos ratones si se ha conferido una
actividad antitumoral por la inoculacidon de cada subtipo especifico de poblacién inmune. Al
igual que en el modelo original el tamafio del tumor se medird diariamente y se realizaran
analisis de sangre periférica. Los animales seran sacrificados en el punto final y los tumores se
extraeran para su analisis. Los estudios patoldgicos y de citometria de flujo deberian confirmar
la presencia de células inmunes infiltrando los tumores. Se haran estudios histolégicos,
inmunohistoquimicos y de biologia molecular para analizar la potencial activaciéon de las

células inmunes infiltradas, como hemos descrito.

Andlisis de expresion génica: los analisis globales del perfil de expresion génica se llevaran a
cabo mediante RNAseq en 3 réplicas bioldgicas por cada grupo experimental. Brevemente, el
RNA serd extraido mediante TriReagent (Sigma) seguido de purificacion por columnas
(Qiagen). Para la fabricacion de la libreria se utilizara el kit TruSeq stranded total RNA RiboZero
(Hlumina) que permite el andlisis de RNAs codificantes y algunos tipos de RNAs no codificantes.
Las librerias se secuenciardn en un equipo NextSeq 500 de Illlumina (8-9 transcriptomas por
carrera en el modo High output). Las secuencias se alinearan al transcriptoma de referencia
(UCSC hg38) con TopHat y las diferencias de expresiéon entre los diferentes grupos
experimentales se determinaran mediante Cufflinks/Cuffdiff. Una vez determinados y
seleccionados los genes diferencialmente expresados en funcién de las diferencias de
expresion y su relevancia procederemos a su validacidon experimental en los mismos modelos

celulares mediante RT-qPCR, western-blot o ELISAs.

Obtencion y caracterizacion de CPMs murinas y caninas: para los experimentos de
combinacion con CELYVIR, se obtendran células progenitoras mesenquimales caninas y
murinas de tejido adiposo de animales donadores sanos. El tejido adiposo se digerird con
colagenasa durante 2 horas a 372C. Tras la filtracidn y lavado las células de la fraccion vascular
se sembraran y se cultivaran en medios comerciales especificos para el cultivo de MSC murinas
(MesenCult + murine MSCsupplements de Stem Cell Technologies) o DMEM+10%FBs en el
caso de las CPMs caninas. Las células se mantendran a 372C en una atmdsfera de 5% de CO2 y

saturada de humedad. A partir del tercer pase se suele obtener una poblacién homogénea de
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CPMs, que se caracterizaran por su morfologia fibroblastica definida, un fenotipo determinado
(CPMs murinas: negativas para los antigenos CD34, CD14, CD11b y CD45 y positivas para Scal,
CD44 y CD29; CPMs caninas: negativas para los antigenos CD34, CD11b y CD45 y positivas para
CD90, CD44 y CD29) y una marcada capacidad de diferenciacién hacia tejidos de linea

mesenquimal utilizando medios especificos.

Tratamientos clinicos en el hospital veterinario: previamente ya se obtuvo la aprobacion del
Comité de Etica en Investigacion Animal del Hospital Veterinario de la Universidad Alfonso X
(UAX) para este tipo de tratamiento, en pacientes caninos oncolégicos desahuciados, y previa
autorizacién con consentimiento informado del duefio del perro. Para el tratamiento se
infectaran ex vivo las CPM con los adenovirus ICOCAV y serdn inoculadas de forma intravenosa
en los perros, solos 0 en combinacién con los tratamientos pertinentes,

Los pacientes veterinarios del estudio se seleccionaran con los siguientes criterios de inclusion:
1) Pacientes caninos diagnosticados de cancer, sin respuesta a tratamientos previos.

2) Ausencia de enfermedades intercurrentes.

3) Buen estado general, determinado por su estado clinico, los resultados de analitica
sanguinea, urianalisis y pruebas de diagndstico por imagen.

4) Caracter décil, manejables sin sedacion quimica.

Los pacientes candidatos al ensayo terapéutico seran atendidos en la consulta de Oncologia
del Hospital Veterinario de la UAX. La metodologia del estudio comprende:

1) Diagndstico del tipo y extension de la neoplasia: se determinara el tipo de tumor mediante
estudios histoldgicos o citoldgicos y se realizara el estadiaje del tumor (clasificacion TNM) en
funcién de los resultados de la exploracién fisica y de los estudios complementarios por
imagen pertinentes (radiografia, ecografia, tomografia computerizada y/o resonancia
magnética).

2) Estudio de sangre periférica: hematologia y bioquimica basica, perfil de subpoblaciones
linfocitarias y titulo de anticuerpos antiadenovirus canino. Biopsia tumoral (si la localizacion
tumoral lo permite) y estudio completo anatopatolégico incluyendo andlisis de
inmunohitoquimica de las diferentes subpoblaciones linfocitarias y presencia de capsides
adenovirales.

3) Inoculacién de un preparado de CPMs infectadas con ICOCAV. La preparacién del inoculado
se realizara en las instalaciones de la Unidad de Biotecnologia Celular (Instituto de Salud Carlos

Il). La inoculacion a los pacientes se realizara en el HV-UAX. Se procedera a la administracion
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intravenosa (vena cefalica, safena o yugular) con un catéter intravenoso, utilizando un equipo
de transfusidon sanguinea con un filtro estandar antiagregados (de 200 um), durante 15
minutos. Durante la administracion se monitorizaréa la temperatura y frecuencia
cardiaca/respiratoria del
paciente cada 5 minutos
4) Monitorizacién del paciente post-administracidn: después de la administracidn, el paciente
sera sometido a vigilancia en el area de hospitalizacién durante un minimo de 4 horas, con
controles especificos de temperatura y constantes vitales cada hora. Durante la hospitalizacion
se obtendrdn muestras de orina y saliva para determinar la presencia de particulas virales (en
los estudios de toxicidad realizados por otros equipos investigadores se ha demostrado que los
pacientes tratados no mostraron evidencias de eliminacion virica).
5) El procedimiento descrito se repetira (si las condiciones clinicas del paciente lo permiten)
cada 15 dias hasta un total de 4 ciclos.
6) Al final del tratamiento, se procederd a un estudio de eficacia realizando un estadiaje
tumoral (clasificacion TNM, basada en los datos de la exploracion fisica y los estudios por
imagen pertinentes) para determinar el tipo de respuesta, definida como respuesta completa
(desaparicion de todo signo de tumor), respuesta parcial (disminucién del volumen tumoral en
mas de un 50%), enfermedad estable (disminucién del volumen tumoral menor del 50% sin
aparicion de nuevas lesiones) o enfermedad progresiva (crecimiento del volumen tumoral o
aparicion de nuevas lesiones). También se repetira la biopsia tumoral con el estudio completo
anato-patoldgico incluyendo analisis inmunohistoquimica de las diferentes subpoblaciones
linfocitarias y presencia de capsides adenovirales.
7) En caso de fallecimiento del paciente durante el protocolo terapéutico o al finalizar el

mismo, se realizara una necropsia completa y sistematica.
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