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RESUMEN

A pesar de los avances de los ultimos afios, el cdncer continlda siendo una de las
principales causas de muerte en el mundo, y por ello resulta esencial el desarrollo de
nuevos agentes antitumorales. Entre los distintos tipos de tumores, el cancer de
pulmén es de los mds importantes debido a su elevada incidencia y mortalidad. En el
tratamiento farmacoldgico del cancer de pulmdn, la baja tasa de respuesta a la
terapia, la aparicién de resistencias y la toxicidad asociada constituyen adn en la
actualidad, los principales retos a resolver.

En la busqueda de moléculas con actividad bioldgica, las plantas han sido
fuente de nuevos compuestos con una amplia variedad de actividades, constituyendo
una de las estrategias mas utilizadas en el desarrollo de nuevos farmacos. De hecho en
cancer, gran parte de los agentes antitumorales que se emplean en la clinica, estan
basados en productos naturales provenientes de plantes. El romero (Rosmarinus
officinalis L.) contiene numerosos compuestos potencialmente utiles para el
tratamiento de distintas enfermedades, incluyendo el cancer. La actividad anti-
proliferativa de distintos extractos de romero se ha demostrado en gran variedad de
células tumorales. Sin embargo, para su posible aplicacidn en la clinica, resulta esencial
establecer las bases moleculares de su mecanismo de accién y el efecto de su
combinacion con los farmacos antitumorales utilizados en la actualidad. Ademas, cabe
sefalar que estos extractos de origen vegetal presentan una baja biodisponibilidad, lo
gue implica una reducida absorcion intestinal, que sumado a un rapido catabolismo y
una baja solubilidad acuosa, les hace susceptibles de estrategias de vehiculizacion.

En el presente trabajo se estudia la actividad antitumoral e inmunomoduladora
de Lipchronic®, un producto basado en un extracto de romero supercritico (SFRE)
vechiculizado con lipidos portadores bioactivos (patente WO0/2017/187000), en el
cancer de pulmdn no microcitico. Se han establecido las bases moleculares de su
potencial mecanismo de accién tanto in vitro como en modelos preclinicos. Por ultimo,
se ha evaluado su efecto en pacientes oncoldgicos dentro del ensayo clinico OnCOVInf

(NCT05080920), actualmente en desarrollo.
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AICR (American Institute for Cancer Research)
AKG (alquilgliceroles)

Akt (proteina quinasa B)

ApoAl (apoliproteina A1)

ARN (acido ribonucleico)

ARNm (acido ribonucleico mensajero)

ASN (Sociedad Americana de Nutricion)

ATP (trifosfato de adenosina)

B2M (microglobulina f2)

B7-H3 (cumulo de diferenciacién 276)

BAX (proteina X asociada a Bcl-2)

BCS (Biopharmaceutics Classification System)
CASP9 (caspasa-9)

CC (cdpsulas control)

CCL2 (ligando de quimioquina 2, motivo C-C)
CCR2 (receptor 2 de quimioquinas)

CD11b (cumulo de diferenciacién 11b)

CD127 (cumulo de diferenciacion 127)

CD137 (cumulo de diferenciacion 137)

CD14 (cimulo de diferenciacion 14)

CD16 (cumulo de diferenciacion 16)

CD206 (cumulo de diferenciacion 206)



CD33 (cumulo de diferenciacion 33)

CD37 (cumulo de diferenciacion 37)

CD4 (cumulo de diferenciacién 4)

CD44 (cumulo de diferenciacion 44)

CD45 (cumulo de diferenciacién 45)

CD68 (cumulo de diferenciacién 68)

CD74 (cumulo de diferenciacién 74)

CD8 (cumulo de diferenciacién 8)

Cl (indice de combinacion)

Cis-Pt (cisplatino)

CLEC4D (dominio de lectina tipo C Familia 4 Miembro D)
CLOCK (Circadian Locomotor Output Cycles Kaput)
CPCNP (céancer de pulmon de células no pequefias o no microcitico)
CPCP (cancer de pulmén de células pequeds o microcitico)
CR (capsulas tratamiento)

CRC (cancer colorrectal)

CTLA-4 (antigeno 4 del linfocito T citotdxico)

CX3CL1 (ligando 1 de quimioquinas CX3C)

CX3CR1 (receptor 1 de quimioquinas CX3C)

CXCLS5 (ligando 5 de quimioquinas CXC)

CXCR1 (receptor 1 de quimioquinas CXC)

DAMP (patrones moleculares asociados al dafio)

DDIT3 o CHOP (transcrito inducible por dafio en el ADN 3)
DEN (N-nitrosodietilamina)

DHFR (dihidrofolato reductasa)

DMSO (dimetilsufoxido)

EBC (empresa basada en el conocimiento)

ECAR (tasa de acidificacion extracelular)

EDTA (acido etilendiaminotetraacético)

EFSA (Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria)
EGFR (receptor del factor de crecimiento epidérmico)

ELISA (ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas)



ER (receptor de estrégeno)

F4/80 (receptor similar a la mucina que contiene el mdédulo EGF)
FASN (acido graso sintasa)

FBS (suero fetal bovino)

FCCP (carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona)

FDA (Food and Drug Administration)

FOSL1 (antigeno 1 ligado a Fos)

GAPDH (gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa)

GARFT (glicinamida ribonucledtido formiltransferasa)

GCNT3 (glucosaminil (N-acetil) transferasa 3, tipo mucina)

Glsp (inhibicion de la proliferacion al 50%)

GLOBOCAN (Global Cancer Observatory)

GM-CSF (factor estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos)
GNAI2 (subunidad alfai2 de la proteina de unién a nucleétidos de guanina)
GPD2 (glicerol-3-fosfato deshidrogenasa)

GRAS (generalmente reconocido como seguro)

HER2 (receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano)
HILIC (cromatografia liquida de interaccion hidrofilica)

HLA-DR (receptor de superficie celular del complejo principal de histocompatibilidad
declase ll)

HMGCR (3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductasa)

HPLC (cromatografia liquida de alta eficacia)

IARC (International Agency for Research on Cancer)

ICso (concentracidn que inhibe el 50% de la viabilidad celular)
IFN-y (interferén gamma inmunitario de tipo 2)

IgA (inmunoglobulina A)

IgG (inmunoglobulina G)

IgM (inmunoglobulina M)

IL-12 (interleuquina 12)

IL-17A (interleuquina 17A)

IL-1PB (interleuquina 1 beta)

IL-2 (interleuquina 2)



IL-21 (interleuquina 21)

IL-22 (interleuquina 22)

IL-6 (interleuquina 6)

ILC (célula linfoide inmune innata)

IRS1 (sustrato del receptor 1 de insulina)

ISINN (Sociedad Internacional de Nutrigenética y Nutrigendmica)
JAK1 (quinasa Janus 1)

LCso (muerte celular al 50%)

LDHA (lactato deshidrogenasa A)

LDLR (receptor de lipoproteinas de baja densidad)

LPC (lisofosfatidilcolina)

LPS (lipopolisacarido)

LYN (tirosina quinasa Src)

M1 (macrofagos activados cldsicamente)

M2 (macrofagos activados alternativamente)

MAPK o ERK (proteina quinasa activada por mitégenos)
MDSC (células supresoras derivadas de mieloides)
MGST1 (glutation S-transferasa 1 microsomal)

MMP-1 (metaloproteinasa-1)

MPO (enzima mieloperoxidasa)

MTOR (diana de rapamicina en células de mamifero)
MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio)
NK (Natural Killer)

NKG7 (proteina 7 de granulos de células asesinas naturales)
NLRP3 (dominio 3 de pirina de la familia NLR)

NOy (6xidos de nitrégeno)

OCR (tasa de consumo de oxigeno)

OXPHOS (fosforilacion oxidativa)

p70S6K (proteina ribosomal S6 quinasa beta-1)

PAMP (patrones moleculares asociados a patégenos)
PATFR (receptor del factor activador de plaquetas)

PBS (tampodn fosfato salino)



PC (fosfatidilcolina)

PCA (analisis de componentes principales)

PD-1 (proteina 1 de muerte celular programada)

PD-L1 (ligando 1 de muerte programada 1)

PD-L2 (ligando 2 de muerte programada 1)

PE (fosfatidiletanolamina)

PFA (paraformaldehido)

PI (fosfatidilinositol)

PI3K (fosfatilinositol 3-quinasa)

PLs (fosfolipidos)

PMBCs (células mononucleares de sangre periférica)

RPN2 (dolichyl-difosfooligosacarido - proteina glicosiltransferasa subunidad 2)
RT-gPCR (reaccion cuantitativa en cadena de la polimerasa acoplada a transcripcién
inversa)

SCD (estearoil-CoA desaturasa)

SEM (error estandar de la media)

SFRE (extracto de romero por fluidos supercriticos)

SLO (aceite de higado de tiburdn)

SOCS3 (supresor 3 de la sefalizacién de citoquinas)

SREBF1 (factor de transcripcion de unién a elementos reguladores de esteroles 1)
STAT (transductores de sefiales y activadores de transcripcion)

TA (temperatura ambiente)

TGFB1 o TGF-B (factor de crecimiento transformante beta 1)

TGl (inhibicion total de la proliferacion)

Th1 (linfocitos T efectores)

Th17 (linfocitos T efectores diferenciados a partir de cooperadores)
Th2 (linfocitos T cooperadores)

TK1 (timidina quinasa 1)

TLR4 (receptor 4 tipo Toll)

TNBC (cancer de mama triple negativo)

TNF-a (factor de necrosis tumoral alfa)

Treg (célula T reguladora)



t-SNE (incrustacidn de vecinos estocasticos distribuidos en t)
TYMS (timidilato sintasa)

UV (radiacion ultravioleta)

VIS (radiacidn visible)

WCRF (World Cancer Research Fund)
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1.1 Nutricion de precision y Salud

1.1.1 Nutricion de precision

La nutricion y su impacto en el estado de salud ha sido desde hace milenios una
preocupacion de gran importancia. Hace ya 2000 afios que Hipdcrates declaraba “que
la comida sea tu alimento y el alimento tu medicina”. Mas recientemente Linus
Pauling, Nobel de Quimica y de la Paz en 1954, defendia que “la nutricion dptima es la
medicina del mafiana”. Hoy en dia, los avances en investigacion y tecnologia con los
gue contamos han permitido conocer en profundidad y detalle las interacciones
alimentarias y, en particular, de sus compuestos bioactivos con los procesos
fisioldgicos y funcidn de los sistemas organicos del organismo para promover la salud.
Asi, una nutricion adecuada representa la oportunidad de prevenir, controlar y tratar
enfermedades, antes incluso de su aparicion, optimizando la salud (Marcum, 2020;
Nasiry col., 2020).

Desde la genética surge la nutrigenética, que estudia las caracteristicas
genéticas particulares de un individuo, o un grupo de individuos, fundamentales para
metabolizar y utilizar los nutrientes dietéticos, y cdmo esto influye en el riesgo o
susceptibilidad de padecer una enfermedad. Ademads, la nutrigendmica define la
relacion entre los nutrientes y nuestro genoma, analizando la expresién génica en
respuesta a los diferentes alimentos que ingerimos, mdas en concreto los metabolitos
gue pueden promover la salud (bioactivos). En este contexto, gracias a las tecnologias
“6émicas’ de alto rendimiento, y tras la finalizacidn del proyecto del Genoma Humano,
se han acumulado un gran numero de estudios de asociacién entre nutrientes, genes y
enfermedades (de Toro-Martin y col., 2017), que han permitido identificar los factores
genéticos que puedan explicar la variabilidad en la respuesta metabdlica de cada
individuo a la dieta (Marcum, 2020; Nasir y col.,, 2020). Este conocimiento, ha
mejorado el diagnostico de ‘salud’ y ampliado la comprensidn en medicina gendmica.

La heterogeneidad en las interacciones entre nutrientes y genes que, pueden
resultar en efectos tanto beneficiosos como perjudiciales (de Toro-Martin y col., 2017),

requiere el disefio de soluciones nutricionales de precisiéon tanto a escala individual
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como en grupos de poblacion para constituir una herramienta de salud. Estas
estrategias de intervencidn personalizada incluyen aspectos relevantes (i.e., estilo de
vida, habitos y conductas alimentarias, ecofisiologia microbiana y fenotipado) que

afectan la respuesta individual a las intervenciones nutricionales (Figura 1).

NUTRIGENOMICA / NUTRIGENETICA I MICROBIOTA

Y

FENOTIPADO PROFUNDO

_—I— METABOLOMICA

|
fgr—i li ACTIVIDAD FiSICA

Figura 1. El plato de la nutricion de precision, modificada de de Toro-Martin y col., 2017. Representacion

esquematica de los principales factores en estrategias de nutricién de precision.

La nutricion de precision tiene como objetivo definir recomendaciones
nutricionales con caracter preventivo y/o terapéutico de enfermedades relacionadas
con la alimentacion (incluyendo las principales enfermedades crdnicas presentes en
nuestra sociedad como la obesidad, el sindrome metabdlico o el cancer), atendiendo a
los condicionantes enddgenos (i.e., genética), asi como exdgenos (i.e., dieta) (Wang y
Hu, 2018). Surge de manera analoga a la iniciativa de medicina de precisidn, lanzada
en 2015 con el objetivo de proporcionar formas mas seguras y efectivas de prevenir y
tratar enfermedades. Una misidon clave de esta iniciativa es "adaptar las estrategias de
tratamiento y prevenciéon a las caracteristicas Unicas de las personas, incluida la
secuencia del genoma, la composicion del microbioma, el historial de salud, el estilo de
vida y la dieta" (Wang y Hu, 2018). Para este fin, la Sociedad Estadounidense de
Nutricion (ASN) ha propuesto las tecnologias ‘dmicas’ como las herramientas
necesarias para satisfacer estas necesidades de investigacidén y permitir una prediccién
precisa del impacto nutricional en la salud, una encuesta mejorada de informacién del
paciente (bioinformatica y gestién de bases de datos) y una evaluacién adecuada de la
progresion de la enfermedad y la respuesta del paciente a un tratamiento nutricional

(biomarcadores, metaboldmica, etc). Segun la Sociedad Internacional de
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Nutrigenética/Nutrigendmica (ISNN), el futuro de la nutricion de precision debe
discutirse en tres niveles (de Toro Martiny col., 2017):

i) estratificacion de las pautas nutricionales convencionales en subgrupos

de poblacidn por edad, género y otros determinantes sociales;

i) enfoques individuales surgidos de un fenotipado profundo y refinado;

iii) y una nutricion genéticamente dirigida basada en variantes que

presenten una alta penetrancia e impacto en la respuesta a
determinados alimentos.

La implementacion de este conocimiento permitird una mejor comprensiéon de
las respuestas diferenciales a las intervenciones dietéticas, ayudando a determinar los
distintos grupos de poblacidoncon diferentes requerimientos nutricionales (San-
Cristobal y col., 2020). Actualmente, la principal limitacién de la nutricidon de precisiéon
es que la mayoria de los estudios son observacionales en lugar de ensayos controlados

aleatorios con la evaluacién de puntos finales basados en resultados clinicos.

1.1.2 Inmunidad, inflamacidén crénica y metabolismo como objetivos de la nutricidon de

precision

La mayoria de los procesos fisioldégicos sélo pueden operar bajo un rango
limitado de condiciones, que son mantenidas por mecanismos homeostaticos
especializados frente a variaciones en el ambiente (Zmora y col.,, 2017). En Ia
homeostasis es importante distinguir entre dos tipos de variables: (1) las variables
fisiolégicas que se mantienen en una concentracioén estable (i.e., variables reguladas) y
que se refieren a cantidades; y (2) las variables controladas que se refieren a procesos
donde la actividad o velocidad del proceso contribuye a la estabilidad de las variables
reguladas (Kotas y Medzhitov, 2015). Curiosamente, sélo algunos de estos procesos
son vulnerables a la desregulacidon y la enfermedad. Por ejemplo, el metabolismo de
los lipidos y la glucosa puede alterarse, dando lugar a dislipidemia, diabetes vy
obesidad, mientras que el metabolismo de los aminoacidos parece menos susceptible
a sufrir desbalances homeostaticos. Asi, por ejemplo, los eventos inmunometabdlicos
para la adaptacion a los cambios tisulares y la funcionalidad orgdnica constituyen

variables controladas, si bien, las concentraciones de metabolitos plasmaticos y/o
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tisulares se corresponden con variables reguladas. Cuando los mecanismos
homeostaticos son insuficientes para controlar los efectos del (micro)ambiente en la
funcidn tisular y/u organica, se genera una miriada de respuestas inmunometabdlicas
gue funcionan como un proceso defensivo frente a las infecciones, lesiones tisulares y
desbalances metabodlicos: los procesos inflamatorios. Estos representan un proceso
dinamico, el cual, se extingue después de la eliminacion o terminacion del dafio tras la
fase de resolucién, recuperando la homeostasis (Ramos-Lépez y col., 2021). Sin
embargo, cuando la inflamacién se cronifica (Figura 2) desencadena una cascada de
eventos moleculares que conducen a dafios celulares duraderos, lesion tisular

permanente, disfuncién orgdnica y enfermedades crdnicas (Kotas y Medzhitov, 2015).

INFLAMACION AGUDA INFLAMACION CRONICA AI‘;‘:;;::er
Diabetes tipo 2
Comienzo rdpido VS Comienzo retardado =1 Enfermedades neurolégicas,
Duracion corta Sin limite cardiovasculares, autoinmunes
Neutrofilos Linfocitos y macrofagos y pulmonares
Respuesta natural (innata) Respuesta celular (adaptativa) Cancer

Figura 2. Comparacién entre la inflamacién aguda y crénica. Implicaciones mas relevantes en salud.

En el desarrollo y progresion de estos eventos, se han asociado factores como la
ecofisiologia intestinal, la dieta, la actividad fisica, la densidad de poblacién y la
exposicién microbiana, lo que ha contribuido al aumento de incidencia en
enfermedades de base inmunometabdlica tales como la obesidad, diabetes tipo 2,
aterosclerosis, autoinmunidad, alergia, asi como un envejecimiento acelerado, entre
otros. Debido a la alta prevalencia de las enfermedades crénicas en las sociedades
actuales, se ha puesto en relevancia la interaccion del sistema inmune y el
metabolismo alterado en este tipo de enfermedades, incluyendo el cancer. Asi, por
ejemplo, en el caso del cancer de pulmén, el tratamiento basado en la inmunoterapia
ha permitido aumentar la tasa de supervivencia y progresion libre de enfermedad
(Kim y Choi, 2020; Bravo Montenegro y col., 2021; Xiong y col., 2021).

En lo que respecta a dieta y estilo de vida, el consumo de dietas hipercaldricas

con un elevado contenido de proteinas y grasas de origen animal, provoca un estado
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de inflamacién metabdlica créonica conocido como “metainflamacién” (Figura 3) que
contribuye al desarrollo de enfermedades conocidas como ‘no transmisibles’ (Ramos-
Lopez y col.,, 2021). Estas enfermedades modernas presentan, generalmente, dos
caracteristicas en comun: i) implican la alteracion de la homeostasis metabdlica vy ii)
estdn asociadas con la inflamacién crénica de bajo grado (Kotas y Medzhitov, 2015). En
este escenario, estd reconocida y aceptada la participacién del sistema inmune,
principalmente su rama innata, y su funcién reguladora de los procesos inflamatorios
(Zmora y col., 2017). Por ejemplo, en el tejido adiposo “metainflamado”, como el que
tiene lugar en el curso de la obesidad o la diabetes tipo 2, resulta crucial la
diferenciacién funcional y el fenotipo de los efectores inmunolégicos innatos,
principalmente la poblacién macrofagica que resulta significativamente afectada por el

estado nutricional (Alwarawrah y col., 2018; Aamiry col., 2020).

NUTRICION DE PRECISION

Metabolismo

Inflamacion Sistema inmune

METAINFLAMACION

Figura 3. Nutricidn de precision en el proceso de “metainflamacién”.

De modo particular, en este escenario de estrés metabdlico, son los receptores
inmunolégicos innatos tipo ‘Toll’ (TLRs), entre otros TLR4, cuya activacion facilitada por
acidos grasos saturados contribuyen a amplificar la cascada inflamatoria, mientras
qgue, por el contrario, dicha respuesta inflamatoria es atenuada por los acidos grasos
w-3 (Rocha y col., 2016; Rogero y Calder, 2018). Recientemente, también se han
identificado los efectores innatos de la poblacidn linfoide (i.e., ILCs) como criticos en la
gestién lipidica, siendo la poblacién de origen intestinal la determinante en el control
de la obesidad inducida por la dieta (Mao y col., 2018; Sasaki y col., 2019). Existen

factores heredables y de estilo de vida que influyen en las funciones del sistema
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inmunolégico y su actividad funcional y competencia. El estado nutricional, entre
otros, juega un papel esencial proporcionando los bloques esenciales para mantener
las diversas funciones de las distintas ramas del sistema inmunoldgico (Maggini y col.,
2018; Venter y col., 2020). La interaccion bidireccional nutricién/actividad y funcidn
inmunolégica influye en el riesgo y predisposiciéon a infecciones, si bien, un estado
nutricional deficiente también puede verse agravado por la propia respuesta inmune a
una infeccién (Calder y col., 2020).

El desarrollo del sistema inmunitario sigue un proceso secuencial adaptandose
a los distintos estados fisioldgicos (Maggini y col., 2018), siendo las sefiales
inmunolégicas de tipo innato fundamentales en el desarrollo y funcién de la rama
adaptativa, asi como en la homeostasis lipidica y composicion del microambiente
intestinal (Mao y col., 2018). La inmunidad innata se desarrolla y madura durante la
nifez, alcanza su funcion maxima en la edad adulta temprana y disminuye
gradualmente en la mayoria de las personas en la vejez (Maggini y col., 2018; Venter y
col., 2020). En cada etapa de la vida estan presentes caracteristicas inmunitarias
distintas (Tabla 1), pero un factor comun en todas las etapas es la necesidad de un
suministro adecuado de micronutrientes, que es clave en la maduracién y funcion de
efectores especificos del sistema inmunolégico (EFSA Panel on Dietetic Products,
Nutrition and Allergies (NDA), 2016). En ocasiones, la dieta por si sola puede ser
insuficiente, y la suplementacidn personalizada adaptada a las necesidades especificas
de cada individuo, asi como en cada etapa de la vida, puede reducir el riesgo y la
gravedad a enfermedades, favoreciendo una recuperacion mas rapida (Maggini y col.,

2018; Caldery col., 2020; Gombart y col., 2020).
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Tabla 1. Evolucidn del sistema inmune a lo largo de la vida.

PASIVA Inmunidad pasiva Se alcanzan niveles Se alcanzan niveles Maduro ) Desregulacmn/_
(1A, 1gG, IgM) maduros de IgM maduros de IgA e 1gG inmunosenescencia
Inmunidad innata . . . ..
INNATA e e Au me_nt,an los neut}'oﬁ\os, El sistema innato Maduro ) Desregulacién/ )
. eosindfilos y basofilos alcanza su madurez inmunosenescencia
inmaduro)
Inmunidad Proceso de maduracién £l sistemna adaptativo Fuertemente
ADAPTATIVA  adaptativa (Algunas (desarrollo de memoriay P Maduro N
alcanza su madurez comprometida
respuestas, Th2) respuestas Th1)

De lo anteriormente expuesto, se desprende que la intensidad y duracion de la
respuesta inmunoldgica frente a las distintas agresiones, enddgenas y exdgenas,
depende de interacciones complejas entre distintos factores que concurren en las
distintas etapas de la vida. A pesar de que la ciencia ha avanzado notablemente gracias
al desarrollo de potentes tecnologias ‘omicas’ de alto rendimiento, sigue incompleto
nuestro conocimiento en la relacidon de las distintas respuestas frente a los factores
dietéticos considerando la edad ‘bioldgica’ de los individuos. El conocimiento actual
pone de manifiesto la implicacién del estado nutricional materno en la aparicién de
enfermedades de la nifiez y la edad adulta (Alabduljabbar y col., 2021), agravandose
esta situacion en aquellos grupos poblacionales de recursos limitados. En el extremo
opuesto, la falta de métodos fiables de evaluacién dietética constituye un desafio
importante en la investigacion nutricional, especialmente en las poblaciones de edad
avanzada (Ordovas y Berciano, 2020). En estos contextos, la nutricion personalizada
contribuye a desarrollar estrategias con base molecular para prevenir y tratar los
posibles desbalances y alteraciones inmunometabdlicas en las distintas etapas de la
vida (Demetrowitsch y col., 2020). En los ultimos afos, se ha establecido el término de
“inmunidad entrenada” (i.e., Trained immunity) o “memoria inmune innata” para
describir la (re)programacién funcional que se produce a largo plazo en la sefializacién
y respuesta de los efectores celulares del sistema inmune innato (Netea y col., 2016;
Hajishengallis y col., 2019). Asi, la respuesta secundaria a un estimulo y activacién de
los distintos sistemas y receptores que establecen los patrones de reconocimiento
molecular de patégenos (i.e, PAMPs) y dafio celular (i.e., DAMPs), se (re)adaptan
regulando la amplitud y duraciéon de la sefializacion molecular en relacién con la

respuesta primaria al mismo. Esta adaptacién confiere respuestas hipo- e
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hiperreactivas con un resultado inmunolégico suprimido o aumentado,
respectivamente. Se ha demostrado que el fenotipo inmunoldgico de la inmunidad
entrenada puede tener una duracién entre 3 meses y hasta 1 afo (Neteay col., 2020).
Este nuevo punto de vista sobre la inmunidad innata se ha trasladado incluso a las
estrategias de vacunacion y, de modo particular, en la (re)educacién de la poblacién
macrofagica residente en los distintos érganos, como en el caso de los macrofagos

pulmonares (Xing y col., 2020).

1.1.3 Nutricion y cancer

Las complejas interacciones que ocurren entre los factores genéticos y
ambientales, incluidos los factores nutricionales (WCRF/AICR, 2018) (Figura 4), pueden
dar lugar a una disfuncionalidad organica en el control del crecimiento celular y, por
tanto, al desarrollo de cancer (Campbell, 2017; Barreira, 2020). De una manera muy
simplista, podemos considerar que el cuerpo humano tiene un sistema de division
celular extremadamente controlado y determinado genéticamente. El sistema
inmunolégico desempefia un papel esencial en el control del crecimiento de nuevas
células, asi como en la eliminacion de aquellas senescentes. Generalmente, el
desarrollo de procesos inflamatorios asociados al cancer favorece estados de
desnutricion a través de la aparicion de alteraciones metabdlicas v,
concomitantemente, de la biodisponibilidad de nutrientes; procesos que pueden verse
agravados por los efectos secundarios asociados a los tratamientos farmacoldgicos

frente al cancer.
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Figura 4. Proceso de carcinogénsis y factores mas importantes.

Aunque una variedad importante de posibles cambios genéticos puede

combinarse dando lugar al desarrollo y severidad de los distintos tipos de cancer, el

numero de capacidades anormales que comparten las células cancerosas es mucho

mas limitado. Estas capacidades se conocen como las "caracteristicas del cancer"

(Tabla 2), las cuales fueron establecidas en el 2000 por Hanahan y Weinberg y

actualizadas en 2011 por los mismos autores. Estas cualidades han sido recientemente

revisadas y actualizadas por Fouad y Aanei en 2017.
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Tabla 2. Caracteristicas principales del cancer, desde su origen hasta la actualidad (Hanahan y Weinberg,

2000; Hanahan y Weinberg, 2011; Fouad y Aanei, 2017).

Hanahan y Weinberg, 2000 Hanahan y Weinberg, 2011 Fouad y Aanei, 2017
Autosuficiencia en las sefiales Mantener |a sefializacion Crecimiento selectivo y ventaja

de crecimiento proliferativa proliferativa

Insensibilidad a las sefiales Evadir los supresores del Respuesta alterada al .estrefs
. L L que favorece la supervivencia
anticrecimiento crecimiento
global
Evadir la apoptosis Resistir a la muerte celular Vascularizacion

Habilitar la inmortalidad

Potencial replicativo ilimitado Invasion y metdstasis

replicativa
Angiogénesis sostenida Inducir la angiogénesis Recableado metabdlico
Invasion de tejidosy Activar lainvasiony la . . ..
. . . ) Un microambiente propicio
metastasis metastasis

Reprogramar el metabolismo

frs Modulacién inmunoldgica
energético

Evadir la destruccion
inmunologica

Existen evidencias epidemioldgicas solidas de que los factores dietéticos, en
particular los que provocan sobrepeso y obesidad, influyen en el riesgo de padecer
distintos tipos de cancer, asi como la morbilidad y la mortalidad de estos. Tanto la
relacion entre la inflamacién crénica y el cancer, como la idea de que el cancer estd
bajo vigilancia inmunoldgica estan bien establecidas desde hace tiempo (Zitvogel y
col., 2017). Actualmente, a pesar de la reconocida importancia e influencia de la
nutricion en el estado nutricional y en el control inflamatorio e inmunolégico, las
intervenciones nutricionales en este sentido no estdn aun extendidas. La casi absoluta
totalidad de las intervenciones nutricionales en pacientes de cdncer estdn basadas en
el consejo meramente ‘nutricional’ sobre patrones dietéticos. Sirva como ejemplo,
estudios recientes en el caso particular del cancer de pulmdn que han asociado un
menor riesgo en poblacién polaca de desarrollar este tipo de cancer al adoptar un
patron dietético de dieta mediterranea (Krusinska y col., 2018). Por el contrario, en el
ambito preclinico se estan extendiendo evidencias cientificas de la utilizaciéon de Ila
nutricién de precision en cancer, y, por ejemplo, se han descrito efectos positivos
reduciendo la severidad y desarrollo del hepatocarcinoma mediante estrategias de

intervencién sobre la actividad de TLR4 (Laparra y col., 2020). Estos efectos aparecen

Introduccion
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asociados a un aumento de la poblacion de macréfagos infiltrados en el tejido
hepatico, asi como la modulacién del microambiente tumoral, en animales
alimentados con una dieta alta en grasa (42%) que reciben un extracto enriquecido en
inhibidores de proteasas ‘tipo-serina’. Ademas, y en esta linea, la intervencion
nutricional con espermidina estd demostrando un retraso en el envejecimiento y un
efecto protector en las enfermedades asociadas a la edad, entre ellas el cancer
(Eisenberg y col., 2016). Datos que se confirman en estudios epidemioldgicos en
humanos que presentan dietas ricas en este bioactivo natural (Madeo y col., 2018).

Sélo superada por el tabaquismo, la obesidad representa el factor de riesgo
evitable mds importante que afecta a la incidencia y progresion de varios tumores
solidos. Paraddjicamente, un indice de masa corporal alto, se ha relacionado tanto con
un riesgo reducido de cancer de pulmén asi como con un mejor resultado general de
estos pacientes (Yang y col.,, 2013; Mavridis y Michaelidou, 2019). Por lo tanto,
distinguir diferentes fenotipos, en lugar de centrarse exclusivamente medidas
antropométricas, parece ser crucial (Zitvogel y col., 2017). Ademas, la nutricion, a
través de la dieta, establece la disponibilidad de nutrientes en nuestro cuerpo vy, por lo
tanto, en el microambiente de cada célula (Kanarek y col., 2020). En este proceso, la
naturaleza multifactorial de las interacciones que tienen lugar requiere un analisis
exhaustivo de los factores exdgenos y enddgenos (i.e., exposoma) que influyen tanto
en la funcién y maduracion de las células del sistema inmune, como en la
transformacion de las células cancerosas. Esto ha llevado a proponer el analisis
interdisciplinar integrado de los factores ambientales y caracteristicas fenotipicas del
organismo, las caracteristicas moleculares del tumor, junto a la funcién de efectores
inmunolégicos, con el objetivo de conseguir intervenciones efectivas en la prevencién
y/o tratamiento del cancer (Ogino y col., 2018).

En este contexto, la nutricion de precisién se puede considerar como una
nutricion molecular, teniendo en cuenta, como se ha indicado, los (i) distintos
fenotipos tumorales, junto a las (ii) caracteristicas inmunometabdlicas, (iii)
caracteristicas antropométricas y/o bioquimicas, y (iv) aspectos relacionados con el
estilo de vida como dieta, consumo de alcohol, ejercicio... (Kanarek y col., 2020). Sirvan
como ejemplo, intervenciones basadas en el aumento de la autofagia debido a la

inhibicion de complejos mitocondriales en un modelo de ratén Li-Fraumeni con
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efectos positivos en la supervivencia global (Spira y col.,, 2017). Otros estudios
recientes han asociado el aumento de aromatasa con el desarrollo de obesidad y el
riesgo de padecer cancer de mama (Zahid y col., 2018). La inhibicién de la aromatasa,
tanto en estudios in vitro como en modelos preclinicos de cancer de pulmdn han
demostrado también efectos positivos en la inhibicién del crecimiento tumoral
(Weinberg y col., 2005).

Los conocimientos que surgen de técnicas avanzadas en el analisis metabdlico
indican que los fenotipos metabdlicos evolucionan a medida que avanza el cancer,
desde lesiones preneopldsicas hasta neoplasias localizadas y clinicamente aparentes,
hasta el cdncer metastasico (Faubert y col., 2020). Las células cancerigenas poseen un
fenotipo metabdlico comun, caracterizado por una deriva en sus vias metabdlicas
desde la fosforilacion oxidativa mitocondrial hasta la glucdlisis aerdbica y los circuitos
anabdlicos, para satisfacer los requisitos energéticos y biosintéticos necesarios para
mantener una proliferacion continuada. En este sentido, estudios nutrigenéticos han
asociado el polimorfismo del gen CLOCK rs3749474 con el beneficio del efecto de la
reducciéon de la ingesta de grasas en la pérdida de peso (Loria-Kohen y col., 2016), y
con la modulacion del impacto de la ingesta de carbohidratos en el estado nutricional
de la poblacion (Camblor Murube y col., 2020). En términos mas generales también se
ha determinado la influencia genética, entre otros, en las preferencias alimentarias, asi
como en la absorcién de grasas y carbohidratos (Vesnina y col., 2020). En conjunto, el
metabolismo del cancer puede manipularse parcialmente mediante patrones
dietéticos dirigidos a las alteraciones moleculares responsables. De hecho, la evidencia
que surge de los modelos preclinicos sugiere que las combinaciones apropiadas de
terapias especificas contra el cancer con intervenciones dietéticas podrian tener un
impacto significativo en la eficacia terapéutica (Morita y col., 2021). En un dmbito
preclinico, se ha sefialado la capacidad de una intervencién nutricional sobre el control
de la produccion de lactato en muestras de hepatocarcinoma derivadas de animales
alimentados con una dieta grasa (Laparra y col., 2020).

A pesar de los avances en el conocimiento de la fisiologia del cancer, el nimero
de casos con mal prondstico, resistencia tumoral y toxicidad asociada a tratamientos
antitumorales continta en aumento (Ruiz-Garcia y Astudillo de la Vega, 2019). Por lo

tanto, es imperativo encontrar nuevas estrategias para aumentar la eficacia de los
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agentes quimioterapéuticos, minimizando la toxicidad. Los compuestos naturales
dietéticos pueden influir en el riesgo de cancer y el comportamiento tumoral (Soldatiy
col., 2018). Existe un gran numero de compuestos naturales provenientes de plantas
(i.e., fitoquimicos) que tienen actividad anticancerigena e inhiben procesos tan
importantes como la angiogénesis (Munir y col., 2020), proliferacion (Usuwanthim y
col., 2020) y metdstasis (Kapinova y col., 2019); sin embargo, la disponibilidad de
estudios que utilizan estos fitoquimicos en ensayos clinicos con pacientes de cancer es
limitado (Ruiz-Garcia y Astudillo de la Vega, 2019), lo que en parte podria estar
causado por la baja biodisponibilidad habitual de dichos fitoquimicos (y por tanto,
bajos niveles de actividad en su diana molecular), asi como por la falta de estudios

precisos sobre su mecanismo de accidon y mejores condiciones de actuacion.

1.1.4 Cancer de pulmon y sistema inmune

El cancer de pulmon es el tercer tipo de cancer mas comun, por detrds del
cancer de mama y de préstata a escala mundial (Figura 5). Actualmente el cancer de
pulmon representa el 18% de las muertes totales por cancer, siendo la suma del
cancer de colon, mama y prdéstata un 20 % del total de los casos de cédncer a escala
mundial. El tabaco es el principal factor de riesgo para el desarrollo de cancer de
pulmdn. Se estima que aproximadamente un 80% de las muertes a nivel mundial por
cancer de pulmén se deben al tabaquismo (ACS) (Nasim y col., 2019; Bade y Dela Cruz,
2020; Shah y Masters, 2020). La evidencia epidemioldgica con respecto a la dieta y el
riesgo de cancer de pulmdn, hasta el momento es inferencial, al tiempo que podemos
encontrar efectos de los distintos alimentos en direcciones opuestas. Asi, el consumo
elevado de carne roja y procesada se ha asociado a un mayor riesgo de céncer de
pulmén, aunque de modo contrario el consumo de frutas, verduras, cereales para el

desayuno y fibra dietética se asocio inversamente con el riesgo (Wei y col., 2021).
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Figura 5. Incidencia del nimero de casos y de muertes por cancer cada 100.000 habitantes

(WHO/IARC/GLOBOCAN 2020).

1. Histopatologia del cancer de pulmdn

Se reconocen dos tipos histoldgicos de cancer de pulmén:

i)

i)

no microcitico o de «células no pequefias (CPCNP), que
aproximadamente suponen el 85% de los casos totales; NSCLC de sus
siglas en inglés ‘non-small cell lung cancer’

y microcitico o de células pequenas (CPCP).

Dentro del CPCNP existen tres subtipos histolégicos diferentes (Figura 6):

adenocarcinoma, carcinoma de células escamosas y carcinoma de células

grandes (indiferenciado).
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Figura 6. Clasificacién histolégica en cancer de pulmon basada en datos de la American Cancer Society

(ACS, https://www.cancer.org/es.html).

Actualmente, la fisiopatologia del cdncer no puede entenderse simplemente
mediante vias desreguladas en células tumorales, sino que debe abarcar las
contribuciones del microambiente tumoral y las respuestas inmunitarias del paciente,
gue estan intimamente entrelazadas durante cada paso de la carcinogénesis (Salehi-
Rad y col., 2020). El tratamiento de un paciente de CPCNP depende del estadio en el
qgue se encuentre. En la mayoria de los pacientes en estadios | y Il, la cirugia sigue
siendo el tratamiento estandar en la clinica. Aun asi, generalmente se administra
guimioterapia coadyuvante, un régimen combinado basado en (cis)platino, a los
pacientes que pasan por quiréfano. Los casos de CPCNP en estadio Ill comprenden un
amplio y heterogéneo grupo de pacientes que requiere un enfoque multidisciplinar,
gue incluye oncologia quirurgica, médica y radiolégica (Shah y Masters, 2020). En los
casos donde nos encontramos un tumor mas avanzado o de estadio IV, los subtipos
histolégicos cobran aun mds importancia en la personalizacidon del tratamiento a
seguir. La primera linea en el caso del adenocarcinoma seria la combinaciéon de
pemetrexed con un agente de platino. Sin embargo, para la histologia escamosa, el
platino se combinaria con paclitaxel o docetaxel (Shah y Masters, 2020). El abanico de
opciones terapéuticas en cancer de pulmédn, y en concreto en CPCNP, es muy amplioy
cada vez mas personalizado y dirigido a un grupo bien seleccionado de pacientes. A
pesar de estos avances, el prondstico y la supervivencia a la enfermedad siguen siendo

poco esperanzadores (Onoi y col., 2020).
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2. Implicacion del sistema inmunolégico en el cdncer de pulmodn

Sistema inmune ‘innato’

A pesar de que el CPCNP representa una de las principales causas de muerte
relacionada con el cancer en el mundo, la composicién exacta de las células
inmunitarias infiltradas en el tejido tumoral sigue sin estar bien definida. Las células
inmunitarias en el microambiente tumoral pueden presentar actividades tanto de
control tumoral como inmunosupresoras, de ahi la importancia de definir su
diferenciacién funcional para establecer estrategias inmunoterdpicas. Se han
identificado hasta trece tipos distintos de células inmunitarias localizadas en tumores
de CPCNP (Stankovic y col., 2019). Las células T dominan el panorama del cancer de
pulmon (en promedio, el 47% de todas las células inmunitarias CD45%). Mientras, los
efectores inmunolégicos de la rama innata como macroéfagos vy las células Natural Killer
(NK) componen el 4,7 y el 4,5% del infiltrado de células inmunitarias, respectivamente.
Estos porcentajes resultan algo menores en el tumor con respecto al tejido pulmonar
no canceroso, si bien, la poblacion macrofagica presenta altos niveles de expresion de
HLA-DR en tumores CPCNP que junto con CD74 desempefian un papel esencial en el
reconocimiento de células T.

La caracterizacion de la composicion de efectores inmunoldgicos en
adenocarcinomas tempranos de pulmoén han mostrado que las lesiones en estadio |
presentan una baja infiltracidon de células T y células NK (Lavin y col., 2017), si bien, se
ha identificado la poblacion mieloide como la responsable de comprometer la
actividad antitumoral de las células T. Esta influencia, en parte, es debida a la
expresion elevada de receptores de control de la actividad inmunoldgica en la
poblacién fenotipica M1 (Petitprez y col., 2020), con caracter antitumoral.
Historicamente, el CPCNP se ha considerado una enfermedad no inmunogénica; sin
embargo, al igual que con varias otras neoplasias malignas, los datos recientes
muestran que gran parte de esta falta de respuesta inmune es funcional mas que
estructural, lo cual, le hace susceptible al tratamiento terapéutico y particularmente
de base inmunolégica (Carbone y col., 2015). En este contexto, el desarrollo reciente
de estudios de secuenciacion ‘multi-omicos’, de alto rendimiento, sobre célula Unica
estd permitiendo establecer el patrén de expresidn génica de cada célula individual,

asi como las redes de sefalizaciéon intercelular (Wu y col., 2021). El definir la
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heterogeneidad de la poblaciéon inmunoldgica, asi como del microambiente tumoral y
sus posibles funciones resulta esencial para determinar la progresion tumoral (Figura

7), asi como la respuesta a la intervencion o el potencial de resistencia a la misma.

=

Inflamacidny eliminacion de patégenos Remodelacion de tejidos y homeostasis
Promueve lainmunidadcelular Modulaciony tolerancia inmune

Figura 7. Plasticidad funcional en macréfagos, modificada de Thapa y Lee, 2019.

Ademas del linaje mieloide, las células linfoides innatas (ILCs) - contraparte de
los linfocitos T (Artis y Spits, 2015) - han sido identificadas recientemente como criticas
en el control de la hiperreactividad tisular de las vias respiratorias, asi como de la
inmunidad pulmonar (Ardain y col., 2019). Las ILCs se clasifican en cinco subconjuntos
distintos (ILC1, ILC2, ILC3, Natural killers y células inductoras de tejido linfoide). Las
ILC1, ILC2 e ILC3 reflejan las células T auxiliares Thl, Th2 y Thl7 CD4Y,
respectivamente, en términos de funcién, mientras que las "natural killer” (NK) reflejan
las funciones de las células T citotoxicas CD8* (Vivier y col.,, 2018). Un rasgo
particularmente interesante de las ILCs que ha surgido recientemente es su plasticidad
y capacidad para alterar sus perfiles de expresidon génica, adaptando su funcién en
respuesta a sefiales ambientales (Bal y col., 2020). La naturaleza maleable de estas
células puede ayudar en la duracion y calidad de la respuesta inmunolégica pulmonar
frente al dafo tisular, pero también puede tener consecuencias patoldgicas
posteriores (Satoh-Takayama y Ohno, 2020). Asi, el papel de las ILC2 en las respuestas
alérgicas de las vias respiratorias Th2 se esta haciendo evidente. Las ILC3 son el grupo
mas prevalente en los tejidos pulmonares humanos, reguladoras del eje IL-17A/IL-22

de gran importancia para la salud pulmonar (Ardain y col., 2019; Panda y Colonna,
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2019). Sin embargo, la contribucién de las ILCs durante la inflamaciéon pulmonar

crénica y asociada al cdncer de pulmdn continuda siendo inferencial.

Sistema inmune ‘adaptativo’

En relacién con los efectores inmunoldgicos correspondientes a la rama
adaptativa del sistema inmunoldgico y al igual que otros tipos de tumores, el CPCNP
puede establecer un microambiente tumoral inmunosupresor que favorezca el
crecimiento tumoral (Saab y col., 2020). Se ha demostrado que existe una elevada
proporcién de células T reguladoras (Tregs) con actividad inhibidora sobre la
proliferacion de células T efectoras. Ademas, las células T CD8* que se infiltran en el
tumor han mostrado un aumento de la expresién de receptores (i.e., PD-1) que ayudan
a evitar que las células T destruyan las células tumorales. Esta disfuncidon inmune, se
correlaciona con la supresion de la maduracion de las células dendriticas y la
infiltracion reducida de células T antitumorales (Carbone y col., 2015).

La comprension de los procesos que mantienen la actividad inmunolégica en el
microambiente tumoral, ha permitido el desarrollo de la inmunoterapia oncoldgica,
mediante el desarrollo de ligandos que previenen la inhibicidn inmunoldgica,
ayudando a mantener la calidad y duracién de la respuesta inmune frente al tumor. La
incorporaciéon de la inmunoterapia en la practica clinica, ha alterado drasticamente el
panorama terapéutico, aumentando la supervivencia en muchos pacientes, incluso
aquellos en estadios mas avanzados a pesar de sus efectos secundarios (Bodor y col.,
2020). Fue en la década de los 90 cuando el Dr. Honjo y el Dr. Allison (ganadores del
Premio Nobel de Fisiologia y Medicina en 2018) descubrieron la proteina de muerte
celular programada-1 (PD-1) y el antigeno-4 del linfocito T citotéxico (CTLA-4). Estas
proteinas denominadas "puntos de control" en las células inmunes, actian como
interruptores para bloquear/frenar la respuesta inmunitaria. Las células cancerigenas
pueden usar estos puntos de control para evitar ser atacadas por el sistema
inmunolégico, proceso conocido como ‘evasién’, una de las caracteristicas principales
del cancer. Nivolumab fue el primer inhibidor del punto de control inmunolégico (PD-
1) aprobado en segunda linea de tratamiento para el cancer de pulmén en 2014, y en

2015, sucedid lo mismo para pembrolizumab (PD-1). Desde entonces, varios
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inhibidores inmunoldgicos se han utilizado como agentes terapéuticos tanto en
primera como en segunda linea de tratamiento para el CPCNP, demostrando una
eficacia notable (Onoi y col., 2020). La combinacidon de quimioterapia citotoxica e
inmunoterapia se ha demostrado eficazmente prometedora, especialmente en el
CPCNP avanzado (Low y col., 2019; Hayashi y Nakagawa, 2020). Asi, pueden
encontrarse varios ensayos clinicos de combinaciones de quimioterapia citotdxica e
inhibidores de PD-1/PD-L1 para el CPCNP avanzado. A pesar de las importantes
mejoras aportadas por la inmunoterapia en el tratamiento del CPCNP, no todos los
pacientes experimentan estos beneficios e incluso algunos experimentan efectos
secundarios severos, derivados de procesos inmunotoéxicos (Kennedy y Salama, 2020).

En términos generales, el panorama actual en el abordaje y tratamiento del
CPCNP pone de manifiesto la necesidad de estrategias con caracter
inmunoterapéutico. Es importante tener presente la capacidad que presentan
distintos fitoquimicos (Kim y col., 2020; Kim y col., 2020; Lee y col., 2021) y nutrientes
(i.e., triptéfano y arginina) (Canale y col., 2021; Qin y col., 2021) en la inmunoterapia
frente al cancer. En este escenario, la nutriciéon de precision puede mediar efectos
relevantes en el tratamiento del CPCNP influenciando la diferenciacién funcional
selectiva de la poblacion mieloide, monocito/macréfago, con el fin de reducir su
susceptibilidad a la influencia del microambiente tumoral. Estos efectos contribuirian a
mejorar la funcién diana en el control de la progresién tumoral, al tiempo que reducir

el riesgo y severidad del proceso tumoral (Bouzas y col., 2021).

Inmunoterapia

La inmunoterapia es un tipo de tratamiento contra el cancer que modula la
funcion de los efectores del sistema inmune evitando su silenciamiento asociado al
proceso tumoral. En la actualidad se utilizan varios tipos de inmunoterapia para tratar
el cancer: inhibidores de puntos de control inmunitario, terapias de transferencia de
células T, anticuerpos monoclonales y vacunas. De hecho ha surgido como una nueva
terapia muy eficaz, y ahora existe un creciente entusiasmo en todo el mundo por la
inmunoterapia contra el cancer (Steven y col.,, 2016; Kim y Choi, 2020; Bravo
Montenegro y col., 2021; Xiong y col., 2021). Como se ha indicado, los agentes que se

dirigen al bloqueo de los puntos de control inmunitario han demostrado ser muy
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prometedores en los ensayos clinicos y se han incorporado rapidamente al
tratamiento estandar del CPCNP avanzado (Suresh y col., 2018; Patel y Weiss, 2020).
En concreto, el bloqueo de la interaccién entre PD-L1 en las células tumorales y PD-1
en las células T (eje PD-1 / PD-L1), permite que las células T mantengan su capacidad
de respuesta frente a las células tumorales. Gracias a los tratamientos anti-PD-1 / PD-
L1, se ha transformado el panorama de la terapia para los pacientes con CPCNP, tanto
como monoterapia como en combinacién con quimioterapia o un segundo agente de
inmunoterapia (i.e. Nivolumab, Atezolizumab) (Doroshow y col., 2019; Hsu y Naidoo,
2020). Hay varios estudios en curso de inhibidores de puntos de control inmunitarios
como agentes Unicos o en combinacién con agentes quimioterapéuticos que buscan
ampliar sus indicaciones terapéuticas (Naylor y col., 2016; Patel y Weiss, 2020).

Hasta la fecha, las aprobaciones de inmunoterapia de puntos de control (Tabla

3) marcan un hito historico en el tratamiento del cancer de pulmon.

Tabla 3. Inmunoterapia aprobada en cancer de pulmon.

Atezolizumab PD-1/PD-L1 CPCNP avanzado y CPCP
Cemiplimab PD-1/PD-L1 CPCNP avanzado
Dostarlimab PD-1/PD-L1 CP avanzado (dMMR)
Durvalumab PD-1/PD-L1 CPCNP avanzado y CPCP
Ipilimumab CTLA-4 CPCNP avanzado
Nivolumab PD-1/PD-L1 CP avanzado

Pembrolizumab PD-1/PD-L1 CPCNP avanzado

1.2 Fitoquimicos bioactivos

1.2.1 Compuestos bioactivos de origen vegetal y su aplicacidn en nutricion de precision

En la ciencia de los alimentos, el término 'fitoquimicos' incluye una variedad
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de ingredientes vegetales con diferentes estructuras que son capaces de producir
efectos beneficiosos para la salud. Los fitonutrientes son sustancias naturales, pero
no se denominan ‘nutrientes’ en el sentido tradicional, ya que no los sintetizan las
plantas ni en el metabolismo energético ni en el metabolismo anabdlico o
catabdlico, sino solo en tipos celulares especificos. En Europa, el uso de
declaraciones sobre beneficios para la salud de los ingredientes alimentarios estd
regulado por la Agencia Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) y requiere que los

beneficios indicados estén cientificamente probados (EC 1924/2006).

Desde la antigliedad, las plantas han sido fuente de compuestos bioactivos
con una amplia variedad de actividades. Ademas, las estructuras moleculares de los
distintos fitoquimicos han sido la base estructural para el disefio de farmacos vy, por
tanto, constituyen un nicho de moléculas bioactivas potencialmente utiles en el
tratamiento de enfermedades. Pueden exhibir una amplia gama de efectos
potencialmente beneficiosos tales como actividad hipoglucémica, antihipertensiva,
hepatoprotectora, antitumoral, antioxidante, antimicrobiana, antidiabética,
antiinflamatoria, antifungica, antiparasitaria y antipaltudica, entre otros (Armendariz-
Barragan y col.,, 2016; Veiga y col.,, 2020). El uso prolongado y exitoso de
combinaciones de medicamentos a base de plantas en la medicina tradicional ha
favorecido la busqueda de una justificacion para la actividad farmacoldgica vy
terapéutica de los compuestos individuales, asi como la sinergia entre ellos al
administrarse en forma de extractos. La informacidon al respecto es extensa,
afirmando que los efectos de sinergia de la mezcla de componentes bioactivos y sus
subproductos contenidos en extractos de plantas son responsables de su mayor
eficacia (Bernardini, 2018; Veiga y col., 2020).

En los ultimos 50 afios, la evidencia cientifica ha demostrado que muchos
productos naturales tienen un potencial antitumoral significativo, exhibiendo efectos
beneficiosos en la prevenciéon y el tratamiento del cdncer (Gonzélez-Vallinas y col.,
2013; Khalifa y col., 2019). Aproximadamente el 80% de los medicamentos
quimioterapéuticos aprobados y mas de la mitad de todos los medicamentos se
basan en productos naturales bioactivos. El 87% de las enfermedades humanas,

incluido el cdncer, se tratan con productos derivados de compuestos que se
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presentan en la naturaleza. Poseen mecanismos complementarios y superpuestos
para ralentizar el proceso carcinogénico, y ejercen una amplia y compleja gama de
acciones sobre diferentes dianas moleculares y vias de transducciéon de sefales
(Choudhari y col., 2020). Por ejemplo, entre los compuestos obtenidos de plantas
usados en la clinica para el tratamiento de diversos tipos de cdncer se encuentran los
alcaloides de la vinca (vinblastina y vincristina), los taxanos diterpenoides (docetaxel
y paclitaxel), los derivados de la camptotecina (irinotecan y topotecdn) y las
epipodofilotoxinas (etopdsido).

El interés en los efectos anticancerigenos de los productos naturales es
manifiesto, pasando a evaluarse en ensayos clinicos hasta 100 productos naturales
inalterados mas sus derivados (Saklani y Kutty, 2008; Butler y col., 2014; Seca, 2018;
Choudhari y col., 2020). Concretamente, en relacion con el cadncer de pulmoén no
microcitico, el nimero se reduce considerablemente (Tabla 4). Ademas, aparecen
tres estudios adicionales en estado desconocido: extracto de muérdago
(NCT00052325), formulacién de curcumina (CurcuVIVA™) (NCT02321293) y fitosoma
de silibina (Siliphos) (NCT02146118).

Tabla 4. Principales bioactivos en cancer de pulmon (https://clinicaltrials.gov/).

indice de displasia bronquial
Sulforafano Marcador de proliferacion celular NCT03232138
Marcadores de apoptosis

Marcadores inflamatorios
Néctar de
Cambios en la abundancia relativa
frambuesa NCT04267874
de microbios en las heces

negra
Respuestas bioldgicas
Extracto de té Toxicidad y seguridad de diferentes
NCT01317953
verde dosificaciones

Extracto de
Retraso en la cirugia planificada de >
procianidina de
14 dias que posiblemente esté
semilla de uva NCT04515004
relacionado con la medicacién del
complejado con
estudio (seguridad y viabilidad).
fosfolipidos de
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Extracto de
Lindera

obtusiloba

Extracto de
soja
fermentado

MicrSoy-20

Gotas de
vitamina D3,
Coriolus
Versicolor,
Trident SAP
66:33 Limdn,
Probiotic
Prol2,
Provitalix Pure
Whey Protein,
Theracurmin 2X
y extracto de té

verde

Acido graso
omega-3
(Omacor),
Bojungikki-tang
(Kracie
Bojungikgitang
Extract Fine
Granule),
suplemento
nutricional oral
(HARMONILAN
SOLN)

Introduccion

EORTC QLQ-C30

NCT04348149
EORTCQLQ-LC13
Incidencia de eventos adversos
NCT04909034
emergentes del tratamiento
Tasas de retencién de participantes
Cruce y contaminacioén en el brazo NCT04871412
de control
Cambio medio (kilogramo, kg) en la
masa corporal magra total (LBM)
NCT04907864

Cambio medio (kg) en la fuerza de

agarre

En esta linea, podemos encontrar gran cantidad de compuestos de origen

alimentario, a los cuales, se les atribuyen propiedades anticancerigenas afectando
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diversos procesos en la progresion tumoral (i.e., proliferacion, metastasis,
angiogénesis) (Reglero y Reglero, 2019) y su efecto inmunomodulador en estas
condiciones (Samec y col., 2020) (Figura 8). Asi, podemos asumir los factores y bases
moleculares de la medicina de precisiéon para establecer estrategias y terapias
nutricionales de precisién, que puedan utilizarse como coadyuvantes en el
tratamiento del cédncer (Reglero y Reglero, 2019), mejorando la prognosis de la
enfermedad y/o calidad de vida de los pacientes. Sin embargo, sigue siendo
prioritario mejorar la biodisponibilidad de los potenciales compuestos bioactivos
dado que por su naturaleza quimica tienen una baja absorcién a nivel intestinal, y

muchas veces se ven afectados por el metabolismo de la microbiota intestinal.

Mama: Pulmén:
Curcumina Apigenina
Galato de epigalocatequina O Curcumina
Quercetina Galato de epigalocatequina
Secoisolariciresinol diglucosido .
B—S|toster0|—D.—g|uc05|d0 Colorrectal:
Aronia —C )
Aceite de ricino Galato deuer;tgrgllgjatequina
Tripterygium wilfordii o
prEryg f . Acido docosahexaenoico

. Panax ginseng

Semillade uva

— O Isodon

Prostata: Piel de naranja
Apigenina Diterpenos fendlicos
Curcumina Romero

Naringenina Aceite de higado de tiburon

ProcianidinaB2 3,3'-di-O-galato Berros y brocoli

Quercetina
Andrographis paniculata Leucemia:
Sorghum Zingiber officinale

Figura 8. Principales bioactivos y extractos naturales con efectos probados en el tratamiento del cancer,

modificada de Reglero y Reglero, 2019.

En relacion al uso de compuestos bioactivos en el tratamiento del cancer, hay
qgue sefialar que su efecto puede ser variable en funcién del estado y microambiente

tumoral. En este sentido, existe gran la controversia en el uso de antioxidantes en
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cancer. Hasta la fecha, se han realizado nueve ensayos controlados aleatorios de
suplementos dietéticos antioxidantes para la prevencion del cancer en todo el mundo,
muchos de ellos fueron patrocinados por el Instituto Nacional del Cancer (USA). En
general, estos nueve ensayos clinicos controlados aleatorios no proporcionaron
evidencia de que los suplementos dietéticos antioxidantes sean beneficiosos en la
prevencion primaria del cdncer. Por otro lado, algunos ensayos realizados en un
numero reducido de pacientes, tenian como objetivo evaluar si la ingesta de
suplementos antioxidantes durante el tratamiento del céncer altera la eficacia o
reduce la toxicidad de terapias especificas (Lawenda y col., 2008). Estos ensayos
reportaron resultados mixtos, y es importante senalar que algunos incluso reportaron
resultados negativos, especialmente en pacientes fumadores. En general, no se han
realizado estudios dirigidos en profundidad, los resultados no son claros, y las
recomendaciones existentes emitidas por el Instituto Nacional del Cancer (USA)
sefalan que los suplementos antioxidantes deben usarse con precaucion y bajo el

consentimiento y control médico.

1.2.2 Diterpenos del romero

El romero (Rosmarinus officinalis L.) es una planta de hoja perenne, originaria
de la regidon mediterranea que se cultiva en diversas partes del mundo. Las hojas de
romero se emplean generalmente en la alimentacién de la dieta mediterranea como
especias y elementos aromatizantes. Los extractos supercriticos de romero han sido
aprobados como aditivos alimentarios por la Autoridad Europea de Seguridad

Alimentaria en relacién con su potencial antioxidante (EFSA, 2008).

El R. officinalis L., empleado en la medicina tradicional desde hace siglos, ha
llamado la atencion debido a sus diversas actividades bioldgicas demostradas tanto
in vitro como in vivo, que incluyen efectos antihiperglucémicos, antiinfecciosos,
anticancerigenos, antiinflamatorios, antioxidantes, antitrombéticos y
hepatoprotectores (Bourhia y col., 2019; Allegra y col., 2020; Brindisi y col., 2020). La
actividad biolégica del romero ha sido atribuida a su contenido en los diterpenos

fendlicos, acido carnésico, carnosol y metilcarnosato, y a los acidos fendlicos
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rosmarinico y cafeico. En diversos tipos de cancer (i.e., colon, higado, mama,
préstata, melanoma), se ha demostrado que el romero produce sus efectos
antitumorales mediante distintos mecanismos; i) inhibicién del efecto de
procarcinégenos, ii) actividad antioxidante, iii) inhibicion de dianas oncogénicas y
activacion de dianas supresoras de tumores, iv) modulacién de la respuesta
inmunitaria, v) efectos anti-inflamatorios, vi) activacién de apoptosis, e vii) inhibicién
de angiogénesis. Sin embargo, continla siendo prioritario establecer en concreto
qué formulaciones de extractos se utilizan con que composicién de bioactivos
obtenidos de forma estandarizada, definir su mecanismo de accidon definiendo su
compatibilidad con los tratamientos oncoldgicos, y validar mediante ensayos clinicos

el impacto real de su aplicacién en cancer (Allegra y col., 2020).

Extraccion de bioactivos del romero con fluidos supercriticos

En la bibliografia cientifica se ha descrito el R. officinalis como fuente de
distintos compuestos potencialmente bioactivos (del Bafio y col., 2003; Borrds-Linares
y col.,, 2014; Gonzélez-Vallinas y col., 2015). Estos compuestos presentan estructuras
asociadas a diterpenos/triterpenos fendlicos (i.e., acido carndsico, carnosol y acido 12-
O-metilcarnosico), ésteres derivados del acido cafeico (i.e., acido rosmarinico),
flavonas y flavanoides (i.e., isoscutellareina 7-O-glucdsido y genkwanina), cada uno de
los cuales aparece en concentracidon variable y distribuidos en distintas partes de la
planta en funciéon del ciclo fisiolégico. Los diterpenos de R. officinalis han sido
aprobados por la Uniéon Europea (UE) y se les ha otorgado el estado GRAS
(Generalmente reconocido como seguro) en los Estados Unidos por la Administracion
de Alimentos y Medicamentos (FDA). Los extractos de romero y los fitoquimicos que
contienen presentan una buena tolerabilidad en diferentes modelos animales, como lo
demuestran los extensos estudios realizados para su aprobacién por la UE y la FDA

como conservante antioxidante de los alimentos.

De todos los métodos y técnicas disponibles, en la actualidad, la extraccidn por
fluidos supercriticos ha sido propuesta como uno de los mejores métodos para la

extraccion de los compuestos bioactivos a partir del romero (Allegra y col., 2020). Se
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ha demostrado que la actividad inhibidora de estos extractos de la proliferacion de
lineas celulares de cancer de colon (Valdés y col., 2013; Sdnchez-Camargo y col., 2016),
es superior a la de otro tipo de extractos obtenidos por otras técnicas como
extracciones sélido-liquido y liquido-liquido o la extraccién asistida por microondas
(Allegra y col., 2020). En particular, dada su actividad anticancerigena, los compuestos
gue mayor atencion han recibido incluyen el carndsico, carnosol y rosmanol (Petiwala
y Johnson, 2015), siendo el acido carndsico y el carnosol los mas descritos como
potenciales bioactivos con actividad antitumoral (Figura 9) (Gonzalez-Vallinas, 2013;
Gonzdlez-Vallinas, 2014; Gonzalez-Vallinas y col., 2015). Asi, pueden encontrarse
estudios que evidencian el efecto de los diterpenos del romero sobre vias de

sefalizacién desreguladas en diferentes canceres sdlidos y sanguineos.

Figura 9. Estructuras quimicas del acido carnésico y el carnosol.

Efecto antitumoral del extracto de romero

Se han realizado estudios tanto in vitro como in vivo acerca de la actividad
anticancerigena del acido carndsico en cancer de pulmdn en los ultimos afios. Shiy col.
combinaron &cido carndsico y fisetina para inhibir la proliferaciéon de cultivos in vitro
de CPCNP induciendo apoptosis sin mostrar toxicidad en células pulmonares sanas.
Ademads, se demostré su efecto antitumoral en un modelo preclinico de
xenotrasplantes en ratones (Shi y col., 2017). En relacién con la quimioterapia, Liu y
col. lo utilizaron junto a cisplatino in vivo en ratones con carcinoma de pulmén de
Lewis, donde la intervencidon aumentd la infiltracion y la activacion de células T

citotoxicas CD8*, junto a la inhibicién de las células supresoras derivadas de la linea
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mieloide (MDSC) (Liu y col., 2018). A escala molecular, Zhao y col. (2019), en células de
CPCNP, han confirmado in vitro que el efecto antiproliferativo del acido carnédsico
puede estar mediado por la inhibicidon de la via de sefializacion PI3K/Akt/mTOR. Esta
via se ha definido como critica en la coordinacién metabdlica de las respuestas
desencadenadas en las células mieloides (Weichhart y col.,, 2015; Vergardi y col.,
2017). Sin embargo, hay que sefalar que estudios recientes llevados a cabo por
Corveloni y col. (2020) ponen en debate una potencial toxicidad/efectividad del acido
carnodsico al inhibir la proliferaciéon e inducir apoptosis in vitro tanto de células de
CPCNP como pulmonares no tumorales (Corveloni y col.,, 2020), sugiriendo un
potencial efecto beneficioso del extracto completo disiminuyendo la toxicidad. De
hecho, diversos estudios que defienden el uso de los extractos naturales completos en
contraposicién del uso de los componentes bioactivos individuales (Pérez-Sanchez y
col., 2019).

A este respecto, estudios in vitro previos con extractos supercriticos de romero
(SFRE) han mostrado su potencial actividad antitumoral contra las células de cancer de
colon, asi como un efecto sinérgico en combinacion con 5-FU (Gonzalez-Vallinas,
2013). Ademas, el SFRE sensibilizd a las células resistentes al 5-FU aumentando la
efectividad terapéutica del farmaco (Gonzalez-Vallinas, 2013). Los SFRE también han
mostrado actividades antitumorales contra las células del cancer de mama (i.e., ERY,
HER2* y TNBC) con respecto a la viabilidad celular y la inducciéon de la muerte. En
general, estos estudios avalan el uso de los SFRE como un potencial agente
coadyuvante en la terapia del cancer de mama en combinacién con tamoxifeno,
trastuzumab vy paclitaxel, al mostrar un aumento significativo en la actividad
antitumoral en comparacion con el efecto del fdrmaco solo (Gonzdalez-Vallinas, 2014).
Ademas, SFRE ejercid actividad antitumoral tanto en el cadncer de colon como en el de
pancreas, probablemente a través de la regulacidn al alza de GCNT3 y la regulacién a la
baja de miR-15b, proponiéndose este ultimo como un biomarcador no invasivo para
controlar el efecto anticancerigeno producido por SFRE (Gonzalez-Vallinas, 2014).

Sin embargo, existen pocos estudios con extractos de romero sobre el cancer
de pulmén. Moore y col. ensayaron in vitro un extracto metandlico de romero en
células de CPCNP, demostrando la inhibicion de la proliferacién mediante la activacién

de apoptosis, al reducir la activacién de Akt/mTOR/p70S6K (Moore y col., 2016). Por
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otro lado, la efectividad de la inmunoterapia en cancer de pulmdn hace necesario

tener en cuenta el efecto de dichos bioactivos sobre el sistema inmune.

Efecto inmunomodulador del extracto de romero

En relacion al sistema inmune, varios estudios se han realizado en animales, tres de
estos estudios en ratones (Altinier y col., 2007; Huang y col., 1994; Mengoni y col.,
2011) mostraron que la aplicacién tépica de extractos de romero sobre edemas
provocd una reduccién significativa de los mismos en la primera y Ultima etapa de
estos estudios. Beninca y col. demostraron que la inyeccion intraperitoneal de
extractos crudos de romero tiene un efecto antiinflamatorio marcado en un modelo
de pleuresia murina, disminuyendo significativamente el nimero de leucocitos vy
neutrofilos. La exudacion, la actividad de la mieloperoxidasa (MPO), la concentracién
de NOy, los niveles de TNF-a e IL-1B también se redujeron significativamente (Beninca
y col., 2011). Otro estudio con ratones (Al Sheyab y col.,, 2012) mostré que la
administracion oral del extracto de romero estimuld la inmunidad adaptativa (Ahmed
y Babakir-Mina, 2020). Cabe destacar un ultimo y reciente estudio realizado por Silva y
col. en ratones Wistar administrados por via oral con extracto de romero, reduciendo
la afluencia de neutrdfilos inducida por carragenina, la liberacidon de citoquinas y el
estrés oxidativo sobre exudados. Estos efectos encontrados indican que las acciones
antiinflamatorias del romero, se producen en las primeras fases de la inflamaciéon (Yu
y col., 2013; Silva y col., 2015; de Oliveira y col., 2017).

En humanos, sélo un estudio investigd los efectos antiinflamatorios del
extracto de romero. Un estudio clinico aleatorizado (Sinkovic y col., 2010) en el que
participaron 19 voluntarios jovenes sanos que recibieron comprimidos de extracto de
romero a diario durante 21 dias. Este estudio no mostré una relacién causal

significativa entre su ingesta y la inflamacién (Ahmed y Babakir-Mina, 2020).

1.3 Biodisponibilidad de compuestos bioactivos

1.3.1 Vehiculizaciéon de compuestos bioactivos

Las aplicaciones clinicas de los compuestos naturales estan limitadas debido a
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una solubilidad acuosa baja, un catabolismo rapido, una biodisponibilidad reducida y
una absorcidn intestinal mala. En los ultimos afios, se han desarrollado diferentes
estrategias aumentar su biodisponibilidad tras la digestion gastrointestinal mediante,
el uso de nanoparticulas, micelas, lipidos, liposomas y complejos metdlicos Ademas, la
escasa solubilidad en agua, la inestabilidad fisicoquimica y la complejidad de tales los
extractos limitan aun mas su uso (Armendariz-Barragdn y col., 2016). Asi pueden
encontrarse estrategias de vehiculizacién de ingredientes alimentarios como acidos
grasos poliinsaturados (Pérez y col., 2015) y polifenoles como la curcumina (Feng y
col., 2019). La formacién de estructuras supramoleculares mejora de modo
significativo la estabilidad del compuesto bioactivo, su bioaccesibilidad (fraccidn
soluble en el medio gastrointestinal disponible para su absorcién) y su actividad. Estos
efectos son principalmente atribuidos a favorecer una menor susceptibilidad a los
enzimas digestivos, asi como a la interaccidn con los productos metabdlicos derivados
de la accién de estos, y minimizar la interferencia con la capacidad de micelacién por
parte de los acidos biliares. En cuanto al uso de lipidos como sistemas de
administracion, se ha producido una rdpida aceptacion y un gran desarrollo de
sistemas de administracion oral basados en lipidos portadores (Mouhid y col., 2017;
Pandey y Kohli, 2018). Las formulaciones a base de lipidos amplifican la solubilizacion
del compuesto y crean el ambiente lipofilico para obligar al transporte del bioactivo

hacia los sitios de absorcidn intestinal (Raniy col., 2019).

Los sistemas de vehiculizacion autoemulsionantes/microemulsionantes son
mezclas isotrdpicas de aceites naturales o sintéticos, tensioactivos sélidos o liquidos, o
alternativamente, uno o mas disolventes hidréfilos y codisolventes / tensioactivos
(Pandey y Kohli, 2018). Los lipidos en la fase oleosa son hidrolizados por las lipasas
gastricas y pancreaticas para liberar mas productos de digestidon de lipidos anfifilicos.
Estos lipidos digeridos liberados se solubilizan mas facilmente por los lipidos biliares
secretados en la bilis. Esta asociacidn micelar promueve posteriormente Ia
solubilizacion de lipidos y apoya su absorcidn. Por tanto, los compuestos hidréfobos y
poco solubles en agua que se incorporan con lipidos portadores también pueden
solubilizarse mediante la formacién de complejos mixtos de sales biliares micelares y

lipidos tras la digestién. Este mecanismo mejora la aparente solubilidad del compuesto
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en el liquido gastrointestinal y cominmente conduce a aumentos en la absorciéon y
biodisponibilidad del bioactivo, un proceso que se ha explotado comercialmente (Park

y col., 2020).

En general, este mecanismo de absorcion mediado por lipidos puede retener
ademas las moléculas bioactivas en un estado soluble y disponible para su absorcién.
Por lo tanto, la absorcién del compuesto a través del epitelio intestinal aumenta
significativamente para las moléculas de farmaco clase Il (BCS), especialmente cuando

se formulan con esta tecnologia (Park y col., 2020).

Durante los ultimos anos, la formulacion de sistemas de vehiculizacion basados
en lipidos ha recibido una atencién significativa debido a su efecto positivo al
aumentar la biodisponibilidad oral del compuesto vehiculizado, al tiempo que se
minimizan las diferencias en el intervalo efectivo de concentraciones plasmaticas, y a
la flexibilidad en su formulacidn, facilitando la transferencia de tecnologia y ampliacion
de la fabricacion (Mouhid y col., 2017; Rani y col., 2019; Markovic y col., 2020).
Ademas, mejoran la estabilidad del farmaco, se pueden adaptar para alcanzar y
conseguir una mayor acumulacién en tejidos especificos, al tiempo que permiten una

liberacidn lenta y sostenida del farmaco (Ngan y Asmawi, 2018).

Como alternativa a los vehiculos basados en triglicéridos cominmente usados,
se plantea la posibilidad de utilizar vehiculos basados en alquilgliceroles (AKG), los
cuales poseen diversas propiedades funcionales, como antineoplasica e
inmunomoduladora (Rangholia y col., 2021). Los AKG estdn presentes de forma
abundante en el higado de algunas especies de peces elasmobranquios como
guimeriformes y algunos tiburones. Se sabe que practicamente todas las especies de
tiburones tienen una resistencia extraordinaria al crecimiento de tumores e
infecciones. Varios informes han indicado una incidencia extremadamente baja, o
incluso ningln registro, de cancer en tiburones. Actualmente, pueden encontrarse
diversas publicaciones cientificas que sefalan la utilidad del aceite de higado de

tiburon (SLO) en el tratamiento de afecciones resultantes de una respuesta

1.3.2 Vehiculos basados en lipidos bioactivos. Formulaciones basadas en Alquilgliceroles
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inmunitaria inadecuada y en el tratamiento complementario de varios tipos de cancer
(lannitti, 2010). Los efectos beneficiosos de este aceite en la salud, se han reconocido
en la medicina tradicional de los paises en los que la pesca del tiburdén ha sido una
practica habitual, como Noruega, Islandia o Japén (Deniau, 2011). En 1922 Tsujimoto y
Toyama encontraron alquilgliceroles en el aceite de higado de tiburdn, y Sir Robert
Robinson, Nobel de Quimica, los sintetizé por primera vez en 1930. Estructuralmente
son alquil-éteres de glicerol, aunque en la naturaleza, siempre se encuentran
esterificados con acidos grasos. Se sugieren varios mecanismos para sus multiples
actividades, que resultan de la incorporacion de alquilgliceroles (AKG) en fosfolipidos
de membrana y de interacciones de sefializacidon de lipidos. Son precursores de los
éterfosfolipidos, que participan en las estructuras y funciones de las membranas de

determinadas células como los leucocitos o los macrdfagos (Deniau, 2010).

Curiosamente, los lipidos son la Unica clase bioquimica que permite la
variabilidad en la estructura segun la nutricion. Por lo tanto, se puede modificar
mediante el suministro nutricional la composicién lipidica de las membranas celulares
y, como resultado, las estructuras y funciones de los lipidos bioactivos de membrana
(Deniau, 2011). En este sentido, un estudio en ratones C57BL/6 encontrd que la
suplementacion oral de una mezcla de AKGs regula al alza y mantiene la expresion
estable de multiples especies de plasmaldégenos endégenos tanto a nivel sistémico

como en tejido (Paul y col., 2021).
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Tabla 5. Principales estudios de relacion entre los alquilgliceroles y el sistema inmune.

Modelo

experimental /
Ensayo

Ratones hembra
BALB/c, 7-12

Compuesto y
Dosificacion

AKG (10-100 ng)

Mecanismo de accion

activacion de macréfagos mediada por el

Referencia

(Vaniamolo y

receptor Fc col., 1988)
semanas
Ratones
lactantes ranulocitos en sangre periférica
AKG (10,50 y 250 granuioct sangre perirert (Oh'y Jadhav,
(Sprague- m) aumentados; altos niveles plasmaticos de 1994)
Dawley, 8-10 PP I1gG e IgM
semanas)
normaliza el nivel del complemento, la
Pacientes con actividad de las células asesinas naturales .
. . . . (Tchorzewski y
artritis SLO (NK) y la produccién de intermediarios de
. , . . col., 2002)
reumatoide oxigeno reactivo por los leucocitos de
sangre periférica
Cerdas gestantes
y luego lactantes
(las cerdas se
vacunaron mayores niveles de leucocitos e IgG; (Mitre y col
contrala SLO (32 galdia) aumento de los anticuerpos de Aujeszky en y col,
2005)
enfermedad de sangre
Aujeszky 21 dias
antes del
término.)

13 voluntarios
durante 4
semanas

SLO con dosis
altas (3,6 g) de
escualeno, 3,6 g
de AKG y 750 mg
de n-3-PUFA por
dia

aumento de la respuesta de los neutrofilos
hacia las bacterias, un aumento del nivel
del componente C4 del complemento en la
sangre, el aumento del estado antioxidante
total del suero y el predominio de la
produccién de IFN-gamma, TNF-a e IL-2 de
citoquinas tipo 1 en sangre periférica;
también afectd notablemente el
metabolismo de los lipidos y el equilibrio
del colesterol

(Lewkowicz y
col., 2005)

10 voluntarios
sanos durante 30
dias

Biomarine 570 (9
capsulas al dia)

aumento el nivel de Clq, la relacion CD4 /
CD8 de 1.3 a 1.8 y la secrecion de
citoquinas de linfocitos Th1 / Th2
polarizada hacia Th1;

(Tchorzewski 'y
col., 2005)
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Tabla 6. Principales estudios en cancer.

Dos capsulas tres

, disminucién en los pacientes fallecidos
veces al dia (0,1

después del tratamiento, ademas de un

Pacientes con
cancer de cuello

. or , , . . Brohult y col,
de utero . &P . menor numero de metastasis y lesiones ( uy
capsula).Dosis . . . , 1986)
tratados con o complejas debido al tratamiento después de
. . diaria total fue de . .,
radioterapia 068 la administracion de AKGs
disminuye significativamente la (Skopinska-
Ratones BALB/c SLO angiogénesis cutdnea inducida por células Rozewskay
tumorales y crecimiento tumoral col., 2003)
Ratones redujo la diseminacidon de la metastasis;
afectados por disminuyd significativamente el contenido
P SLO y AKG y K & . (Pedronoy
tumores de e de plasmalégeno en los tumores; redujo la
purificado col., 2004)

carcinoma de presencia en tumores del factor von
pulmén de Lewis Willebrand
efecto potenciador maximo en la respuesta
de hipersensibilidad de tipo retardado;
porcentaje de linfocitos CD8 + aumentg;
aumento significativo en la produccién de
IFN-gamma

Ratones hembra
BALB/c, 8-10 SLO (10% AKG)
semanas con inyectado
xenografts

(Hajimoradi y
col., 2009)

En la revision de la bibliografia cientifica (Tablas 5 y 6) sobre el potencial
beneficio del SLO o AKG en el sistema inmune y en el tratamiento del cancer, hay que
destacar un estudio abierto en 40 pacientes de edad avanzada que recibieron
alquilgliceroles (500 mg dos veces al dia) durante 4 semanas previas a diferentes
intervenciones quirurgicas con el fin de reducir los riesgos de la operacién. En este
estudio se encontré un aumento significativo de glébulos blancos, linfocitos, IgM e IgA,
al tiempo que disminuyeron las condiciones inflamatorias y anérgicas en el periodo
postoperatorio, logrando asi una recuperacién rdpida y sencilla. En conclusion, estos
estudios sugieren la introduccion de este producto nutracéutico, antes del tratamiento
quirurgico para una modulacion efectiva de leucocitos y reactividad inmunoldgica. El
compuesto no tenia ningun tipo de intolerancia ni efectos secundarios, y los pacientes
tratados tuvieron un resultado sin complicaciones (Palmieri y col., 2014). Ademas y a
pesar del pequefio tamafio muestral y corta intervencion, hay que referir dos ensayos
clinicos recientes en humanos. El primero de ellos recluté 30 voluntarias sanas, no

fumadoras, de origen polaco (edad media 23,9 afos), suplementadas con 1500 mg de
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SLO por dia durante 6 semanas. Se observé un cambio en la proporcidn entre acidos
grasos saturados (disminuidos) e insaturados (aumentados), lo que mejoré el indice de
fluidez de la membrana celular. Ademas, se observd una reduccion en los niveles de
expresion de la proteina C reactiva (Zakrzewska y col., 2021). Por ultimo, otro ensayo
reciente en 10 hombres con sobrepeso u obesidad fueron suplementados con 4-g
Alkyrol®, moduldndose los plasmaldgenos y otros éteres lipidicos en el plasma humano
y los glébulos blancos. Estos cambios, junto con la observacién de pequenas mejoras
pero significativas en marcadores clinicamente importantes de dislipidemia e
inflamacién, proporcionan una sdlida justificacién del impacto de la suplementacién

con SLO en las enfermedades metabdlicas (Paul y col., 2021).

Junto a todos los estudios descritos con anterioridad, el efecto
anticancerigeno de AKG parece relacionado con su efecto en la activacion de
macrofagos y el aumento de la produccién de citoquinas como IL-12 e IFN-y
(Referencia). De hecho, se reconoce que el reclutamiento y la activaciéon de
macrofagos son fundamentales en la defensa antitumoral primaria, mientras que IFN-
v, inhibe una amplia variedad de células malignas, ya sea de forma directa con el
crecimiento de las células cancerigenas o a través de sus propiedades
inmunomoduladoras. Todos estos estudios apoyan el uso de alquilgliceroles como
terapia complementaria en el tratamiento de neoplasias y como refuerzo
inmunolégico en enfermedades infecciosas, y, por tanto, su alto potencial bioactivo

para ser utilizados como vehiculos portadores de otros compuestos bioactivos.

Asi, el grupo de investigacion en colaboracion con la Universidad Auténoma
de Madrid y el Hospital Universitario Infanta Sofia presenté la Patente
WO0/2017/187000 titulada “Formulaciones con sistemas lipidos portadores de
compuestos bioactivos para su uso como agente adyuvante o potenciador de la
terapia inmunolégica en pacientes que sufren de cancer o de transtornos
inmunolégicos”, con el objetivo de vehiculizar extractos bioactivos de plantas con
este sistema. El sistema de vehiculizacion lipidico protegido por esta patente es un
sistema autoemulsionable que forma microemulsiones durante la digestion junto con
las sales biliares y fosfolipidos, formando micelas mixtas que estabilizan a los

componentes bioactivos durante la digestidn, evitando su precipitacidon o interaccion

Introduccion
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con inhibidores de la absorcidn, aumentando su bioaccesibilidad, biodisponibilidad v,
consecuentemente, su bioactividad. Adema3s, este sistema permite la lipofilizacion de
las moléculas con escasa solubilidad en agua, facilitando su aplicacién como
ingredientes en distintos alimentos. Por tanto, este sistema mejora la estabilidad y
biodisponibilidad oral de diversos compuestos bioactivos como suplementos
(nutracéuticos), y alimentos funcionales de uso especifico para la salud, en muchos
casos potenciando sus efectos. Esta patente, aprobada en Europa y extendida a
distintos paises del mundo, ha constituido la base de la constitucidon de una empresa
basada en el conocimiento y la tecnologia, Forchronic, en el marco de la cual se ha

realizado este doctorado industrial.

1.4 Nutracéuticos de precision como complementos en la prevencion y
tratamiento del cancer: Lipchronic

1.4.1 Forchronic

Forchronic S.L. es una empresa reconocida como EBC (empresa basada en el
conomimiento) por la Universidad Autonoma de Madrid, y empresa basada en la
tecnologia por IMDEA Alimentacion. Fue constituida en 2019 promovida por Canaan
Research & Investment, e investigadores del Instituto IMDEA Alimentacién, la
Universidad Auténoma de Madrid, y el Hospital Universitario Infanta Sofia. Su origen
fue la licencia de la Patente WO/2017/187000 a Canaan Research & Investment, S.L.
Esta patente se basa en un sistema de vehiculizacidon de extractos naturales basado en
lipidos portadores bioactivos para aumentar su biodisponibilidad y reforzar su
actividad bioldgica. De esta manera, el objetivo de Forchronic es utilizar este sistema
exclusivo de vehiculizacion para desarrollar y llevar al mercado una nueva gama de
suplementos nutricionales de precisién de alta eficacia, dirigidos hacia la prevencién y
el tratamiento de enfermedades relacionadas con el sistema inmune y alteraciones
metabdlicas como el cancer.

El mercado al que se dirige Forchronic es por tanto el de los comunmente
conocidos como “Nutracéuticos” que se encuentra en fuerte expansidn gracias a los

avances cientificos que se estan produciendo en el campo de la alimentacién y salud.
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La nueva era de los complementos nutricionales abre un enorme potencial en el
desarrollo de productos de uso especifico para la salud que establecen sinergia con los
tratamientos farmacoldgicos actuales.
Forchronic ofrece una solucién innovadora basada en el desarrollo de una
nueva generacién de nutracéuticos de precisidony alta biodisponibilidad, cuyas
caracteristicas principales son:
Nutricion de Precisién: personalizacion tanto desde el punto de vista genético como
fisiolégico para logar maxima eficacia.
Alta Biodisponibilidad: liberacién eficaz de los compuestos en el organismo. Optima
absorcién de los mismos.

- Actividad Terapéutica: mecanismo molecular de accién definido, y funcionalidad

validada en ensayos clinicos en humanos.

En paralelo a la dieta, los suplementos dietéticos que incluyen extractos
derivados de plantas, entre otros, han atraido la atencién tanto de la comunidad
cientifica como de la empresarial. Segun se informa, el 50% de los adultos que reside
en los Estados Unidos usa suplementos dietéticos de manera regular por una gran
variedad de razones de salud, y tras un diagndstico en céncer, del 20 al 80 %
(Marian, 2017). Sin embargo, muchos de estos suplementos que se consumen en
condiciones de enfermedad, no sélo no estan estudiados en profundidad, sino que
SuU consumo en numerosas ocasiones no es conocido por los oncdlogos clinicos, lo

que ha generado problemas en diversas ocasiones.

En la actualidad, el desarrollo de las tecnologias “dmicas” y la Nutricién de
Precision, abre una via de utilizacién de suplementos nutricionales dirigidos contra
rutas moleculares concretas, para ser utilizados con efectividad en el marco de la
Medicina Personalizada, hoy en dia habitualmente utilizada en el tratamiento del
paciente oncolégico. Por ello, en este momento en el que los tratamientos
farmacolégicos contra el cancer se disefian racionalmente en base a dianas
moleculares alteradas en subgrupos de pacientes y tumores especificos, han
aumentado las estrategias nutricionales complementarias basadas en el
conocimiento del efecto molecular que puedan actuar de manera sinérgica con el

tratamiento clinico.
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Este objetivo es el de Forchronic, desarrollar y validar suplementos
nutricionales de precisién eficaces en la prevencion y el tratamiento de

enfermedades crdénicas como el cancer.

1.4.2 Lipchronic®

Lipchronic®, primer suplemento nutricional de precisién de Forchronic, es una
formulacion (Tabla 7) de extracto supercritico de romero rica en alquilgliceroles
vehiculizada con bajo la patente WO/2017/187000 con un vehiculo lipidico portador
basado en alquilgliceroles. En este producto, se produce un efecto sinérgico en la

bioactividad de los diterpenos de romero y los alquilgliceroles (W0/2017/187000).

Tabla 7. Principales compuestos bioactivos de Lipchronic®.

Aceite de higado de tiburén 750 mg
Alquilgliceroles 150 mg
Extracto de romero 45 mg
Acido carnésico 7.2 mg

El efecto del producto esta validado clinicamente (NCT03492086) gracias a un
estudio piloto paralelo, aleatorizado, doble ciego de seis semanas de duracién con dos
brazos de estudio: capsulas que contienen SFRE y alquilglicerol (CR) y capsulas control
(CC), con el objetivo primario de demostrar la seguridad y tolerabilidad de la
intervencién, y como objetivos secundarios el evaluar su potencial efecto
inmunomodulador (por cuantificacién de cambios en subpoblaciones de leucocitos de
sangre periférica y el perfil de citoquinas producido por células mononucleares de
sangre periférica (PBMC) después de su estimulacion con lipopolisacaridos (LPS) ex
vivo asi como regulador del metabolismo lipidico y otras rutas funcionalmente
implicadas en la progresién tumoral. Lipchronic® demostré efectos en la inhibicién de
marcadores de oxidacion y asi como en la modulacién de la expresidon de genes

relacionados con inflamacién y rutas oncogénicas (Gomez de Cedrén y col., 2019).
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Ademds, en este estudio se observé un aumento de efectores innatos, T citotdxicos y
NKs, que sugieren una potenciacion de la inmunidad innata, asi como efectos

potencialmente favorables en el control del desarrollo tumoral (Figura 10).

Efectores maduros (linfocitos
T citotdxicos CD8*, monocito
tipo dendritica)

Inmunidad
innata activada

1‘ IFN-y e IL-6
\l, IL-8

\l, JAK1, CHKA, NFEL2, BMP2

Microambiente
antiinflamatorio

Expresion génica

Funcién inmune
mejorada

Propiedades
antitumorales

Figura 10. Modelo propuesto para el efecto bioactivo de Lipchronic®.
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OBIJETIVOS

Dada la importancia de la alteracién del metabolismo lipidico en cancer de
pulmon (Merino Salvador y col., 2017; Zhang y col., 2020), junto con la demostracion
de la eficacia de la inmunoterapia en este tipo tumoral en los ultimos afios (Steven y
col., 2016; Sanchez de Cos Escuin, 2017; Kinoshita y col., 2021), la hipdtesis de este
trabajo es que un suplemento nutricional capaz de potenciar la inmunidad innata e
inhibir la activacion del metabolismo lipidico, puede ser altamente efectivo como
complemento nutricional de precisién con actividad terapéutica en este tipo
tumoral. Por tanto, el objetivo general de esta Tesis es definir el potencial
antitumoral de Lipchronic®, formula bioactiva de extracto supercritico de Rosmarius
officinalis vehiculizado con lipidos portadores bioactivos, en cancer no microcitico de

pulmon.

Para este fin, se han establecido los siguientes objetivos especificos:

O1. Evaluar in vitro el efecto molecular y funcional del extracto supercritico
de R. officinalis y, vehiculizado con lipidos poradores bioactivos basados en
alquilgliceroles (Lipchronic®) en lineas celulares de cancer de pulmén no microcitico

y en macroéfagos humanizados.

02. Estudiar el efecto de Lipchronic® en modelos preclinicos para evaluar su
potencial inmunomodulador in vivo en los procesos inflamatorios iniciales que

pueden dar lugar al desarrollo del cancer de pulmén.

03. Valorar el potencial clinico de la administracién de Lipchronic® como
suplemento nutricional de precision en pacientes con cancer de pulmén no

microcitico.
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Il MATERIALES Y METODOS

3.1 Estudios In vitro en lineas celulares

3.1.1 Extracto de romero, Lipchronic® y fairmacos

El extracto supercritico de romero (SFRE) se obtuvo a través de Flavex
Naturextrakte GmbH (Cat. No: 027.020), el cual contiene un 24-26 % de diterpenos
fendlicos con >16 % en acido carndsico. SFRE (Flavex Naturextrakte GmbH, Rehlingen-
Siersburg, Alemania) se disolvié en DMSO a 50 mg/mL.

El producto comercial Lipchronic® fue proporcionado por Forchronic, objetivo

fundamental del doctorado industrial (https://www.lipchronic.es/). El producto se

administra tomando dos capsulas al dia que contienen: 750 mg de aceite de higado de
tiburdn, de los cuales 150 mg son alquilgliceroles; 45 mg de extracto de romero, de los
cuales 7,2 mg son acido carndsico.

Los farmacos utilizados en la clinica se obtuvieron a través de Merck
(Darmstadt, Alemania). Cisplatino (Cat. No: $6196), oxaliplatino (Cat. No: 09512) vy
metformina (Cat. No: PHR1084) fueron disueltos en agua miliQ a una concentracion de
1y 10 mMy 10 M respectivamente. Carboplatino (Cat. No: C2538) y simvastatina (Cat.
No: $6196) se disolvieron en dimetilsulféxido (DMSO) (Scharlab, Cat. No: SU01531000)
a una concentracién de 10 y 24 mM respectivamente. Pemetrexed y pembrolizumab,
fueron cedidos generosamente por el Dr/Lic. Juan Moreno (Hospital Universitario

Infanta Sofia).

3.1.2 Cultivos celulares

Como modelos in vitro de cancer de pulmén humano no microcitico, se
utilizaron las lineas celulares H1299 y H1975, y como modelo del sistema inmune
innato en el microambiente tumoral, la linea de macréfagos humanizados HB-8902. La
linea HEK-293 de células embrionarias de rifidn humano se utilizé como modelo de
células inmortalizadas no tumorales.

Las lineas celulares fueron adquiridas de la coleccion American Type Culture


https://www.lipchronic.es/
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Collection (ATCC, Manassas, VA, EEUU). Todas las células se mantuvieron y crecieron
siguiendo las instrucciones proporcionadas y se incubaron en condiciones estandar de
humedad (95%), CO, (5%) y temperatura (37°C). Para el cultivo celular de H1299 y
H1975 se utilizé medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI)-1640 (Lonza, Cat. No:
BE12-702F) y para el cultivo de HB-8902 medio minimo esencial Eagle (MEM) (Gibco,
Cat. No: 11095-080), mientras que la linea HEK-293 fue cultivada con medio Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) (Lonza, Cat. No: 12-604F). Los medios fueron
suplementados al 10% (v/v) de suero fetal bovino (FBS) (Gibco, Cat. No: 10270-106).
Ademas, para el correcto mantenimiento de los cultivos, se emplearon tripsina (Lonza,

Cat. No: BE17-161E) y tampdn fosfato salino (PBS) (Lonza, Cat. No: BE17-517Q).

3.1.3 Ensayos MTT en cultivos celulares

Para la determinacion de la viabilidad celular se utilizé el método del bromuro
de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT) (Plumb y col., 1989). Este
método se basa en la reduccién del MTT por parte de las deshidrogenasas
mitocondriales, dando lugar a formazan, cuya cantidad es proporcional al nUmero de
células viables.

Se sembraron las células en fase exponencial de crecimiento en placas de 96
pocillos (4.000 células por pocillo para las lineas H1299 y H1975, 6.000 células para
HEK-293 y 10.000 células para la linea HB-8902, todas ellas en 200 uL de medio por
pocillo). Tras 24h de incubacién, el medio celular se reemplazé por medio
suplementado con el/los tratamiento(s) correspondientes, o el vehiculo sin
tratamiento (pocillos control), y la incubacién continud hasta completar la duracién del
tratamiento (48h para H1299, H1975 y HEK-293; y 3h para HB-8902). Transcurrido el
periodo de tratamiento se eliminé el medio de los diferentes cultivos. Para la
determinacion de la funcién mitocondrial e indirectamente la cantidad de células
viables, a partir de una disolucidon de 5 mg/mL de MTT (Merck, Cat. No: M2003) en
PBS, se adiciond al cultivo celular una disolucién de trabajo de 0.5 mg/mL durante 3h
de incubacién. Tras este periodo, se retiré el medio y se afiadieron 200 pL de DMSO en

cada pocillo, con el fin de disolver el formazan y medir su absorbancia a 560 nm en un
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espectrofotémetro lector de placas (UVM 340 Biochrom).

Las concentraciones correspondientes a los parametros ICsp (inhibicidon del 50%
de la viabilidad celular), Glso (inhibicion del 50% de la proliferacién), TGl (inhibicion
total de la proliferacién) y LCso (50% de muerte celular) se calcularon segun las
definiciones del Instituto Nacional de Salud Americano (NIH) (Boyd y Paull, 1995). Para
calcular los pardmetros relacionados con la proliferacién y la muerte celular (Glso, TGl y
LCso), la proporcion de células viables se determind no sélo al finalizar el tratamiento,

sino también en el momento previo al tratamiento (tiempo 0).

celulares

Se monitorizé la respiracién mitocondrial (o fosforilacidon oxidativa) (prueba de
MitoStress) (Agilent, Cat. No: 103015-100,) y la actividad de glucélisis aerdbica (prueba
de GlycoStress) (Agilent, Cat. No: 103020-100) con el equipo XFe96 Cell Bionalyzer
(Seahorse Biosciences, XFe96) utilizando kits comerciales. En los estudios previos,
durante la preparacion de las muestras, se determinaron la densidad celular dptima y
la concentracion de farmacos. La dependencia de las células de la glucdlisis aerdbica y
la fosforilacién oxidativa se controlé después de la inyeccidén secuencial de
moduladores de ambas vias bioenergéticas, segun las indicaciones de los protocolos
establecidos para tal fin (Agilent).

Las células tumorales de pulmdn se pretrataron con diferentes dosis, en base a
los valores de ICso determinados en el ensayo MTT, de SFRE o Lipchronic® durante 48
h, y antes de los experimentos, el mismo nimero de células previamente pretratadas,
se sembraron en placas XFe en ausencia de tratamiento para comparar el
metabolismo bioenergético del mismo nimero de células. Las células no tratadas se
mantuvieron como controles.

En la linea de macréfagos humanizados, los tratamientos se realizaron en
‘agudo’, inyectando SFRE o Lipchronic® como primer modulador en la secuencia
experimental. De la misma manera, se mantuvieron células sin esta inyeccion adicional
como controles.

Se realizaron ensayos de GlycoStress para evaluar el efecto de SFRE o

3.1.4 Andlisis de la tasa de acidificacion extracelular y de consumo de oxigeno en cultivos
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Lipchronic en la inhibicidon del efecto Warburg en las lineas celulares de cancer de
pulmoén no microcitico. Se sembraron 10.000 células en una placa de 96 pocillos XFe-
96 y se mantuvieron 12h en RPMI 1640 suplementado con FBS al 10% (v/v).
Posteriormente, el medio de cultivo se cambid a glutamina XFe DMEM 0,2 mM (HEPES
5 mM pH 7,4), y las células se incubaron durante 30 min a 37°C sin CO,. Se midi6 (1-3
lecturas) la primera tasa de acidificacidn extracelular basal (ECAR). Se inyectd glucosa
(10 mM) a las células para determinar (4-6 lecturas) la glucdlisis (esta es la ECAR
aumentada de la situacidn de inanicidn basal después de la adicion de glucosa). Esta
medida nos permite estimar la capacidad de las células para utilizar glucosa tras un
periodo previo de ayuno de glucosa. A continuacién, se determiné la capacidad
glucolitica maxima (7-9 lecturas) después de la inyeccidn de oligomicina (1,5 uM), que
inhibe la produccion de ATP a partir de la respiracién oxidativa mitocondrial.
Finalmente, se realizd una tercera inyeccidon con 2-desoxi-D-glucosa (2-DG) 50 mM
para detener especificamente la glucdlisis aerdbica (10 a 12 mediciones).

Para el ensayo MitoStress, se sembraron 10.000 células de las lineas tumorales
de pulmén, y 40.000 células de macréfagos humanizados, en placas de 96 pocillos XFe-
96, y las células se mantuvieron durante la noche en sus respectivos medios de cultivo
suplementados con 10% (v/v) de FBS. Luego, el medio se cambid a glucosa 10 mM,
glutamina 2 mM y piruvato XFe DMEM 1 mM (HEPES 5 mM, pH 7,4), y las células se
incubaron durante 30 min a 37 ° C sin CO;. Se inyectaron secuencialmente los
moduladores (olgomicina, FCCP vy rotenona/antimicina A) de la respiracion
mitocondrial. Después de la determinacion de la tasa de consumo de oxigeno basal
(OCR) (1 a 3 lecturas), se inyecté oligomicina (1,5 UM para H1299 y H1975; 2 uM para
HB8902), que inhibe la ATPasa, para determinar la cantidad de oxigeno dedicada a la
produccién de ATP por las mitocondrias (3 a 6 lecturas). Para determinar la frecuencia
respiratoria maxima o la capacidad respiratoria de reserva, se inyectd carbonilcianuro-
p-trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP) a 0,9 uM para H1299 y H1975, y 1,5 uM para
HB8902, liberando el gradiente de H* del espacio intermembrana mitocondrial (7-9
mediciones) y activando por tanto la respiracién maxima. Finalmente, se afiadié una
mezcla de antimicina A y rotenona (0,5 uM para todas las lineas celulares) para inhibir

completamente la respiracion mitocondrial (10-12 mediciones).
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3.1.5 Extraccion de ARN en cultivos celulares

Para la extraccién de ARN total de cultivos celulares de cancer de pulmén no
microcitico, se sembraron 50.000 células en placas de 12 pocillos. Tras 24 h, éstas
fueron tratadas durante 48 h con las diferentes concentraciones de SFRE, en base a los
valores de ICso determinados en el ensayo MTT. Entonces, los cultivos se lavaron con
PBS y se resuspendieron en giazol (Qiagen, Cat. No: 79306). Se utilizé el kit comercial
RNeasy Mini Kit (Qiagen, Cat. No: 74104) que combina la lisis celular con una
purificacién basada en membrana de silica, sobre la que, tras diferentes lavados con
tampones especificos, queda retenido el ARN total.

La cantidad y pureza de las muestras de ARN obtenidas se determinaron
mediante espectroscopia ultravioleta en un espectrofotdometro NanoDrop™ 2000
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EEUU) considerando valores 6ptimos aquellos

con una relacién 260nm/280nm > 1,6.

3.1.6 Reaccidn cuantitativa en cadena de la polimerasa acoplada a transcripcion reversa
(RT-qPCR)

Para el analisis cuantitativo de la expresion génica se llevd a cabo la técnica de
la RT-gPCR, que consiste en la transcripcién reversa de ARN a ADN complementario
(ADNc), y la posterior cuantificacion por PCR del ADNc que corresponde al gen a
cuantificar. Asi, para la transcripcidn reversa, 400 ng de ARN total fueron retranscritos
a ADNc con el kit High Capacity ADNc Reverse Transcription kit (ThermoFisher, Cat. No:
4368813) segln las instrucciones del fabricante. La curva de anillamiento (2720
Thermal Cycler, Applied Biosciences) consistié en 10 min a 25 °C, 120 min a 37 °C, 5
min a 85 °C y a 4 °C hasta su conservacion a -20 °C. Posteriormente, se amplificé el
ADNCc de forma especifica, mediante el uso de sondas o primers especificos (Anexo) en
una reaccién de gPCR (QuantStudio, Applied Biosystems). Para el analisis de la
expression génica en las lineas celulares se utilizd como control enddgeno la expresidn
del ARN ribosomal B2M.

La extraccion de los datos de los experimentos de RT-qPCR se llevé a cabo con

el programa informatico RQ Manager, y el calculo de la expresion relativa (RQ) de cada
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gen se realizé siguiendo el método 224t (Livak y Schmittgen, 2001).

3.1.7 Cuantificacion del contenido de lipidos neutros intracelulares

La cuantificacidon de los niveles de lipidos neutros intracelulares se realizd
mediante tincién con ‘Oil Red O’ (Merck, Cat No: 00625). A partir de una disolucién
‘madre’ de 5 mg/mL de Oil Red O en isopropanol (100 %) (Scharlab, Cat No:
AL03101000), se prepard una de ‘trabajo’ (3:2) (v/v) en agua:isopropanol al 60%.
Previamente a su uso, se filtré a través de un filtro de jeringa estéril con acetato de
celulosa de 0,2 um.

Brevemente, se sembraron 50.000 células de cancer de pulmén no microcitico
en placas de 12 pocillos. Tras 24 h, éstas fueron tratadas durante 48 h con diferentes
concentraciones de SFRE (10, 30 y 50 pug/mL). Tras este tiempo, las células se lavaron
dos veces con PBS, se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 4% en PBS (AlfaAesar, Cat.
No: J61899) a temperatura ambiente (TA) durante 30 min, se lavaron dos veces de
nuevo con PBS y con isopropanol al 60%. Seguidamente, las células se tifieron con 3
g/L de Oil Red O (en isopropanol al 60%) a TA durante 30 min. Por ultimo, las células se
lavaron tres veces con PBS y se dejaron secar a TA durante 10 min. Las células se
resuspendieron en isopropanol (100%) y se midid la absorbancia a 510 nm en un lector

de placas multimodo Victor Nivo (Perkin Elmer).

3.1.8 Cuantificacion de fosfolipidos intracelulares

Para la cuantificacion del contenido intracelular de fosfolipidos por HPLC en
células de cancer de pulmdén no microcitico, se sembraron 200.000 células en placas de
6 pocillos. Tras 24 h, se trataron con SFRE o Lipchronic® durante 48 h a sus valores ICso.
En el caso de macréfagos humanizados, se sembraron 30.000 células en placas de 12
pocillos. Tras 24 h, se trataton con SFRE durante 3 h. Los cultivos celulares se
recogieron en una mezcla de metanol: acetonitrilo 20:80 (v/v) (0.4 mL) y extraidos a 37
°C en agitacidn suave durante 1 h. Los andlisis se llevaron a cabo en un sistema HPLC

Agilent 1260 equipado con una matriz de fotodiodos y un detector de longitud de
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onda multivariante UV-VIS. Se utilizé una columna HILIC (75 x 3,2 mm) (Agilent). Las
fases moviles consistieron en agua desionizada, 18 uQ/cm (A) y acetonitrilo (VWR, Cat.
No: 83639.320) (B), ambos conteniendo 4cido férmico al 0,1% (v/v) (VWR, Cat. No:
20318.297). Se inyectaron alicuotas (30 pL) de los sobrenadantes de precipitaciéon en
cada ciclo, y el analisis se realizé con el siguiente gradiente (min, %B): 0, 5; 3, 5; 7, 50;
10, 50; 15, 100; 18, 100; 18,1, 5; y 20, 5. La identificacion de los diferentes fosfolipidos
se realizd haciendo coincidir los tiempos de retencion y coinyectando las muestras con
la mezcla de fosfolipidos para HPLC usada como patrones de referencia (Merck, Cat.

No: P3817).

3.1.9 Anadlisis por citometria de flujo en cultivos celulares

Para llevar a cabo el inmunofenotipado celular por citometria, se sembraron
50.000 células de cancer de pulmdn no microcitico en placas de 12 pocillos. Tras 24 h,
las células fueron tratadas con SFRE o Lipchronic®, con varias dosis en base a los
valores de ICso determinados en el ensayo MTT, durante 3 y 24 h. En el caso de los
macroéfagos humanizados, se sembraron 30.000 células en placas de 12 pocillos. Tras
24 h, los cultivos se trataron con SFRE o Lipchronic®, con dosis en base a los valores de
ICso determinados en el ensayo MTT, durante 3h. Los cultivos celulares se recogieron y
se centrifugaron (300 xg/5 min). Las células se lavaron (x2) con PBS antes de afiadir un
volumen adecuado para obtener una solucion de paraformaldehido al 2%
(concentracion final).

De acuerdo con las instrucciones del fabricante, se afiadié 0.5 pl de anticuerpos
(Anexo) a las suspensiones celulares. Después, las muestras se prepararon para el
anadlisis de citometria de flujo con el kit Immunoprep (Beckman Coulter, Cat. No:
7546999) de acuerdo con las instrucciones del fabricante y se analizaron en un
citémetro de flujo SORP (BD Biosciences). A continuacidn, se analizaron las células
utilizando el software FACS Diva (BD Biosciences). Se analizaron al menos 5,000

eventos para cada muestra independiente.

3.1.10 Analisis ‘'multi-Omico’de alto rendimiento de célula unica en cultivos celulares
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3.2

Para los andlisis de célula unica de cultivos celulares de macréfagos
humanizados, se sembraron 50.000 células en placas de 12 pocillos. Tras 24 h, éstas
fueron tratadas durante 3 h a la concentracidon efectiva ICso de SFRE y Lipchronic. Tras
el tratamiento y posterior lavado con PBS, se determind la densidad y viabilidad celular
aplicando tincién Trypan Blue (Thermo Fisher Scientific Cat. No. 15250061). Las células
fueron etiquetadas utilizando el kit comercial Single Cell Labelling with the BD™ Single-
Cell Multiplexing Kit (BD Biosciences, Cat. No: 633750) y, a continuacién, fueron
capturadas de manera individual gracias a la plataforma BD Rhapsody™ Single Cell
Analysis System. Tras una etapa de lisis, el contenido en proteinas y ARNm de cada
célula se capturd y amplificé mediante el kit comercial BD Rhapsody™ Targeted mRNA
and AbSeq Amplification Kit (BD Biosciences, Cat. No: 633774). Las muestras fueron
enviadas a Novegene (Cambridge, UK) para su secuenciacion. Los metadatos FASTQ
fueron procesados a través de la plataforma online “Seven Bridges” aplicando el flujo
de trabajo publico BD Rhapsody™ Targeted Analysis Pipeline. Los resultados se

analizaron e interpretaron mediante el software SeqGeg™.
Estudios preclinicos en modelos animales

Como modelos in vivo para evaluar el efecto inmunomodulador de Lipchronic®,
se utilizaron dos cepas de ratén, Rag2”’ y Rag2”/IL2”7- (Maggio-Price y col., 2009;
Roscilli y col., 2016; Sasaki y col., 2019; Brocato y col., 2020; Rios-Arce y col., 2020) de
6 semanas de edad del Centro de Investigaciones Bioldgicas (CIB-CSIC) (Madrid,
Espafia) que se mantuvieron en todo momento en un entorno de temperatura y
humedad controlados, con ciclos de 12 horas de luz/oscuridad y con acceso ‘ad
libitum’ al agua y a un pienso estandar (Proteinas: 15.2%, Grasa:: 3.2%, Minerales Ash:
4.4%, Fibra: 4.1%). La experimentacidon con animales se llevd a cabo en estricto apego
a las recomendaciones de la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio
del Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC) y el protocolo fue aprobado
por su Comité de Etica y el Gobierno Regional (Proex 298.0/21). Para los estudios, los
animales se distribuyeron aleatoriamente en tres grupos: 1) vehiculo recibido
(control); 2) ademads del vehiculo control, recibieron una inyeccion inicial de N-

nitrosodietilamina o dietilnitrosamina (DEN) (20 mg / kg, ip) (Cat No: N0258, Merck), y
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otra a los 7 dias; 3) ademas de las inyecciones con DEN, recibieron Lipchronic® disuelto
en suero fisioldgico (22 mg/kg). La dosis empleada con Lipchronic se ha trasladado del
modo de empleo etiquetado comercial del producto.

Al finalizar el periodo de tratamiento, 10 dias después de la inyeccién inicial de
DEN, los animales se sacrificaron mediante exsanguinacién por puncién cardiaca y
luxacion cervical, de acuerdo a la normativa vigente. Se recogidé el tejido pulmonar
completo, asi como el hepatico, y se alicuotaron (30-50 mg) en tampon de ARN later
(ThermoFisher, Cat. No: AM7020), tampdn de Krebs (HEPES 25 mM, NaCl 115 mM,
NaHCOs3 24 mM, KCI 5 mM, MgCl, 1 mM y BSA 0.1%) y tampdn RIPA (Tris-HCI 50 mM
(pH 7,5), NaCl 150 mM, Triton X-100 1%, desoxicolato sédico 1%, SDS 0,1%) y se
mantuvieron a 80 °C hasta su uso. Ademas se recogid sangre completa obtenida
directamente por puncién cardiaca conservada en tubos tratados con EDTA. Se llevd a
cabo el registro de peso corporal y de la ingesta cada 48h, al tiempo que se administro

el vehiculo y Lipchronic® a los respectivos grupos.

3.2.1 Cuantificacion de la produccion de citoquinas intrapulmonares

Las muestras destinadas a la cuantificacion de citoquinas se homogeneizaron
con un TissueRuptor (Qiagen) en tampodn de Krebs (0,3 ml), que contenia un cdctel
inhibidor de proteasa completo (Merck, Cat. No: 04693132001). Los homogeneizados
se centrifugaron (10.000 xg/15 min) para obtener sobrenadantes claros para la
determinacién de citoquinas. Interleucina (IL) -2 (ImmunoTools, Cat. No: 32670029),
IL-6 (ImmunoTools, Cat. No: 32670069), IL-17A (ImmunoTools, Cat. No: 32670179), IL-
21 (ImmunoTools, Cat. No: 32670219), Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)
(ImmunoTools, Cat. No: 32673019) y Factor estimulante de colonias de granulocitos y
macroéfagos (GM-CSF) (ImmunoTools, Cat. No: 32673129) se determinaron mediante
kits ELISA comerciales de acuerdo con las instrucciones del fabricante (ImmunoTools,

Friesoythe, Alemania).

3.2.2 Extraccion de ARN en tejidos animales

El mantenimiento de las muestras destinadas a la extraccidon de ARN a partir de
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tejidos se llevé a cabo en hielo seco con el fin de minimizar su degradaciéon por la
accién de las ARNasas. Se alicuotaron los tejidos con ayuda de unas pinzas y un bisturi.
Rapidamente, se introdujo el tejido en giazol, y con la ayuda de un homogeneizador
(T10, IKA) se procedid a la trituracidon de la muestra en hielo (4 °C). Una vez el tejido
disgregado, se procedié a la extraccidon del ARN con el kit comercial RNeasy Mini Kit
(Qiagen, Cat. No: 74104).

La cantidad y pureza de las muestras de ARN obtenidas se determinaron
mediante espectroscopia ultravioleta en un espectrofotdmetro NanoDrop™ 2000
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EEUU) considerando un cociente

260nm/280nm > 1,6.

3.2.3 Anadlisis por citometria de flujo de sangre y tejido animal

Para los analisis a partir de muestras de sangre, ésta se extrajo de ratones
mediante puncion cardiaca, conservandose en tubos EDTA anticoagulantes. Las
muestras se sometieron a lisis de glébulos rojos con un tampdn de lisis (NH4Cl 8,2 g/L,
NaHCOs 1 g/L y EDTA 0,04 g/L, en agua miliQ ajustada a pH 7,4) durante 10-15
minutos.

Los tejidos destinados al analisis de infiltrados inmunoldgicos se mantuvieron
en medio de cultivo suplementado con DMSO (10%, v/v). En el momento de analisis, el
tejido se descongeld y se pasé a 0,5 ml de una mezcla de tripsina/EDTA (0,25%,
esterilizada por filtracién, 2,5 g de tripsina porcina y 0,2 g de EDTA (Merck, Cat. No:
T4049). Las muestras se incubaron a 15 min/37 °C con agitacion suave.
Posteriormente, las particulas grandes de las secciones de tejido se disgregaron
completamente usando filtros celulares (70 um) (Miltenyi Biotec, Cat. No: 130-095-
823). Los homogeneizados se centrifugaron (300 xg/5 min) y el sedimento celular se
resuspendio en 300 ul de PBS.

De acuerdo con las instrucciones del fabricante, se afiadieron 0.5 ul de
anticuerpos (Anexo) marcados con fluorocromos a las suspensiones celulares. Las
muestras se prepararon para el analisis de citometria de flujo con el kit Immunoprep
(Beckman Coulter, Cat. No: 7546999), de acuerdo con las instrucciones del fabricante,

y se analizaron en un citémetro de flujo SORP (BD Biosciences). A continuacidn, se
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3.3

3.3.1 Analisis de la expresion génica en células mononucleares de sangre periférica de

analizaron las células utilizando el software FACS Diva (BD Biosciences). Se analizaron

al menos 5.000 eventos para cada muestra independiente.

Estudios clinicos en humanos

Los pacientes con cancer en tratamiento antitumoral se encuentran, por su
inmunosupresion, comorbilidad, toxicidades y exposicién hospitalaria, en riesgo
elevado de desarrollo de infecciones, y en la situacidon actual, de contagio y
complicaciones por COVID-19, es de gran interés encontrar tratamientos
complementarios que puedan prevenir infecciones y con la menor toxicidad posible.
En colaboracion con el Hospital Infanta Sofia, se ha puesto en marcha un ensayo
clinico en pacientes oncolégicos para evaluar el potencial de Lipchronic® en el control
y/o prevencion de infecciones en pacientes oncolégicos bajo el titulo: Estudio piloto
aleatorizado, doble ciego, controlado con placebo, para la evaluacién de un
suplemento nutricional potenciador del sistema inmune (Lipchronic®) en la prevencién
de infecciones durante la pandemia de covid-19 en pacientes oncoldgicos que reciben
tratamiento antitumoral (OnCOVInf) OnCOVInf (NCT05080920), entre los que se
encuentra un subgrupo importante de pacientes con cancer de pulmdn no microcitico,

objeto de esta Tesis Doctoral.

pacientes con cancer de pulmoén no microcitico

En esta Tesis, y dentro del ensayo OnCOVInf (NCT05080920), que actualmente
estd en fase de reclutamiento, se ha seleccionado un subgrupo de pacientes CPCNP
con el objetivo de evaluar el efecto de Lipchronic® en la expresion de genes
relacionados con el metabolismo de lipidos, rutas oncogénicas, inflamacién y estrés

oxidativo.

Se incluyeron en el estudio ocho pacientes con CPCNP que fueron reclutados
en colaboracién con el Servicio de Oncologia Médica del Hospital Universitario Infanta
Sofia (San Sebastidn de los Reyes, Madrid, Espafia) entre el 27 de noviembre de 2020

al 24 de marzo de 2021. Se recogieron datos clinicos y patoldgicos de los informes
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médicos (Anexo). La configuracién del ensayo clinico piloto fue un estudio piloto de
doce semanas, doble ciego, aleatorizado y paralelo con dos brazos de estudio: SFRE
formulado con capsulas de alquilgliceroles (CR) (PCT / ES2017 / 070263) y capsulas de
control (CC).

Se ha comparado la evolucién de la expresidn génica en células mononucleares
de sangre periférica desde la visita inicial (V1) a la visita 4 (nueve semanas de
intervencidn) y a la visita 6 (dieciséis semanas de intervencidn). Las visitas intermedias
V2, V3 y V5 fueron visitas de control. Las muestras de sangre periférica fueron
recogidas en tubos Tempus (ThermoFisher, Cat. No: 4342792) en el Hospital Infanta
Sofia y el ARN se extrajo en IMDEA Alimentacién mediante el kit comercial de
aislamiento de ARN Tempus (ThermoFisher, Cat. No: 4380204).

Se disefid especificamente una matriz de baja densidad Tag-Man (Applied
Biosystems, Madrid, Espafia) para este experimento, que incluye 46 genes
relacionados con el sistema inmunolégico, la inflamacién, el estrés oxidativo, el
metabolismo de los lipidos y genes oncogénicos relacionados con los lipidos (Anexo).
Asi, 400 ng de ARN total fueron retranscritos a ADNc con el kit High Capacity ADNc
Reverse Transcription kit (ThermoFisher, Cat. No: 4368813) segun las instrucciones del
fabricante. La curva de anillamiento (2720 Thermal Cycler, Applied Biosciences)
consistido en 10 min a 25 °C, 120 min a 37 °C, 5 min a 85 °C y a 4 °C hasta su
conservacién a -20 °C. Posteriormente, se amplificd el ADNc de cada paciente en una
reaccion de gPCR (QuantStudio, Applied Biosystems). Se utilizdé como control
endogeno la expresion del ARN ribosomal B2M.

Para la obtencion de los datos de Ct se utilizd el programa Expression Suite
Software (Life Technologies, Madrid, Espafia). Se calculd el ACt (gen Ct-Ct B2M), vy, a
continuacién, se calculd la expresion relativa (RQ) entre visitas siguiendo el método 2-

AACt (Livak y Schmittgen, 2001).

3.4 Analisis estadistico

De forma general, los datos procedentes de cultivos celulares y de los
modelos preclinicos se muestran como la media * error estandar de la media

(S.E.M.) de al menos tres experimentos independientes, cada uno de ellos realizado
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por triplicado. Las comparaciones entre dos grupos se analizaron mediante la prueba
t de Student en los casos en los que existia una distribucién normal de los datos, o
mediante la prueba no-paramétrica U de Mann-Whitney en los casos en los que no
existia una distribucién normal. Las diferencias entre varios grupos se determinaron
mediante la prueba del andlisis de la varianza (ANOVA), con Bonferroni como prueba
post hoc. Los valores estadisticamente significativos se indican, segun el valor p, de
la siguiente manera: p £0,05 (*); p 0,01 (**); p < 0,001 (***). El software empleado
para todos los andlisis fue GraphPad v.7.03 (San Diego, CA, EE. UU.).

El efecto sinérgico de la combinacidon de distintos tratamientos se analizé
mediante el célculo del indice de Combinacién (Combination Index, Cl) con la
utilizacion del programa informatico Calcusyn (Biosoft), basado en el método de

Chou-Talalay (Chou y Talalay, 1984).

Para los estudios ‘multi-dmicos” de alto rendimiento sobre célula Unica de
cultivos celulares en macréfagos humanizados, los metadatos obtenidos tras la
secuenciacion de las muestras estudiadas fueron procesados y analizados con el

software SeqGeq™.

Para el analisis estadistico de la expresion génica en células mononucleares
de sangre periférica en pacientes con CPCNP, se utilizé un modelo lineal mixto para
probar la evoluciéon diferencial de la expresidn a lo largo del tiempo (linea base V1,
V4-nueve semanas y Vb6-dieciséis semanas) para los pacientes tratados con
Lipchronic® frente a los tratados con el control, ajustado por sexo y edad. El tiempo y
el tratamiento se modelaron como efectos interactivos fijos y el paciente como
efecto aleatorio. Los valores de P. se corrigieron mediante el método de Bonferroni
para hacer frente a la inflacién de error de tipo | de prueba multiple debido a los
multiples genes probados. La significacion estadistica se definié como un valor de P <
0,05 con pruebas bilaterales y se calcularon los intervalos de confianza del 95 % para
los parametros estimados. Estos analisis se realizaron utilizando el software

estadistico R version 3.6.1 (www.r-project.org).
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IV RESULTADOS

4.1

Impacto del extracto de Rosmarinus officinalis y Lipchronic® en la biologia de

lineas celulares de cancer de pulmoén no microcitico y macréfagos
humanizados

El cdncer de pulmén es una enfermedad molecularmente heterogénea y
comprender su biologia es fundamental para el desarrollo de terapias eficaces (Herbst
y col., 2018). Los nutrientes pueden afectar directamente los procesos celulares
fundamentales, y, como se ha comentado en la introduccién, se ha demostrado que
algunos ingredientes derivados de la dieta, asi como compuestos naturales bioactivos
y extractos naturales pueden inhiben el crecimiento tumoral. Diferentes ensayos
clinicos y preclinicos, han demostrado que muchos de estos compuestos obtenidos a
partir de fuentes naturales, pueden utilizarse en combinacion con los tratamientos
antitumorales clinicos (en revisidn; Bouzas y col., 2022). Junto con el efecto Warburg,
el metabolismo de los lipidos contribuye a la reprogramacion metabdlica del cancer
(Beloribi-Djefaflia y col, 2016). Varios genes del metabolismo de los lipidos tienen un
papel prometedor como biomarcadores de prondstico del cdncer. Su expresion
desregulada se ha asociado con la recurrencia y supervivencia del cancer pulmonar
(Fernandez y col, 2020. Por otro lado, la reconocida importancia del sistema inmune
en cancer y a la irrupcién de la inmunoterapia en el manejo del cancer de pulmédn, son
en la actualidad motivo de estudio y de aplicacién clinica. La composicién inmunitaria
del microambiente tumoral es altamente heterogénea, pero desde el inicio del
desarrollo del cancer, los monocitos macroéfagos, son reclutados e inducidos a generar
un microambiente inmunosupresor en el tejido canceroso, que favorece la progresién
tumoral y compromete la actividad antitumoral de las céluals T (Qian y Pollard, 2010;
Murray y Wynn, 2011; Cassetta y Pollard, 2020). Si bien las estrategias dirigidas a
macréfagos pueden resultar beneficiosas de manera independiente, son cada vez mas
los estudios clinicos que evaluan su efectividad en combinacién con la inmunoterapia
(Mantovaniy col., 2017).

En la era de la Medicina de Precisidn, encontrar la(s) diana(s) molecular(es) de

los tratamientos complementarios podran definir combinaciones seguras y eficaces

con los tratamientos estandar empleados en la clinica (Vernieriy col., 2018), ya que las
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interacciones sinérgicas o antagdnicas podrian ser especificas para algunos farmacos

antitumorales, pero no para otros (Doroshow y col., 2019).

4.1.1 Extracto de Rosmarinus officinalis y Lipchronic® en lineas celulares de cancer de
pulmoén no microcitico

4.1.1.1 SFREy Lipchronic® disminuyen la viabilidad en lineas celulares de cancer de pulmén no
microcitico

Al determinar el efecto de concentraciones crecientes del extracto supercritico
de romero (SFRE) presente en Lipchronic® sobre la viabilidad de dos lineas celulares
de CPCNP, H1299 y H1975, mediante el ensayo del MTT se encontrd que tiene un
efecto negativo disminuyendo la viabilidad de las lineas celulares derivadas de cancer
de pulmén. En la Figura 11 podemos observar que el SFRE disminuye la viabilidad
celular de ambas lineas celulares de manera dosis-dependiente tras 48 h de
exposicion. Comparativamente se abordd la seguridad del SFRE, analizando su efecto
sobre células ‘no tumorales’, para lo que se utilizé una linea de células embrionarias de

rindn humano HEK-293.
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Figura 11. Efecto de SFRE sobre la viabilidad celular.

Viabilidad celular (H1299, H1975 y HEK-293 respectivamente) tras el tratamiento con concentraciones
crecientes de SFRE durante 48h analizada mediante el ensayo del MTT. Los asteriscos *, **, *** indican valores
de p <0.05, 0.01 y 0.005, respectivamente.

Estos resultados muestran una ventana terapéutica en la que SFRE esta
afectando fundamentalmente a las células tumorales ya que a las concentraciones ICso
para las lineas celulares H1299 y H1975, la viabilidad celular de la linea no tumoral
HEK-293 se mantiene por encima del 90 %. Ademas, existen diferencias en cuanto a la

sensibilidad celular en las lineas de cancer de pulmén. En la Tabla 8 se muestran los
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distintos valores ICso (concentraciéon que inhibe el 50% de la viabilidad celular) v,
mediante el andlisis comparativo con el nimero de células viables al inicio del
tratamiento, se determinaron también los pardmetros Glso, TGl y LCso,
concentraciones de SFRE relacionadas con la inhibicion del 50% de la proliferacion, el

efecto citostatico y el efecto citotdxico en el 50% de las células respectivamente.

Tabla 8. Parametros relacionados con el efecto de SFRE sobre la viabilidad celular.

Los parametros indican las concentraciones de SFRE (en pg/mL) responsables de producir inhibicion de la
viabilidad celular al 50% (IC50), inhibicién de la proliferaciéon al 50% (GI50), inhibicion total de la proliferacion

(TGI), y muerte celular al 50% (LC50).

1Cso Glso TGl LCso
H1299 42,14 £ 0,93 33,84 + 1,66 44,74 + 1,30 60,16 + 2,59
H1975 52,19+0,61 28,66 + 0,77 76,67 + 0,99 105,2+7,41
HEK293 106,77 £ 0,99 86,32 + 4,39 178,49 + 2,99 > 200

Como se puede observar en la Tabla 8, los efectos de SFRE en cancer de
pulmon presenta importantes diferencias, siendo la linea celular H1975 mas resistente
al tratamiento que la linea H1299, lo que sugiere cierta especificidad en la respuesta a
SFRE. Este hecho podria explicarse por sus diferencias en el estatus de EGFR, mientras
H1299 es EGFR de tipo salvaje, H1975 presenta dos mutaciones notables, T790M y
L858R, que se han relacionado con la adquisicion de resistencia a inhibidores de la
tirosina quinasa EGFR en la clinica (Yuan y col., 2019). Son numerosos los estudios que
a nivel preclinico, han demostrado que la fitoterapia puede superar la resistencia a las
terapias dirigidas a EGFR y potenciar sus efectos terapéuticos en cancer de pulmén no
microcitico (Lee y col., 2021).

De manera analoga, los efectos de concentraciones crecientes de Lipchronic®
en las dos lineas celulares de cancer de pulmén, H1299 y H1975, muestran una
disminucién de la viabilidad celular en ambas lineas de forma dosis dependiente

(Figura 12).
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Figura 12. Efecto de Lipchronic® sobre la viabilidad celular.

Viabilidad celular de H1299 y H1975 tras el tratamiento con concentraciones crecientes de Lipchronic® durante
48h analizada mediante el ensayo del MTT. Los asteriscos *, **, *** indican valores de p <0.05, 0.01 y 0.005,
respectivamente.

Ademas, existen diferencias en cuanto a la sensibilidad celular en las lineas de
cancer de pulmoén como muestran los distintos valores ICso, Glso, TGl y LCs0 en la Tabla
9 para H1299 y H1975, lo que sugiere que la respuesta a Lipchronic® es de nuevo
especifica y dependiente del estatus mutacional en EGFR.

Tabla 9. Parametros relacionados con el efecto de Lipchronic®.
Los parametros indican las concentraciones de Lipchronic® (en pg/mL) responsables de producir inhibicion de la

viabilidad celular al 50% (IC50), inhibicidn de la proliferacidon al 50% (GI50), inhibicion total de la proliferacion
(TGI), y muerte celular al 50% (LC50).

ICSO GISO TGI LCSO
H1299 686,79 + 19,58 423,32 + 8,70 853,56 + 22,97 1204,17 + 20,16
H1975 750,73 + 18,84 445,93 + 1,72 949,41+ 17,73 1410,86 + 14,54

Para poder comparar el efecto que tienen sobre células cancerigenas de
pulmén no microcitico el SFRE y Lipchronic®, normalizamos por su contenido en el
principal bioactivo referenciado en ambos productos, el 4cido carnésico. El contenido
de este diterpeno es del 16 % en SFRE y del 0.65 % en Lipchronic®, por lo que la razén
entre ambos productos, referida a acido carndsico, es de 24.6 veces en SFRE respecto
a la férmula Lipchronic. Tras corregir los valores ICso de SFRE y Lipchronic® al contenido
de acido carnésico, se aprecia en la Figura 13 como para la formulacidén se obtienen
valores de concentracién inferiores a los corregidos para SFRE en H1299 y H1975,
confirmandose el efecto sinérgico defendido en la patente W0O/2017/187000 también
en CPCNP, con reducciones del 33.6 y el 31.3 % en ambas lineas celulares

respectivamente.
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Figura 13. Efecto sinérgico de la formulacion Lipchronic®.
Valores ICso sobre H1299 y H1975 obtenidos tras el tratamiento con concentraciones crecientes de SFRE y
Lipchronic durante 48h analizada mediante el ensayo del MTT.

Estos resultados muestran el efecto antitumoral de la formulacidn Lipchronic®
en CPCNP por encima del efecto encontrado para SFRE. Ademas cabe destacar que

Lipchronic es un producto comercial aprobado para su uso en humanos, lo que abre un

gran potencial en su aplicabilidad clinica.

4.1.1.2 SFRE y Lipchronic® inhiben la bioenergética de células de cancer de pulmén no
microcitico

Estudio del flujo de acidificacion extracelular

Las células cancerigenas alteran su metabolismo como ventaja para favorecer
la proliferacién celular y la progresion tumoral. Para estudiar de una manera funcional
estas alteraciones, se analizo el efecto de SFRE durante 48 h a tres concentraciones
crecientes, junto a células tumorales no tratadas como control. Después de privar de
glucosa durante 30 min las células, primero se midié la tasa de acidificacién del medio
extracelular (Extracellular Acidification Rate, ECAR), como una medida que
correlaciona con los niveles de produccién de L-lactato a partir de la glucosa (ruta
glucolitica). La exposicion a SFRE causé una disminucién del ECAR basal en
comparacion con las células no tratadas en ambas lineas celulares (Figura 14A y 14C).
Tras la inyeccion de glucosa para evaluar la capacidad de las células de activar la
glicdlisis tras el periodo de ayuno, se encontré que las células tratadas con SFRE tenian
valores ECAR inferiores a los de las células no tratadas, encontrandose diferencias
estadisticamente significativas para H1299 (Figura 14B y 14D). Finalmente, cuando se

inhibié con oligomicina la ATPasa, y por tanto, la produccién de ATP mitocondrial, el



valor de ECAR maximo, que corresponde con la capacidad glicolitica, fue inferior para
todas las dosis ensayadas con SFRE, y de forma significativa para H1299 (Figura 14A y
14C). Al inyectar 2-desoxiglucosa, inhibidor competitivo de la glucoquinasa, los niveles
totales de ECAR disminuyeron por debajo de los niveles basales iniciales, indicando la
especificidad de la contribucién de la produccidon de L-lactato sobre los niveles ECAR
cuantificados. En resumen, SFRE inhibe todos los pardmetros de la ruta glucolitica:

glucdlisis basal y glucdlisis maxima en las dos lineas tumorales (Figura 14A-D).
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Figura 14. SFRE inhibe la bioenergética celular.
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Analisis de glicdlisis aerdbica mediante el analisis de flujo extracelular de la tasa de acidificacién extracelular
(ECAR). Se muestran ECAR basal, glucdlisis y ECAR maxima. Los asteriscos *, **, *** indican valores de p <0.05,

0.01 y 0.005, respectivamente.

De manera andloga al estudio con SFRE, se analizé el efecto del tratamiento
con Lipchronic® durante 48 h a dos concentraciones. Después de privar de glucosa
durante 30 min a las células, se analizé el efecto sobre el ECAR basal, encontrandose
disminuido solamente en la linea celular H1975 respecto a sus células control (Figura
15A y 15C). Tras la inyeccion de glucosa, las células, aunque capaces de responder a la
glucosa, mostraron niveles disminuidos de ECAR en comparacién con las células de
control no tratadas en las dos lineas celulares (Figura 15B y 15D). Finalmente, cuando
se inhibié la ATPasa con oligomicina, el ECAR maximo de ambas lineas celulares, se
redujo de manera significativa a la dosis efectiva ICso en comparacion con las células

control (Figura 15A y 15C). Por ultimo, la inyeccién 2-desoxiglucosa disminuyd los
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niveles totales de ECAR, indicando la especificidad de la contribucién de la produccién
de L-lactato a los niveles ECAR cuantificados. En resumen, Lipchronic® inhibe todos los
parametros de la ruta glucolitica: glucdlisis basal y glucdlisis maxima en las dos lineas

tumorales (Figura 15A-D).

A) Funcién Glucolitica-H1299 C) Funcién Glucolitica-H1975
70,0 70,0
60,0 60,0
= 500 @~ Control = 500 & Control
£ ) ) £ 50,
-E 4 —&— Lipchronic C1 E —&— Lipchronic C1
I 400 o Lipchronic C2 %‘, 40,0 - Lipchronic €2
E 300 £ 300
o= -4
g 20,0 Q 20,0
w
10,0 10,0
»
0,0 - - 00 - -
o 10 20 30 40 50 60 70 80 "o 10 20 30 40 50 60 70 80
Tiempo (min) Tiempo (min)
B) D)
60,0 450
40,0 L
50,0 .
350
Z 400 T300 -
E b E EEE il
I l 50 HiEE
2 300 E
E =100
e« e g J
S 200 - .e 2 150
& £EE
10,0
10,0
50 1
0,0 00
Glycolysis Glycolytic Capacity Glycolytic Reserve Glycolysis Glycolytic Capacity Glycolytic Reserve

Figura 15. Lipchronic® inhibe la bioenergética celular.

Analisis de glicdlisis aerdbica mediante el analisis de flujo extracelular de la tasa de acidificacién extracelular
(ECAR), donde la dosis C1 corresponde con %*ICso y C2 con la ICso. Se muestran ECAR basal, glucdlisis y ECAR

maxima. Los asteriscos *, **, *** indican valores de p <0.05, 0.01 y 0.005, respectivamente.

Tras los estudios realizados sobre la glucélisis aerébica tras 48 h de exposicion
tanto a SFRE como a Lipchronic®, las células de cancer de pulmdn no son capaces de
recuperar la actividad normal de esta importante ruta metabdlica. El analisis
comparativo de los perfiles obtenidos por la tecnologia Seahorse, muestran un efecto

inhibidor similar para SFRE y Lipchronic®.

Estudio del estrés mitocondrial

El estudio de la respiracién mitocondrial, a través de la cuantificacion de la tasa
de consumo de oxigeno del medio extracelular (Oxygen Comsumption Rate, OCR)
mostré que las células pretratadas con SFRE presentaban un OCR basal disminuido de
manera estadisticamente significativa en comparacion con las células control no

tratadas en ambas lineas celulares (Figura 16A-D). Después de la inyeccién de
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oligomicina, para estimar el OCR asociado a la produccion de ATP, las células
acondicionadas con SFRE en ambas lineas celulares, redujeron significativamente la
produccion de ATP acoplada a la fosforilacidn oxidativa mitocondrial (OXPHOS) (Figura
16B y 16D). La tasa de respiracion maxima, tras la inyeccidon de FCCP, también resulté
inferior en ambas lineas celulares expuestas a SFRE, en comparacion con las células
control (Figura 16A y 16C). Finalmente, se inyectaron rotenona y antimicina A,
inhibidores de los complejos | y Ill de la cadena de transporte de electrones,
respectivamente, para apagar el OCR debido a la fosforilaciéon oxidativa mitocondrial.
Estos resultados indican que SFRE compromete claramente la respiracion mitocondrial

en las lineas celulares derivadas de cancer de pulman.
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Figura 16. SFRE inhibe la bioenergética celular.

Anadlisis de respiracion mitocondrial mediante andlisis de flujo de la tasa de consumo de oxigeno (OCR). Se
muestran la frecuencia respiratoria basal, la capacidad respiratoria libre, la produccién de ATP y la fuga de
protones. Los asteriscos *, **, *** indican valores de p <0.05, 0.01 y 0.005, respectivamente.

De la misma manera, se midié el efecto de Lipchronic® sobre la actividad
mitocondrial a través de OCR. Como se puede observar en la Figura 17A-D, las células
pretratadas con Lipchronic® mostraron una disminucién estadisticamente significativa
del OCR basal en comparacién con las células de control, en todas las dosis ensayadas.
Después de la inyeccién de oligomicina, las células acondicionadas con Lipchronic®
mostraron niveles significativamente reducidos de la produccion de ATP en
comparacion con las células de no tratadas. La frecuencia respiratoria maxima,
después de la inyeccién de FCCP, también disminuyd en las células expuestas a

Lipchronic®. Finalmente, se inyectaron rotenona y antimicina A, para apagar el OCR
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debido a la fosforilacion oxidativa mitocondrial. Estos resultados indican que

Lipchronic® compromete claramente la respiracién mitocondrial.
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Figura 17. Lipchronic® inhibe la bioenergética celular.

Anadlisis de respiraciéon mitocondrial mediante andlisis de flujo de la tasa de consumo de oxigeno (OCR), donde
la dosis C1 corresponde con %*ICso y C2 con la ICso. Se muestran la frecuencia respiratoria basal, la capacidad
respiratoria libre, la produccién de ATP y la fuga de protones. Los asteriscos *, **, *** indican valores de p

<0.05, 0.01 y 0.005, respectivamente.

Tras los estudios realizados sobre la fosforilacion oxidativa tras 48 h de
exposicién tanto a SFRE como a Lipchronic®, las células de cancer de pulmdn no son
capaces de recuperar la actividad normal de esta importante ruta metabdlica. El
analisis comparativo de los perfiles obtenidos por la tecnologia Seahorse, muestran un

efecto inhibidor similar para SFRE y Lipchronic®.

Los efectos observados en la deplecion de la produccién de ATP se pueden
relacionar con el desencadenamiento de procesos apoptéticos intrinsecos a la
actividad mitocondrial (Burke, 2017; Abbaszadeh y col., 2020), lo que sentaria las
bases de los efectos en la inhibicidn de la viabilidad celular. Se evaluaron mediante RT-
gPCR los cambios en la expresidon de genes relacionados con procesos de apoptosis
como la caspasa-9 o DDIT3 (DNA Damage Inducible Transcript 3), al exponer las células
de cancer de pulmén a SFRE durante 48 h. Como se puede observar en la Figura 18, la
expresion génica de ambos marcadores aumenta de manera estadisticamente

significativa a las dosis ensayadas para ambas lineas celulares.
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Figura 18. Influencia de SFRE en la expresion de factores asociados con los procesos de apoptosis celular.

Expresion génica de CASP9 y DDIT3 en células (H1299 y H1975) tratadas con SFRE a 48 h, comparadas con células
control no tratadas, y normalizadas con el control endégeno B2M. Los asteriscos *, **, ¥** indican valores de p

<0.05, 0.01 y 0.005, respectivamente.

La caspasa-9 es una enzima iniciadora, fundamental para la via apoptodtica
intrinseca o mitocondrial, que se encuentra en multitud de tejidos. Se ha reportado
gue numerosos compuestos naturales inducen la apoptosis mediante la activacion de
la caspasa-9. De hecho, es una estrategia que en Estados Unidos estd en ensayos
clinicos en fase de reclutamiento con la intencién de administrar células T de donantes
con el gen suicida caspasa-9 (Kim y col., 2015). El factor de transcripcién DDIT3 (DNA
Damage Inducible Transcript 3), también denominado CHOP, juega un papel
importante regulando procesos relacionados con la proliferacion y la diferenciacion
celular. CHOP sensibiliza a las células a la muerte mediada por estrés del reticulo
endoplasmatico (Marciniak, 2004). Ademas, y en concreto para CPCNP, se ha sugerido
gue su sobreexpresién podria sensibilizar al tratamiento con cisplatino, a través de la
inhibicidon de la proliferacién y viabilidad celular, la induccidon de la apoptosis, e

inhibicién de la metastasis (Wangy col., 2021).

Estos resultados muestran como SFRE y su formulacién Lipchronic® pueden

ejercer su efecto antitumoral inhibiendo la actividad metabdlica mitocondrial, lo que
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se traduce en una menor viabilidad celular debida a la activacion de la apoptosis.

4.1.1.3 SFRE modula la expresidon de genes fundamentales en el metabolismo lipidico de células

de cancer de pulmén no microcitico

Debido a los efectos observados de SFRE sobre el metabolismo celular y, ya que
el metabolismo alterado es una de las caracteristicas del cdncer, quisimos evaluar los
efectos de SFRE sobre un panel de dianas relacionadas con el metabolismo de los
lipidos, que en los ultimos afios ha surgido como una nueva caracteristica distintiva en
cancer (Cheng y col., 2018). Con este objetivo, se evaluaron los efectos de SFRE en la
expresion de genes relacionados con la sintesis de novo de acidos grasos (SREF1, FASN,
SCD, ACLS1, ACSL3, ACSL4), la homeostasis del colesterol (HMGCR, ABCA1, ApoAl,

LDLR), asi como los genes de remodelacion de fosfolipidos de membrana (AGPATI).

Si nos referimos a la remodelacion de fosfolipidos de membrana, AGPAT1 es
una enzima clave en la biosintesis entre el acido lisofosfatidico y el acido fosfatidico,
del cual la célula genera fosfolipidos tan importantes y reconocidos en cancer como las
fosfatidilcolinas, fosfatidiletanolaminas, fosfatidilserinas o fosfatidilinositoles. Como se
muestra en la Figura 19, SFRE fue capaz de inhibir de forma significativa en ambas

lineas celulares y en todas las dosis ensayadas, la expresidon de AGPAT1.
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Figura 19. Inhibicion en la remodelacion de fosfolipidos de membrana.

Expresion génica de AGPAT1 en células (H1299 y H1975) tratadas con SFRE a 48 h, comparadas con células
control no tratadas, y normalizadas con el control endégeno B2M. Los asteriscos *, **, *** indican valores de p
<0.05, 0.01 y 0.005, respectivamente.

La inhibicién de AGPAT1 tiene el potencial de afectar a la biosintesis

defosfolipidos protumorales y fundamentales de las membranas celulares. No hay
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estudios en cdncer de pulmén en referencia a AGPAT1, pero en el grupo de
investigacion es una diana estudiada con anterioridad, que forma parte de una firma
metabdlica identificada al determinar la expresidon génica en diferentes grupos de
pacientes con cancer colorrectal en estadio |l como biomarcador prondstico

independiente de la progresién tumoral (Vargas y col., 2015).

En relacion a la homeostasis del colesterol, se han descrito ampliamente los
diferentes mecanismos mediante los cuales ejerce su papel en la tumorigénesis. Tal y
como se observa en la Figura 20, SFRE inhibié dianas clave en la homeostasis de
colesterol, tales como HMGCR, ABCA1 y LDLR, y aumento la de ApoAl en la linea
celular H1299 de manera significativa en las tres dosis ensayadas, mientras que SFRE
no ejercid ningun efecto en estas dianas en la linea H1975 como se puede observar en
la Figura 21, a excepcion de ApoAl, que aumento sus niveles de expresiéon de forma

estadisticamente significativa (Figura 21).
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Figura 20. Modulacién en la homeostasis del colesterol en células H1299.

Expresion génica de HMGCR, ABCA1, ApoA1l y LDLR en células H1299 tratadas con SFRE a 48 h, comparadas con
células control no tratadas, y normalizadas con el control endégeno B2M. Los asteriscos *, **, *** indican

valores de p <0.05, 0.01 y 0.005, respectivamente.
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Figura 21. Modulacién en la homeostasis del colesterol en células H1975.

Expresion génica de HMGCR, ABCA1, ApoAl y LDLR en células H1975 tratadas con SFRE a 48 h, comparadas con
células control no tratadas, y normalizadas con el control endégeno B2M. Los asteriscos *, **, *** indican

valores de p <0.05, 0.01 y 0.005, respectivamente.

Los estudios preclinicos y clinicos han demostrado que la inhibicién del
metabolismo del colesterol inhibe el crecimiento tumoral, modifica el panorama
inmunolégico y revitaliza la inmunidad antitumoral (Ding y col., 2019) (Huang y col.,
2020). HMGCR es la enzima limitante en la biosintesis del colesterol y diana
farmacoldgica de las estatinas, farmacos empleados para reducir los niveles de
colesterol y triglicéridos en sus distintas formas. De hecho, cada vez son mas los
estudios que ponen en valor el efecto anticancerigeno de las estatinas en combinacion
con los tratamientos actuales para diversos tipos de cancer, incluido el CPCNP (Merino
Salvador y col., 2017) (Fernandez y col., 2020). Destacar también que un reciente
metaanalisis realizado sobre 13 estudios con datos de 99.297 pacientes, indica que la
exposicién a estatinas esta asociada a una mejora significativa de la supervivencia de
cancer de pulmén (Cheny col., 2019).

ABCA1, un transportador transmembrana responsable del transporte reverso

de colesterol, facilitando su salida de la célula hacia ApoAl, al igual que AGPAT],

forma parte de la firma metabdlica identificada por Vargas y col. en pacientes con
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cancer colorrectal (Vargas y col., 2015). Ademas, el estudio realizado por Aguirre-
Portolés y col. indicé que en cancer colorrectal, los niveles de expresion de ABCA1
correlacionan con peor prondstico de evolucion en pacientes CRC. Por el contrario,
ApoA1l es un supresor tumoral en CRC al revertir el fenotipo maligno generado por la
sobreexpresién de ABCA1 (Aguirre-Portolés y col., 2018). Los estudios traslacionales en
humanos sugieren que los niveles séricos mas altos de ApoAl se asociaron con una

tasa mds baja de progresion de la enfermedad en el CPCNP (Chengy col., 2015).

LDLR es una proteina implicada en la captacion de colesterol y acidos grasos en
lipoproteinas de baja densidad. Varios estudios han demostrado la asociacién de la
expresion LDLR con diferentes tipos de cancer, asociado a su funcién en la captacion

de colesterol en las células (Roslan y col., 2019).

Por ultimo, se evalud el efecto de SFRE en genes fundamentales de la sintesis
de novo de acidos grasos como SREBF1, FASN, SCD vy varias isoformas de ACSL. En el
caso de la linea celular H1299, todas las dianas mostradas en la Figura 22 se ven
significativamente reducidas en todas las dosis estudiadas. Sin embargo, la linea H1975
muestra una situacion mucho mas variable (Figura 23), observandose una reduccion

estadisticamente significativa sélo para SREBF1, SCD y ACSL3.
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Figura 22. Modulacién en la sintesis de novo de acidos grasos en células H1299.
Expresion génica de SREBF1, FASN, SCD, ACSL1, ACSL3 y ACSL4 en células H1299 tratadas con SFRE a 48 h,
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Figura 23. Modulacidn en la sintesis de novo de acidos graso en células H1975.
Expresion génica de SREBF1, FASN, SCD, ACSL1, ACSL3 y ACSL4 en células H1975 tratadas con SFRE a 48 h,
comparadas con células control no tratadas, y normalizadas con el control endégeno B2M. Los asteriscos *, **,
*** indican valores de p <0.05, 0.01 y 0.005, respectivamente.
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Las proteinas de unidn al elemento regulador de esteroles (SREBP) son factores
de transcripcién que coordinan y regulan la sintesis de lipidos. Actian en respuesta a
las redes de seializacion y al estado de los nutrientes intracelulares, regulando la
expresion de enzimas implicadas en la sintesis y absorcién de colesterol y acidos
grasos. La expresiéon de SREBF1 estd aumentada en varios tipos de cdncer por su
implicacion en la sintesis de lipidos para la formacion de membranas celulares, la
sintesis de mensajeros intracelulares implicados en la activacién de rutas de
proliferaciéon y supervivencia, asi como en la obtencién de energia (Fernandez y col.,
2020). En CPCNP sdlo se ha encontrado un estudio previo donde B7-H3 inhibid la
expresion de SREBF1 y su diana FASN, reduciendo la progresién de CPCNP (Luo y col.,
2017).

Muy diferente es el caso de la &cido graso sintasa FASN, ampliamente
estudiada en cancer, y comiunmente sobreexpresada en diferentes tipos de cancer.
Muchos estudios apuntan a FASN como un objetivo atractivo para la clinica,
actualmente con varios nuevos inhibidores en ensayos clinicos (Fhu y Ali, 2020). Mas
interesante incluso es su papel en la prevencion del cancer, donde la delecidn genética
o la inhibicion farmacoldgica antes de la activacion oncogénica previene el desarrollo

de tumores y el crecimiento invasivo (Bueno y col., 2019).

SCD es la enzima limitante que convierte acidos grasos saturados en
monoinsaturados, necesitandose una correcta proporcién entre los niveles de
saturacion/desaturacion de los acidos grasos en los lipidos para una adecuada fluidez
de membrana y funcién celular. Al igual que AGPAT1 y ABCA1, SCD forma parte de la
firma metabdlica identificada por Vargas y col. en pacientes con cdncer colorrectal
(Vargas y col., 2015). SCD se encuentra sobre-expresada en gran variedad de canceres
humanos, siendo recientemente propuesto como un objetivo potencial como terapia
combinada en cancer, a pesar de que la mayoria de inhibidores estudiados no han ido
mas alld de estudios preclinicos (Tracz-Gaszewska y Dobrzyn, 2019). En cancer de
pulmdn, hay estudios que respaldan su papel como biomarcador y diana, tanto para

diagndstico como para terapia (Huangy col., 2016).

En cuanto a la familia de acil-CoA sintetasas de cadena larga, ACSL’s, activan

acidos grasos para la sintesis de fosfolipidos, triglicéridos y proteinas lipidicas
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modificadas, ademas como para su -oxidaciéon, y han sido ampliamente propuestas
como biomarcadores de prondstico en cancer. De nuevo ACSL1, al igual que AGPATL,
ABCA1 y SCD, forma parte de la firma metabdlica identificada por Vargas y col. en
pacientes con cancer colorrectal (Vargas y col., 2015). La sobreexpresion combinada
del eje ACSL1/ACSL4/SCD se asocié con un peor resultado en pacientes con cancer
colorrectal en estadio Il (Sdnchez-Martinez y col., 2015). Un estudio in silico mostrd
gue una alta expresién de ACSL1 se asocié con un peor resultado en pacientes con
cancer de pulmén (Chen y col., 2016). Sobre ACSL3, Unica isoforma diana de ambas
lineas celulares y regulado al alza en cancer de pulmdn en comparacién con el tejido
pulmonar sano (Padanad y col., 2016), es importante destacar un reciente estudio en
CPCNP donde se ha descubierto una asociacidn positiva entre sus niveles de expresion
con el peor prondstico en pacientes. Sin embargo, la sobre-expresion de ACSL3
aumenté la sensibilidad al tratamiento con estatinas, sugiriendo que la ACSL3 podria
estratificar pacientes que se podrian beneficiar de un potencial efecto antitumoral de

dicho farmaco (Fernandez y col., 2020).

Las células tumorales necesitan adaptar su estado metabodlico para satisfacer
sus nuevos requerimientos de proliferaciéon, migracion, invasién y diseminacién. Junto
con el efecto Warburg, el metabolismo de los lipidos contribuye a la reprogramacion
metabdlica del cancer (Beloribi-Djefaflia y col., 2016). El metabolismo lipidico se ha
encontrado alterado en muchos tipos de cdncer y, en consecuencia, los genes del
metabolismo de los lipidos podrian constituir una herramienta de prondstico vy
tratamiento en estos tumores (Peck y Schulze, 2019). Estos resultados sugieren que el
potencial efecto antitumoral de SFRE en cancer de pulmdn no microcitico puede estar

mediado por su efecto inhibitorio sobre el metabolismo biosintético de los lipidos.

4.1.1.4 SFRE depleciona el contenido intracelular de lipidos neutros, y junto a Lipchronic®, el

contenido en fosfolipidos en lineas de cancer de pulmdén no microcitico

Con el fin de evaluar el efecto de SFRE en la reprogramacion del metabolismo
de lipidos de una manera funcional, mas alld de la modulacién en la expresidn génica

comentada en el apartado anterior, se realizaron ensayos de tincion de lipidos neutros
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con Red QOil. Tras 48 h de tratamiento a diferentes dosis, las células fueran tefiidas con
Red Oil, junto a células no tratadas con el extracto. La Figura 24 muestra que SFRE
disminuyé el contenido total de lipidos neutros en ambas lineas celulares de manera

significativa para todas las dosis, en comparacion con las células control no tratadas.
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Figura 24. Efecto de SFRE en el contenido total de lipidos neutros.

Contenido relativo de lipidos neutros en células (H1299 y H1975) acondicionadas con SFRE tras 48 h a
diferentes dosis, comparadas con células control no tratadas. Los asteriscos *, **, *** indican valores de p

<0.05, 0.01 y 0.005, respectivamente.

Las gotas lipidicas constituyen los compartimentos intracelulares de reserva
lipidica, principalmente como fuente de energia, aunque estan involucradas en varios
procesos bioldgicos, incluida la proliferacion celular, apoptosis, estrés oxidativo,
inmunidad, transduccidon de sefales y trafico de proteinas. Tienen la capacidad de
asociarse con la mayoria de los demas organulos celulares, facilitando la coordinacion
y la comunicacién entre ellos, y actian como centros vitales del metabolismo celular
(Olzmann y Carvalho, 2019). En una variedad de cdnceres, su acumulacion aparece de
una manera destacada y asociada a las caracteristicas clinico-patoldgicas y el
prondstico, lo que implica su uso potencial como biomarcador para el diagndstico, la
recurrencia y la supervivencia de los canceres (Li y col., 2020). En concreto, el
contenido de estos organulos en los tejidos tumorales de pacientes con cancer de
pulmén es elevada, por lo que el uso de farmacos dirigidos al metabolismo de los
lipidos para reducir su contenido promoveria el aumento de la sensibilidad de las
células tumorales a los farmacos y mejoraria los efectos del tratamiento (Jin y Yuan.,

2020).

Cabe mencionar que las gotas lipidicas estan compuestas en su mayor medida

98



Resultados y Discusion

por triacilgliceroles, ésteres de colesterol y fosfolipidos. Como hemos visto
anteriormente, SFRE es capaz de inhibir la expresién de genes fundamentales en la
biosintesis lipidica de sus componentes principales, lo que se traduce de una manera

funcional en un menor contenido.

Siguiendo con el andlisis funcional del efecto sobre el metabolismo de lipidos,
se evaluaron los principales fosfolipidos que componen las membranas celulares,
fosfatidil-colina, fosfatidil-etanolamina y fosfatidil-inositol, ademas de cuantificar
lisofosfatidil-colina, por HPLC. La Figura 25 muestra como la concentracién ICsode SFRE
redujo de manera significativa en ambas lineas celulares el contenido de todos ellos,

siendo el efecto mas acusado en la linea H1299.
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Figura 25. Efecto de SFRE en el contenido de fosfolipidos por HPLC.

Contenido de fosfatidilinositol, fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina y lisofosfatidilcolina en células (H1299 y
H1975) tratadas a la ICso con SFRE tras 48 h, comparadas con células control no tratadas. Los asteriscos *, **,

*** indican valores de p <0.05, 0.01 y 0.005, respectivamente.

De la misma forma, se analizé el efecto de Lipchronic® tras 48 h a la
concentracioén I1Cso sobre los fosfolipidos de estudio por HPLC. Como se puede observar
en la Figura 26, a la concentracion ICso, Lipchronic® es capaz de reducir en ambas
lineas celulares el contenido en fosfolipidos de manera estadisticamente significativa.
Estos resultados sobre el contenido en fosfolipidos son superiores en el tratamiento

con Lipchronic® en comparacién con SFRE, especialmente para la fosfatidilcolina.
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Figura 26. Efecto de Lipchronic® en el contenido de fosfolipidos por HPLC.

Contenido de fosfatidilinositol, fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina y lisofosfatidilcolina en células (H1299 y
H1975) tratadas a la ICso con Lipchronic® tras 48 h, comparadas con células control no tratadas. Los asteriscos *,
** ***indican valores de p <0.05, 0.01 y 0.005, respectivamente.

Al funcionar como los principales bloques de construccion de las membranas
celulares, los fosfolipidos son esenciales para la sintesis de la membrana plasmatica,
asi como el resto de membranas implicadas en la compartimentacion intracelular
(vacuolas, aparato de Golgi, reticulo endoplasmatico, membranas mitocondriales,
gotas lipidicas, etc) y el trafico intracelular. Su papel en cancer estd ampliamente
estudiado y reconocido, y son muchos los trabajos que avalan los fosfolipidos de
membrana como biomarcadores tumorales (Kopecka y col., 2020). En un estudio se
analizaron los niveles de fosfolipidos en muestras de CPCNP, encontrandose
fosfadilinositol, fosfatidiletanolamina y especialmente fosfatidilcolina,
significativamente incrementados frente a tejidos pulmonares sanos (Marien y col.,
2015). Otro trabajo similar, utiliz6 muestras postoperativas de CPCNP y de tejido no
tumoral identificando los adenocarcinomas especialmente enriquecidos en
fosfatidilcolina, ademds de asociar una mayor cantidad de fosfolipidos a las regiones
con mutaciones en EGFR (Zhang y col., 2019). Por ultimo, cabe destacar que la
lisofasfatidilcolina, presente en altos niveles en muchos cdnceres, impulsa la
progresion tumoral al promover la angiogénesis, la proliferacion, la supervivencia, la
invasién y la metastasis (Law y col., 2019; Liu y col., 2020). Ademds, se ha implicado en
la regulacién de las funciones inmunes y la inflamacidn, y algunos estudios recientes
han destacado que puede ser un mecanismo por el que las células cancerosas pueden

evadir la deteccidn por parte del sistema inmune (Lee y col., 2020).

Para concluir este primer apartado del primer capitulo de SFRE y Lipchronic®,
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podemos seiialar que el efecto antitumoral observado inicialmente sobre la viabilidad
celular y el perfil bioenergético, se traduce en una inhibicidn del metabolismo lipidico

tanto a nivel de expresidon génica como de manera funcional a nivel intracelular.

4.1.2 Extracto de Rosmarinus officinalis en combinacion con el tratamiento
farmacolégico clinico del cancer de pulmdén no microcitico

4.1.2.1 Efecto sinérgico de SFRE con cisplatino

El cisplatino es un agente alquilante del ADN usado en quimioterapia para el
tratamiento de multitud de tumores sdlidos. En cancer de pulmén es uno de los
farmacos mas utilizados como linea de tratamiento estandar, sin embargo, aunque la
respuesta inicial suele ser elevada, la mayoria de los pacientes suelen acabar
desarrollando algun tipo de resistencia al cisplatino. Debido a esto, quisimos evaluar el
efecto de SFRE en combinacidn con agentes basados en platino para intentar reducir la
dosis empleada en la clinica, con las asociadas toxicidades y resistencias que aparecen
por su aplicacién. Se definieron las concentraciones ICsp de farmacos basados en
platino para las lineas celulares de cancer de pulmoén. Como se puede apreciar en la
Tabla 10, el cisplatino resultdé ser el mds potente en ambas lineas celulares y
comparativamente, la linea H1975 resulté mds sensible que H1299 para todos los

farmacos basados en Pt.

Tabla 10. Valores ICso para los farmacos basados en platino.
Los valores indican las concentraciones de farmaco (en uM) responsables de producir inhibicién de la viabilidad

celular al 50% (1C50) en células de cancer de pulmon.

Tratamiento H1299 H1975
Cisplatino 11,89 +0,31 8,54 +0,19
Carboplatino 174,86 + 1,32 137,4+ 2,29
Oxaliplatino 21,92 £ 0,43 13,63+ 0,39
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Seguidamente, para evaluar la posible sinergia de SFRE en combinacién con
cisplatino, se realizaron pretratamientos de 3 h en ambas lineas celulares con
concentraciones fijas de SFRE por debajo de sus valores ICso (20 y 30 pug/mL para
H1299 y H1975, respectivamente). Tras las 3 h se retiré el pretratamiento con SFRE y
se anadieron dosis crecientes de cisplatino, manteniendo constante la concentracién
fijada de SFRE para cada linea. Ademas, células control tratadas solamente con
cisplatino se llevaron en paralelo. Los resultados mostrados en la Tabla 11 muestran
un efecto sinérgico (Cl < 1) de la combinacién de SFRE y cisplatino en ambas lineas

celulares, siendo este efecto mas potente en la linea H1299.

Tabla 11. Efecto sinérgico de SFRE en combinacion con cisplatino.

Los valores muestran los indices de correlacion (Cl) entre el cisplatino y SFRE a cada dosis ensayada de cisplatino

y concentraciones constantes de SFRE para H1299 y H1975, 20 y 30 ug/mL respectivamente.

Cis-Pt (uM) Cl (H1299) Cl (H1975)
3 0,676 0,858
6 0,724 0,894
12 0,503 0,814

Para profundizar en el efecto sinérgico de SFRE en combinacién con cisplatino,
un agente alquilante, se analizé la expresion de genes relacionados con la sintesis de
ADN, tales como TK1 y TYMS que pudieran explicar, al menos parcialmente, la sinergia
observada. En ambas lineas celulares, TK1 y TYMS se redujeron significativamente tras

el tratamiento (Figura 27).
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Figura 27. Inhibicion de la sintesis de ADN.

Expresion génica de TK1 y TYMS en células (H1299 y H1975) tratadas con SFRE a 48 h, comparadas con células
control no tratadas, y normalizadas con el control endégeno B2M. Los asteriscos *, **, *** indican valores de p

<0.05, 0.01 y 0.005, respectivamente.

Para la timidina quinasa 1 (TK1), se ha reconocido su papel en la recuperacién y
aparicion de resistencias de farmacos que inhiben la timidilato sintasa (TYMS), como
son el 5-fluorouracilo y el pemetrexed. TK1 ha sido propuesto como biomarcador
prondstico en varios estudios de cancer de pulmoén (Huang y col., 2014) (Nisman y col.,
2014) (Wei y col., 2018). Al igual que TK1, TYMS ha sido propuesto también como
biomarcador en diferentes estudios. Pacientes con CPCNP con expresion de TYMS
intratumoral aberrante probablemente obtendrian mejores resultados con los
tratamientos basados en platino (Kotoula y col., 2012; Han y col., 2014; Jiang y col.,

2015; Suny col., 2015; Tsyganov y col., 2020).

Mas de 40 aios desde su aprobacién, incluso en la era de la medicina de
precision y la inmunoterapia, los medicamentos basados en Pt siguen siendo usados
de manera habitual contra el cancer. Para el CPCNP, es el tratamiento estandar en
ausencia de mutaciones con terapias dirigidas (Rottenberg y col., 2021) y, aunque es

eficaz, su uso esta limitado por la aparicidn de resistencias y sus efectos secundarios,
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gue pueden requerir que se prescriban reducciones de dosis a los pacientes (Oun y
col., 2018). Para superar estos problemas, se pueden utilizar terapias combinadas. De
hecho, en la actualidad hay varios regimenes aprobados en combinacién con
inhibidores de PD-1/PD-L1. Sin embargo, a pesar de los avances en medicina de

precision, hay una falta de biomarcadores predictivos fiables (Xue y col., 2021).

La sinergia observada in vitro sugiere un efecto beneficioso de SFRE como
coadyuvante en combinacidn con cisplatino. Este resultado es muy importante, ya que

la quimioterapia basada en platino se usa en combinaciéon con inmunoterapia.

4.1.2.2 Efecto sinérgico de SFRE con pemetrexed

El pemetrexed sigue siendo un farmaco clave para el tratamiento de pacientes
con CPCNP debido a su buen perfil de eficacia y tolerabilidad. Este farmaco es un
antimetabolito del folato que inhibe la sintesis de nucleétidos precursores de purina y
pirimidina. Debido a su importancia clinica, quisimos evaluar el efecto de SFRE en
combinacion con pemetrexed, nos basamos en los valores ICso de pemetrexed

descritos en la bibliografia en lineas celulares de cancer de pulmén (Tabla 12).

Tabla 12. Valores bibliograficos ICso para pemetrexed.
Los valores indican las concentraciones de farmaco (en uM) responsables de producir inhibicion de la viabilidad
celular al 50% (IC50) en células de cancer de pulmon.

H1299 H1975
4,72 £ 1,9 (Tang y col., 2015) 3,372 + 0,082 (Zhang y col., 2017)
2,43 (Ku y col., 2020) 3,37 £ 0,14 (Feng y col., 2017)

Para evaluar el posible efecto sinérgico entre SFRE y pemetrexed, se realizaron
ensayos concomitantes con concentraciones fijas de SFRE y por debajo de sus valores
ICs0 (20 y 30 pg/mL para H1299 y H1975, respectivamente), junto con dosis crecientes
de pemetrexed. Ademads, células control tratadas solamente con pemetrexed se
llevaron en paralelo. Los resultados mostrados en la Tabla 13 muestran un efecto
sinérgico (Cl < 1) de la combinacion de SFRE y pemetrexed en ambas lineas celulares,

siendo este efecto mas potente en la linea H1299.
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Tabla 13. Efecto sinérgico de SFRE en combinacion con pemetrexed.
Los valores muestran los indices de correlacion entre el pemetrexed y SFRE a cada dosis ensayada de

pemetrexed y concentraciones constantes de SFRE para H1299 y H1975, 20 y 30 pg/mL respectivamente.

Pemetrexed (LM) Cl (H1299) Cl (H1975)
2 0,687 0,955
4 0,726 0,852
8 0,677 0,832

Por dltimo, se profundizd sobre el efecto sinérgico de SFRE analizando la
expresion en los genes donde pemetrexed presenta su actividad farmacoldgica, TYMS,
dihidrofolato reductasa (DHFR) y glicinamideribonucleétido formiltransferasa (GARFT).
En ambas lineas celulares, estas dianas se vieron reducidas significativamente tras la

exposicion a las diferentes concentraciones de SFRE (Figura 28).
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Figura 28. Inhibicion de las dianas farmacoldgicas de pemetrexed.

Expresion génica de TYMS, DHFR y GARFT en células (H1299 y H1975) tratadas con SFRE a 48 h, comparadas con
células control no tratadas, y normalizadas con el control endégeno B2M. Los asteriscos *, **, *** indican
valores de p <0.05, 0.01 y 0.005, respectivamente.

Cabe destacar de entre las dianas estudiadas, la importancia de TYMS, ya que
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numerosos estudios la implican en la aparicién de resistencia al tratamiento con
pemetrexed (Kerkentzes y col., 2014; Jiang y col., 2015; Rossi y col., 2018; Agullé-
Ortuiio y col., 2020; Yao y col., 2021). Desde 2008 se aprobd en primera linea el uso de
pemetrexed en combinacién con cisplatino para CPCNP. Ademas, pemetrexed también
se recomienda en combinacidn con carboplatino y pembrolizumab para el tratamiento

de CPCNP avanzado.

Los resultados mostrados sobre el efecto sinérgico de SFRE, se puede sugerir
un beneficio en el uso de SFRE como coadyuvante en la terapia clinica de cancer de

pulmén en combinacién con pemetrexed.

4.1.2.3 Efecto sinérgico de SFRE con metformina

La metformina es un farmaco utilizado en el tratamiento y la prevencion de la
diabetes tipo 2, sobre todo en pacientes con sobrepeso, reduciendo los niveles de
glucosa en sangre, ademas de mejorar el perfil de dislipidemia. En la actualidad la
metformina ha cobrado un gran interés en su aplicacion clinica para el cancer ya que
se ha sugerido que reduce el riesgo de cancer, y la mortalidad en varios de ellos (Roos
y col., 2019; Yi y col., 2020). Debido a esto, se quiso evaluar el efecto de SFRE en
combinacion con este farmaco. Se definieron las concentraciones ICso del tratamiento
con metformina para las lineas celulares de cancer de pulmén, como se puede apreciar

en la Tabla 14, encontrandose una sensibilidad mayor para la linea H1299.

Tabla 14. Valores ICso para la metformina.
Los valores indican las concentraciones de farmaco (en mM) responsables de producir inhibicién de la viabilidad

celular al 50% (1C50) en células de cancer de pulmon.

Tratamiento H1299 H1975

Metformina 10,29 £ 0,744 21,47 £ 0,677

Para evaluar el posible efecto sinérgico entre SFRE y metformina, se realizaron
ensayos concomitantes con concentraciones fijas de SFRE y por debajo de sus valores
ICs0 (20 y 30 pg/mL para H1299 y H1975, respectivamente), junto con dosis crecientes

de metformina. Ademas, células control tratadas solamente con metformina se
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llevaron en paralelo. La Tabla 15 muestra un efecto sinérgico (Cl < 1) de la
combinacion de SFRE y metformina, con valores similares para ambas lineas celulares.

Tabla 15. Efecto sinérgico de SFRE en combinacién con metformina.
Los valores muestran los indices de correlacién entre la metformina y SFRE a cada dosis ensayada de

metformina y concentraciones constantes de SFRE para H1299 y H1975, 20 y 30 ug/mL respectivamente.

Metformina (mM) Cl (H1299) Cl (H1975)
2 0,73 0,734
4 0,781 0,691
8 0,716 0,787

Aunque es poco probable que las indicaciones lo incluyan como monoterapia,
la meformina puede ser adecuada como adyuvante o en combinacién en el
tratamiento en algunos pacientes con cancer de pulmén (Lin y col., 2015), aunque la
estratificacion de los pacientes que se beneficiarian de su uso no esta clara (Aljofan y
Riethmacher, 2019), si se ha destacado su efecto protector en la poblacion asiatica
(Xiao y col., 2020). Varios estudios recientes han revisado el efecto sinérgico de la
metformina en combinacion con varios agentes antineoplasicos utilizados en el
tratamiento del cdncer de pulmdén como son los basados en Pt, diferentes taxanos y
antimetabolitos, ademads de terapias dirigidas e inmunoterapia (Fatehi Hassanabad y
MacQueen, 2021; Luo y col., 2021). Cabe destacar varios estudios realizados para
entender los efectos sinérgicos encontrados al combinarse metformina con la actual
inmunoterapia, mostrando un gran potencial al observar mejores resultados clinicos
en pacientes que recibieron dicha combinacién (Cha y col., 2018) (Afzal y col., 2019)

(Febres-Aldana y col., 2020).

Los resultados mostrados sobre el efecto sinérgico de SFRE con metformina,
sugieren un beneficio en el uso de SFRE como coadyuvante en la terapia clinica de

cancer de pulmén para los pacientes que, ademas, son tratados con metformina.

4.1.2.4 Efecto sinérgico de SFRE con pembrolizumab

La introduccién de anticuerpos monoclonales, anti-PD-1 y anti-PD-L1, ha
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cambiado significativamente el panorama de los tratamientos para el CPCNP
avanzado. El pembrolizumab es un anticuerpo monoclonal IgG4 dirigido contra el
receptor de PD-1 en la membrana de las células cancerosas, evitando su unién a PD-L1
y PD-L2, y por tanto, activando y manteniendo la respuesta inmune antitumoral
mediada por los linfocitos T. Desde 2017, son varios los casos en los que

pembrolizumab se utiliza en la clinica para cancer de pulmdén no microcitico:

1. como tratamiento de primera linea para CPCNP metastatico con expresién

de PD-L1 2 50 %.

2. como tratamiento de segunda linea para pacientes con CPCNP metastatico
gue ha progresado después de quimioterapia con platino y con expresion

de PD-L1 21 %.

3. como tratamiento de primera linea para CPCNP avanzado sin tratamiento
previo, en combinacién con pemetrexed y carboplatino, sin importar los

niveles de PD-L1.

Debido a su importancia clinica en el tratamiento del cancer de pulmén, se
evaluo el efecto de SFRE en combinacion con pembrolizumab. Tomando como
referencia el valor ICsp encontrado en la bibliografia (Ma y col., 2019) sobre la linea de
cancer de pulmoén no microcitico A549 (EGFR wt) (ICso= 0.4 uM), y para evaluar el
posible efecto sinérgico entre SFRE y pembrolizumab, se realizaron ensayos
concomitantes con concentraciones fijas de SFRE y por debajo de sus valores ICso (20 y
30 ug/mL para H1299 y H1975, respectivamente), junto con dosis crecientes de
pembrolizumab. Ademas, células control tratadas solamente con pembrolizumab se
llevaron en paralelo. Los resultados mostrados en la Tabla 16 muestran un potente
efecto sinérgico (Cl < 1) de la combinacién de SFRE y pembrolizumab, siendo la

sensibilidad a la combinacién muy parecida para ambas lineas celulares.

Resultados y Discusion
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Tabla 16. Efecto sinérgico de SFRE en combinacién con pembrolizumab.
Los valores muestran los indices de correlacién entre el pembrolizumab y SFRE a cada dosis ensayada de
pembrolizumab y concentraciones constantes de SFRE para H1299 y H1975, 20 y 30 pug/mL respectivamente.

Pembrolizumab (uM) Cl (H1299) Cl (H1975)
0,125 0,558 0,831
0,25 0,503 0,537
0,5 0,448 0,481
1 0,344 0,367
2 0,357 0,352

Para investigar los mecanismos subyacentes al sinergismo observado de la
combinacion de SFRE y pembrolizumab, analizamos mediante citometria de flujo la

expresion de PD-L1 tras el tratamiento con SFRE durante 3y 24 h.
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Figura 29. Analisis por citometria de flujo tras marcaje con PD-L1.

Poblacion PD-L1* en células H1299 y H1975 tratadas con SFRE a 3 y 24 h, comparadas con células control no
tratadas, a las concentraciones de %*ICso e ICso para cada linea celular. Los asteriscos *, **, *** indican valores
de p <0.05, 0.01 y 0.005, respectivamente.

Como se muestra en la Figura 29, SFRE disminuyd la expresion de PD-L1, siendo
este efecto mayor a las dosis mas bajas (%:*ICso) y en el menor tiempo de tratamiento
(3h). Ademas, y dado que se ha descrito que la expresién de PD-L1 en tumores
aumenta la expresién de otros biomarcadores inmunosupresores como CX3CR1 en el
microambiente tumoral local (Yamauchi y col., 2020), también cuantificamos la doble

expresion de PD-L1 y CX3CR1 después del tratamiento. SFRE disminuyd la expresion de
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PD-L1 y CX3CR1, especialmente en la linea H1299, como se muestra en la Figura 30, lo
gue indica el potencial de SFRE para mejorar la expresién de biomarcadores que

promueven la evasion inmune de las células de cancer de pulmon.
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Figura 30. Analisis por citometria de flujo tras doble marcaje con PD-L1 y CXRCR1.

Poblacidn PD-L1*CX3CR1* en células H1299 y H1975 tratadas con SFRE a 3 h, comparadas con células
control no tratadas, a las concentraciones %*ICso e ICso para cada linea celular. Los asteriscos *, **, ***
indican valores de p <0.05, 0.01 y 0.005, respectivamente.

Las inmunoterapias que se dirigen al eje PD-L1-PD-1 han demostrado una
eficacia sin precedentes. Es de destacar que aunque PD-1 se expresa principalmente
en las células T activadas, las células B y los monocitos, (Boussiotis, 2016) estudios
recientes han demostrado que PD-1 se expresa en una subpoblacién de diversos tipos
de cancer, incluido el CPCNP (Du y col., 2018). La interaccién PD-1 / PD-L1 intrinseca de
las células tumorales, media la resistencia al tratamiento con pembrolizumab
mediante la activacién de Akt y ERK1/2 (Wang y col., 2020). Por otra parte, numerosos
estudios han demostrado el papel pro-tumoral y pro-metdstasico de CX3CR1 en
multiples tumores malignos sélidos y sanguineos (Conroy y Lysaght, 2020). La
sefializacion bidireccional existente entre las células tumorales y los macréfagos en el
microambiente se ha propuesto como un mecanismo impulsor del cancer de pulmén
(Schmall y col., 2015). Ademds, CX3CR1 forma parte de una firma genética con valor
prondstico para adenocarcinomas de pulmdén (Fan y col., 2021). Los resultados
mostrados sobre el efecto sinérgico, indican el posible beneficio del uso de SFRE como

coadyuvante en la clinica de cancer de pulmén en combinacidn con pembrolizumab.

Para concluir este segundo apartado del primer capitulo de SFRE y Lipchronic®,
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podemos sefalar que el efecto antitumoral observado se suma de manera sinérgica al
de importantes farmacos implicados en el metabolismo del cédncer, con la potencial
aplicacién como agentes complementarios en las terapias actuales para el paciente de

cancer de pulmon.

4.1.3 Extracto de Rosmarinus officinalis y Lipchronic® en la biologia de macréfagos
humanizados

4.1.3.1 SFREy Lipchronic® modulan el perfil bioenergético en macréfagos humanizados

La diferenciacién funcional de los macréfagos hacia su fenotipo antitumoral M1
(proinflamatorio) o regulador/inmunosupresor M2 (antiinflamatorio) esta
estrechamente relacionada con su metabolismo (Galvan-Pefia y O’Neill, 2014; Mehla y
Singh, 2019). En una primera aproximacion, se evalud el efecto del SFRE en el
metabolismo mitocondrial con el test MTT (Figura 31A). Para estudiar de una manera
funcional las modulaciones en la actividad metabdlica, se analizd el efecto de las
mismas dosis ensayadas por MTT del SFRE en agudo sobre las células pulmonares. Los
resultados mostraron el efecto negativo del SFRE en la actividad de las
deshidrogenasas mitocondriales asociadas a la cadena de transporte electrénico;

efectos que ocurren de modo dosis-independiente.
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Figura 31. Efecto de SFRE sobre la actividad metabdlica mitocondrial.

A) Respuesta metabdlica sobre macréfagos humanizados tras el tratamiento con concentraciones crecientes de
SFRE durante 30, 90 y 180 minutos, analizada mediante el ensayo del MTT. B-F) Analisis de respiracion
mitocondrial mediante analisis de flujo de la tasa de consumo de oxigeno (OCR). Se muestran la respiracién
maxima, la capacidad respiratoria de reserva, la fuga de protones, la respiracion basal y el consumo de oxigeno
no mitocondrial en macréfagos humanizados tratados en agudo con SFRE. Los asteriscos *, **, *** indican

valores de p <0.05, 0.01 y 0.005, respectivamente.

La mitocondria es uno de los compartimentos mds importantes que intervienen en
el metabolismo celular y estan estrechamente asociadas con la regulacion de las
funciones celulares. En la mayoria de los tipos de células, la fosforilacién oxidativa
mitocondrial (OXPHOS) es el principal modo de produccién de energia celular. Sin
embargo, el OXPHOS mitocondrial se inhibe en los macréfagos M1 activados (Galvan-
Pefia y O’Neill, 2014; Thapa y Lee, 2019). Aprovechando la tecnologia Seahorse® se
valoré los cambios en el consumo de oxigeno (O.C.R.) asociados a los distintos
complejos enzimaticos que promueven la OXPHOS (Figura 31B-F).

La respiracion celular maxima (Figura 31B) se ve aumenta de manera
significativa y en magnitud similar para las dosis de SFRE ensayadas. Estos resultados
sugieren un mejor control de la funcionalidad metabdlica mitocondrial, lo cual,
favoreceria la respuesta funcional de la poblacién macrofdgica en caso de verse
comprometida. Este efecto, también se ve acompafiado por un aumento en la

capacidad respiratoria de reserva mitocondrial (Figura 31C), asi como de respiracion
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basal (Figura 31D). Sin embargo, se cuantifica una mayor fuga mitocondrial de
protones (Figura 31E) con respecto a los cultivos control. Este desacoplamiento en la
fuga de protones contribuiria a la adaptacién metabdlica rapida y, por consiguiente,
del fenotipo funcional de los macréfagos. De modo compensatorio, se encontraron
mayores niveles de OCR no mitocondrial (Figura 31F). Este efecto puede atribuirse a la
produccidn de octil-itaconato, el cual tiene efecto inhibidor de los procesos glicoliticos
al actuar sobre la GADPH vy ejerce efectos reguladores en la funcion de los macrofagos
(Liao y col., 2019). En concreto, se ha demostrado el efecto inmunomodulador

protector de este metabolito en lesiones pulmonares agudas en modelos de ratén (Xin

y col., 2020).
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Figura 32. Efecto de Lipchronic® sobre la bioenergética mitocondrial.

Analisis de respiracion mitocondrial mediante analisis de flujo de la tasa de consumo de oxigeno (OCR). Se
muestran la respiracion maxima, la capacidad respiraotria de reserva, la fuga de protones la respiracién basal y
el consumo de oxigeno no mitocondrial, en macréfagos humanizados tratados en agudo con Lipchronic®. Los

asteriscos *, **, *** indican valores de p <0.05, 0.01 y 0.005, respectivamente.

De manera analoga, como muestra la Figura 32, Lipchronic® presenta el mismo
comportamiento que SFRE sobre los parametros medidos acerca del consumo de
oxigeno mitocondrial gracias a la tecnologia Seahorse®. Si comparamos el efecto

metabdlico producido por Lipchronic®, podemos concluir que este efecto es mucho
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mayor para todas las variables estudiadas.

El hecho de favorecer una adaptacién metabdlica compatible con el fenotipo
antitumoral de los macréfagos podria tener consecuencias positivas importantes en el
control de la severidad y progresidon tumoral, reduciendo la susceptibilidad de éstos a
las condiciones del microambiente tumoral. Los macréfagos M2 asociados a tumores
desempefian una funcién clave en el control y/o promociéon del crecimiento y
metastasis tumoral, mediante una comunicacidn bidireccional con el tejido tumoral.
Esta interrelacion tiene lugar, en gran medida a través de la sefalizacién de receptores
de quimioquinas (Qian y col.,, 2011), entre otros CX3CR1 (Sciumeé y col., 2010). La
expresion de CX3CR1 esta relacionada con la migracion y la seiializaciéon en las células
del linaje de monocitos-macréfagos favoreciendo la diferenciacién monocitica hacia

macréfagos proinflamatorios (F4/80M8"), tipo M1 con potencial antitumoral.

4.1.3.2 SFRE modaula el perfil de fosfolipidos en macréfagos humanizados

En linea con la importancia de los cambios metabdlicos y su influencia en el
fenotipo funcional de la poblacién macrofagica, la polarizacion de macréfagos hacia un
fenotipo clasicamente activado (es decir, por factores como LPS/IFN-y) e inflamatorio
se ha demostrado que ocurre a través de la modulacién del contenido de fosfolipidos
(PLs) (Barbosa y col., 2014; Qin y col., 2014). En la figura 33 se muestra la variacién del

contenido de PLs en cultivos de la linea celular HB-8902 tratada con SFRE.

HB-8902
10
g —
o 8
2
5 64
e
3 4
{ =
@
t
o
8 BEE =
& & &

Figura 33. Efecto de SFRE en el contenido de fosfolipidos por HPLC.
Contenido de fosfatidilinositol, fosfatidiletanolamina, fosfatidilcolina y lisofosfatidilcolina en células HB-8902
tratadas a la ICso con SFRE tras 3 h, comparadas con células control no tratadas.
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La concentracidon de SFRE ICso efectiva calculada para las lineas tumorales de
pulmén genera una respuesta celular en los macréfagos dénde es destacable el
incremento significativo del contenido de lisofosfatidilcolina (LPC), sin alterar el
contenido relativo de otros PLs (fosfatidilinositol, de fosfatidiletanolamina y de
fosfatidilcolina). La activacidn inmunoldgica innata de los macrdfagos implica la
remodelacidon sustancial de la utilizacién de araquidonato, lo que conduce a la
movilizacién de grandes cantidades de este acido graso para su conversién en
eicosanoides biolégicamente activos. Ademads, la LPC perpetia la polarizacién de los
macrofagos hacia su activacion clasica (Qin y col., 2014; Liu y col., 2020). Estos cambios
son concordantes con las adaptaciones mitocondriales proporcionadas por el andlisis
de los cambios bioenergéticos en los cultivos de macréfagos, y compatibles con una

reprogramacion metabdlica favorable para el fenotipo antitumoral M1.

4.1.3.3 SFREy Lipchronic® favorecen la polarizacion de macréfagos humanizados hacia el
fenotipo claisco antitumoral

Sobre la base de los resultados anteriores, se estudié el fenotipo funcional
inducible que desarrollan los cultivos de macréfagos en respuesta al SFRE (Figura 34).
En el fenotipado de la poblacién celular se considerd, ademas de la expresién de

marcadores propios de los fenotipos M1 (CD68) y M2 (CD206), otros implicados en:

i) el reclutamiento y maduracién de la poblacién monocitica, asi como el

control de la invasividad tumoral (CX3CR1)

ii) y el reclutamiento de macréfagos en el tejido pulmonar tras la
activacion de la sefializacién inmune innata (Hollingsworth y col., 2007),
asi como en el control del fenotipo proresolutivo frente a procesos

inflamatorios (CD44) (Tran y col., 2015).

Los resultados obtenidos muestran un efecto dosis-dependiente del SFRE sobre
la diferenciaciéon fenotipica de los macréfagos. Al exponer los cultivos a
concentraciones menores (i.e., % ICso) se aprecia el efecto positivo del SFRE
favoreciendo la diferenciacién macrofagica, de modo preferente, hacia su fenotipo M1

(Figura 34A-C), mediante el aumento de los niveles CD68, cuya expresidn se asocia con
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un buen prondstico en CPCNP (Hwang y col.,, 2020). Ademas, la exposicién de los
cultivos celulares a la concentracién ICso efectiva calculada para células tumorales de
pulmon favorece en mayor medida una polarizacién hacia el fenotipo M2 (i.e., CD206")
(Figura 34B), lo cual, puede explicarse por una activacién ‘clasica’ de modo intenso
(i.e., CD68") (Galvan-Pefia y O’Neill, 2014). Sin embargo, pueden calcularse valores

para la relacion M1/M2 similares a los cultivos no tratados (Figura 34C).

Los efectos de Lipchronic® sobre la polarizacién selectiva de los macrdéfagos
aparecen ‘normalizados’ a un comportamiento mas homogéneo vy similar,
independiente de la concentracion a que se exponga el cultivo, y para ambos fenotipos
de estudio (Figura 34D-E). Asi, los cultivos tratados con la concentracidn ICso efectiva
calculada para células tumorales de pulmdn permiten balances con un claro sesgo de

poblacidn hacia su fenotipo antitumoral M1 (Figura 34F).
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Figura 34. Analisis por citometria de flujo tras marcaje con CD68, CD206, F4/80, CX3CR1 y CD44.

A) Poblacién CD68*F4/80*CX3CR1*CD44* tratada con SFRE (donde la dosis C1 corresponde con %*ICso y C2 con
la ICso) respecto a la poblacion control, en células HB-8902 de macréfagos humanizados tras 3 h de exposicién a
los diferentes tratamientos. B) Poblacion CD206* CX3CR1+CD44+ tratada con SFRE. C) Ratio entre las
poblaciones M1/M2 tratadas con SFRE. D) Poblacién CD68*F4/80*CX3CR1*CD44" tratada con Lipchronic®. E)
Poblacién CD206* CX3CR1+CD44+ tratada con Lipchronic®. F) Ratio entre las poblaciones M1/M2 tratadas con

Lipchronic®.

Las estrategias emergentes para el tratamiento del cancer dirigidas a los

macrofagos asociados a tumores (TAMs) incluyen, limitar el reclutamiento de
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monocitos, bloquear la activacién de TAMs, reprogramar TAMs con actividad
antitumoral y bloquear moléculas inhibidoras inmunitarias en TAMs (Pan y col., 2020).
Dirigirse especificamente a los TAM para promover su repolarizacion al fenotipo
antitumoral es un enfoque terapéutico prometedor e innovador (Shu y Cheng, 2020).
Se ha demostrado que reprogramar la funcidn de los macrdfagos utilizando sefiales de
activacion clasicas (proinflamatorias), da como resultado una actividad antitumoral en
modelos preclinicos (Locati y col., 2020). Estudios de célula Unica en tejidos normales y
tumorales de pulmdn, encontraron una polarizacién de macréfagos pro y anti
inflamatorio, respectivamente (Kim y col., 2020). Ademas, pacientes con alta expresién
de macrdéfagos M1 tuvieron una supervivencia general significativamente mejor en
comparacion con los pacientes con baja infiltracion de macréfagos M1, mientras que
los pacientes con una proporcién alta de M2 tuvieron una supervivencia general
significativamente peor en comparacion con los pacientes con una proporcion baja de

M2 (Hwangy col., 2020).

Este comportamiento mostrado con los resultados del inmunofenotipado,
permite el poder establecer fitoterapias para el reclutamiento de macrofagos
enddgenos, asi como de la poblacidon monocitica periférica y su activacion, basadas en
el potencial beneficio derivado del efecto terapéutico de los macrofagos M1 en el

control del microambiente tumoral (Laparra y col., 2020; Bouzas y col., 2021).

4.1.3.4 El estudio ‘'multi-6mico’de alto rendimiento sobre célula Uinica demuestra la
reprogramacion molecular y celular de la poblacién macrofagica

El estudio inmunomodulador de Lipchronic® desde un prisma ‘multi-dmico’ e
individual en la respuesta celular de la poblacion de macréfagos nos permitié
determinar la dinamica celular en el proceso de diferenciacidn funcional selectiva de
esta poblacién (Figura 35). Se analizd un total de 219.506 células sobre las que el
anadlisis de componentes principales (PCA) permitié identificar 3 poblaciones en
funcién de los tratamientos (Figura 35A). La aplicacion de analis con reduccién de la
dimensionalidad a través de algoritmos t-SNE (inclusién de eventos estocdsticos

distribuidos en ‘t’) permitié delimitar grupos por agrupacién de pardmetros

117



Resultados y Discusion

bioldgicos al considerar sus diferenicas en la expresion de los distintos marcadores
diana en el panel ‘immune discovery’ utilizado. Asi, se pudo identificar 9 fenotipos
distintos que presentan una respuesta funcional selectiva, de modo diferencial
atendiendo a los tratamientos aplicados (i.e., control, SFRE y Lipchronic® para sus
ICs0) (Figura 35B). La distribucidon de las proporciones celulares identificadas para
cada tratamiento, en funcién de su respuesta fenotipica y funcional se muestra en la

Tabla 17.

Tabla 17. Distribucidn celular identificada tras el analisis por célula tnica.

Los valores muestran los diferentes subfenotipos encontrados para los distintos tratamientos aplicados sobre

cultivos de macroéfagos humanizados.

Grupo (% distribucién de la poblacién total)

Tratamiento

1 2 3 4 5 6 7 8 9
(16,2%) (14,8%) (14,6%) (12,3%) (10,9%) (9,1%) (7,0%) (7,3%) (6,8%)

Control 63,3 40,2 25,6 50,5 37,6 16,7 17,6 14,3 20,7
SFRE 0 4,72 0,80 9,52 26,9 0 1,47 3,17 1,72
Lipchronic® 36,7 55,1 73,6 40,0 35,5 83,3 80,9 82,5 77,6

Los resultados muestran una influencia positiva de Lipchronic® aumentando
la proporcién de células que responden al tratamiento en relacion con la
administracién independiente de SFRE. Esta distribucidn de grupos funcionales nos
permitié agrupar los distintos sub-fenotipos celulares, de modo independiente segun
la expresion de los marcadores de diferenciacién funcional utilizados. En la Figura
35C-S se muestra una seleccion de aquellos marcadores mas relevantes para el

objeto de estudio en esta tesis doctoral.
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Figura 35. Diseccion integral del estudio ‘'multiémico’de alto rendimiento sobre célula tnica y agrupacion de
219.506 células individuales de cultivos de macréfagos humanizados expuestos a SFRE y Lipchronic®.
A) Analisis general de componentes principales (PCA); B) Identificacion de los subfenotipos de cultivos en

macrofagos (UMAP con proyeccion t-SNE), codificados por colores segln los principales linajes celulares; C-S)
Expresion relativa calculada a partir de la secuenciacion ‘multi-dmica’de célula unica en células enteras
viables; T) Distribucion general de los cultivos expuestos, tras reduccién de la dimensionalidad (UMAP); U)
Expresion general de TGF-B en los macroéfagos representada por “zebra plot’.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto una mayor efectividad de
Lipchronic® para activar la(s) respuesta(s) macrofagica(s) en comparacién a la
exposicién del cultivo celular al SFRE. Este efecto se avala por los mayores valores de
expresion relativa en la coleccién de marcadores evaluados en el estudio (Figura
35C-S). En términos generales, la expresidon de los distintos marcadores parece
sefalar la activacidn de una respuesta celular tipica hacia una produccion limitada de

interferones (i.e., CXCL5, FOSL1, CLECD4, MGST1, CD37), la cual, podria favorecer el
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reclutamiento linfocitario en el tejido pulmonar dafiado (Balamayooran y col., 2012).
En esta linea la expresidn de glicosiltransferasas de difosfooligosacaridos (i.e., RPN2)
avala la influencia positiva en el procesamiento intracelular antigénico propio de un
fenotipo M1 (Linehan y col., 1999). Una mayor expresion de esta riboforina tipo | de
membrana podria explicar, al menos en parte, los efectos de la exposicién de los
cultivos celulares a Lipchronic® disminuyendo la actividad mitocondrial asociada a la
cadena de transporte electrdnico, asi como el incremento cuantificado en la fuga de
protones mediante la tecnologia Seahorse® (Figura 32; pagina 113). El incremento en
la expresion de RPN2 hace pensar que estas respuestas bioldgicas no estan mediadas
por una disfuncidon mitocondrial como si ocurren en el caso de la estimulacion con el
agonista prototipico de TLR4; lipopolisacarido bacteriano (LPS). De modo similar, la
expresion de componentes de la superfamilia de las tetraspaninas (i.e., CD37),
involucradas en la organizacién de microdominios que consisten tanto en proteinas
de membrana celular como en moléculas de sefializacién citoplasmatica, avala un
adecuado reconocimiento molecular y los subsiguientes procesos de transduccién de
senales fundamentales para la generacion de una respuesta inmunitaria eficiente
(Jones y col., 2011). En términos generales, esta respuesta podria promover el
reemplazo de neutrdfilos intratisulares favoreciendo el desarrollo de procesos
inflamatorios resolutivos y, por tanto, de autocontrol de la transicion en la respuesta
inflamatoria (i.e., FASN, GNAI2, LYN, NKG7). Ademas, podemos interpretar esta
respuesta como derivada de una poblacién M1 sobre la que Lipchronic® permite un
mayor control de la sefializacion derivada de receptores inmunoldgicos innatos

como TLR4 (Liy col., 2014; Carroll y col., 2018; Vural y col., 2019).

Estos resultados son concordantes con la respuesta fenotipica identificada en
los anadlisis previos por citometria de flujo (Figura 34, pagina 116). Asi como la
citometria nos permite evaluar el fenotipado de la poblacién de estudio, el andlisis
‘multi-dmico’ de célula Unica resulta complementario aumentando el conocimiento
de esta poblacion al identificar diferencias funcionales entre las subpoblaciones que
comparten la expresion de factores como CD68, CX3CR1, F4/80 (i.e., CD33) y CD44.
De modo particular, en el desarrollol de estos subfenotipos, podemos destacar la

participacién de CD127 dada su implicacién en la impronta de heterogeneidad
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funcional diversificando le respuesta de la poblacion monocito/macrofagica en
procesos inflamatorios (Zhang y col.,, 2022). CD127 marca un subconjunto de
monocitos/macréfagos que conservaron fenotipos ‘hipoinflamatorios’ dentro de los
entornos intratisulares altamente inflamatorios. De modo complementario a este
efecto, de la exposicion a Lipchronic® se podria esperar una mayor coestimulacion
de células T efectoras CD8" derivada de la mayor expresion de CD137 (Xu y col.,

2019).

El andlisis ‘multi-dmico’ también revela fenotipos con expresion conjunta de
CD14, asi como HLA-DR, lo cual, nos permite asumir la ausencia de procesos de
diferenciacién funcional hacia un fenotipo inmunosupresor (Lima y col., 2018). Este
subconjunto se ha descrito como parecido a los monocitos sanguineos cldsicos con
baja expresién de CD16, HLA-DR y CX3CR1 (Thiesen y col., 2014). Estos monocitos
muestran una migracion eficiente motivada por CCL2 liberando la metaloproteasa de
matriz MMP-1, la cual, en contraste con la expresada por las células pulmonares
puede condicionar la produccion de citoquinas para influenciar, inhibiendo o
favoreciendo, el crecimiento tumoral. El posible efecto favoreciendo el crecimiento
tumoral se ha descrito asociado a la produccion de TGF-B, si bien, este es un
producto tipico de un fenotipo de macréfagos M2 inmunosupresores, lo cuales,
parecen ser minoritarios en el cultivo atendiendo a la expresién de los marcadores
estudiados dado que no muestra variacion con respecto al control (Figura 35T-U).
Los resultados de la presente Tesis doctoral sugieren que es la poblacidn monocitica
clasica y no los intermedios o ‘no cldsicos’ la que podria responder a la sefializacién

molecular de los macréfagos infiltrados en el tejido.

Para concluir este primer capitulo de resultados donde se muestra in vitro el
potencial que tiene Lipchronic® en céncer de pulmdén no microcitico, y en
macroéfagos como elementos criticos que condicionan el microambiente tumoral, se
ha de resaltar que los efectos antitumorales encontrados en las lineas de cancer de
pulmdén no microcitico son superiores a los encontrados cuando dichas células
fueron tratados con SFRE, demostrando el beneficio bioldgico de la formulacién. En

el caso de la poblacion macrofagica, el efecto inmunomodulador de Lipchronic®
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genera una heterogeneidad en la polarizacidén de éstos hacia su fenotipo antitumoral
M1. Hay que tener presente que este andlisis puede tener una gran importancia si
consideramos que en la situacion in vivo, la poblacion macrofagica inducible va a

estar influenciada por distintos factores metabdlicos en el microambiente tumoral.
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4.2 Evaluar los efectos de Lipchronic® en modelos preclinicos de inflamacién

La poblacién mieloide, particularmente los macrofagos, desempefia una
funcién critica en el mantenimiento de la tolerancia y reactividad inmunoldgica
pulmonar (Ogger y Byrne, 2021). En relacién con el cancer de pulmédn, la
inmunologia actual describe una gran variedad de células inmunes, cada una de las
cuales se caracteriza por una variabilidad funcional en términos de fenotipo y estado
de activacion. Esta heterogeneidad no solo caracteriza a las células T y B, sino
también a las células mieloides (Sangaletti y col., 2021). Los avances cientificos en la
ultima década han puesto de manifiesto la estrecha relacién y papel esencial de la
diferenciacion funcional selectiva de los macrofagos en la fisiologia pulmonar
durante el desarrollo del cancer de pulmén (Yuan et al., 2015). Se desconocen los
mecanismos moleculares concretos que subyacen en la diafonia entre los
macroéfagos pulmonares y las células cancerigenas, si bien, se ha identificado la
senalizacién a través de CCR2 y CX3CR1 como un mecanismo subyacente esencial
(Schmall y col., 2014). De modo particular, la sefializacion en el eje CX3CL1-CX3CR1
puede desempeniar funciones opuestas, mejorando o agravando, la carcinogénesis y
la metastasis del cancer a través de vias alternativas (Liu y col., 2016). La terapia
dirigida con IL-2 amplifica el control antitumoral del eje CX3CL1-CX3CR1 (Zeng et al.
2005).

Se han realizado distintas aproximaciones para desarrollar modelos animales
que reproduzcan las caracteristicas fisiopatoldgicas de los procesos implicados en el
establecimiento del cancer de pulmdén (Nakano-Narusawa y col., 2021). Estudios
previos han establecido la activacién del gen K-ras por agentes alquilantes (i.e.,
dietilniotrosamina) favoreciendo los procesos que tienen lugar durante las etapas
iniciales de la inducciéon quimica del cancer de pulmdn (You y col., 1992; Mervai y
col., 2018). En este contexto, la proliferacion tumoral se ve favorecida por la
activacion de vias como MAPK y mTOR que terminan con la estimulacion del ciclo
celular en el punto de restriccién G1/S (Mervaiy col., 2018). En términos de estudio
de la patogénesis y severidad de la patologia pulmonar, las células linfoides innatas

(ILCs) representan un grupo heterogéneo residente en el tejido pulmonar
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4.2.1

recientemente identificado, donde desempefian funciones criticas en la transmision
de sefiales inmunolégicas. Las ILCs residentes en el tejido pulmonar suelen
encontrarse presentes en el drea tumoral coordinando la tolerancia e inmunidad

antitumoral (Bruchard y Ghiringhelli, 2019).

En este estudio se han utilizado distintos modelos murinos, Rag2”" y Rag2”/-
IL27/- (Figura 36), para valorar la funcién e interacciones complejas que ocurren entre
los distintos componentes de las poblaciones innatas del linaje mieloide y linfoide
(Hams vy col., 2015; Mortha y Burrows, 2018; Sasaki y col., 2019). Estos modelos
presentan deficiencias en la poblacién linfoide adaptativa (Rag2”), al tiempo que
presentan o carecen ademdas de la poblacién linfoide innata (Rag2”1L27),

respectivamente.

DEN: inyeccion DEN: inyeccion
intraperitoneal intraperitoneal
(20 mg/Kg) (20 mg/Kg)

Dia 3 Dia 5 Dia 8
Dia 1 /—)‘—\ /—)\—\ Dia 10
Y \ 4 Y \ 4

Rag2/-y Rag2/1L2/ ¢ Y J
de 6 semanas Administraciones por gavaje de Lipchronic®
disuelto en suero (22 mg/kg)

Sacrificio

Figura 36. Esquema del estudio realizado en modelos murinos para evaluar los procesos inflamatorios que

dan lugar al cancer de pulmoén.
Ratones Rag2”"y Rag271L27 distribuidos de forma aleatoria en tres grupos: control, DEN y Lipchronic®.

Condiciones inmunologicas de los modelos

Los dos modelos utilizados en el estudio, Rag2”" y Rag2”1L27, presentan
variaciones significativas en la proporcién de leucocitos dénde los animales Rag2”-
IL27-exhiben la menor proporcién de estos (Figura 37). Esta variacion leucocitaria va
acompanada de una deficiencia significativa en la poblacidn linfocitaria en relacién a
los animales C57BL/6, la cual, resulta similar en ambos modelos. Al considerar, de
modo conjunto, las variaciones en la poblacién linfoide y mieloide pueden explicar
las diferencias encontradas en la poblacion leucocitaria de estos modelos con los
animales C57BL/6. Sin embargo, en la poblacidn mieloide se observa un aumento

moderado de cardcter compensatorio a la deficiencia linfocitaria. Ademads, la
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proporcién de granulocitos en los modelos también se ve aumentada, aunque de
modo significativo, se encuentra un efecto inverso a la poblacién linfoide. En
referencia a la serie ‘roja’, los modelos no presentan diferencias significativas en el
recuento efectuado en sangre periférica. En términos generales, las variaciones en la
poblacidn inmunolégica periférica aparecen similares a las descritas por otros

autores (Sasaki y col., 2019).
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Figura 37. Condiciones hematoldgicas basales.

Principales recuentos celulares en sangre de las distintas cepas animales utilizadas en el estudio del potencial

inmunomodulador de Lipchronic® sobre la poblacion mieloide en el tejido pulmonar.
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4.2.2 Influencia de Lipchronic® en el fenotipo de la poblacion mieloide periférica

En el andlisis por citometria de flujo de sangre periférica, en ambos modelos
preclinicos, se estudid la poblacion monocitica (CD11b) que expresa marcadores de
diferenciacion (F4/80) asociados a la expresion de CX3CR1 (Figura 38). El
inmunofenotipado de la poblacién monocitica pone de manifiesto el efecto positivo
de Lipchronic® en la induccién de un fenotipo proinflamatorio con potencial
antitumoral. Este efecto tiene lugar de modo independiente de que el modelo

disponga o no de células linfoides innatas.
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Figura 38. Analisis por citometria de flujo tras doble marcaje con CD11b y F4/80.
Poblacion CD11b*F4/80" en células extraidas de sangre periférica de ratones. Los asteriscos *, **, ***
indican valores de p <0.05, 0.01 y 0.005, respectivamente.

CD11b es un marcador de monocitos/macréfagos periféricos (Ma y col.,
2016; Okamoto y col., 2021). Varios estudios han demostrado que la ausencia de
CD11b estd implicada en el desarrollo de varias enfermedades inflamatorias
(Stevanin y col., 2017), pudiendo llegar si la deficiencia es importante, a estados
hiperinflamados (Zhang y col.,, 2018). La activacién de CD11b promueve la
polarizacion de macrdéfagos proinflamatorios, sefializando la inhibicion de Ia

supresion inmune en tumores (Schmid y col., 2018).
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4.2.3 Influencia de Lipchronic® en la produccion de citoquinas intrapulmonares

Modelo Rag2/IL-27/

El analisis por ELISA del perfil de citoquinas en el tejido pulmonar (Figura 39)
pone de manifiesto el efecto supresor de Lipchronic® en la produccién de las
citoquinas ensayadas. En el caso de GM-CSF, IL-2 e IL-21 el efecto de Lipchronic®

acentua el efecto supresor derivado de la administracion de la dietilnitrosamina
(DEN).
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Figura 39. Analisis del perfil proinflamatorio por ELISA en ratones Rag2”/1L27".
Producién de diferentes citoquinas en células extraidas de tejido pulmonar de ratones Rag2”1L27. Los
asteriscos *, **, *** indican valores de p <0.05, 0.01 y 0.005, respectivamente.

El efecto en la supresion de citoquinas puede sugerir la inhibicién de factores

como SOCS3 (Suppressor of cytokine signaling 3), lo que se ha asociado a la
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proliferacidon de células supresoras derivadas del linaje mieloide (MDSCs) (Zhang y
col., 2018). A escala molecular la supresidn de estos factores SOSCs tiene lugar
debido a la hiperactivacion de la transcripcién de factores STAT, como se ha descrito
en distintas neoplasias malignas hematoldgicas y tumores sélidos, incluido el cancer
de pulmén, entre otros (Thomas y col.,, 2015). Alrededor del 20 % de las MDSC
granulociticas adquieren marcadores como F4/80, especifico para macréfagos, en
comparacion con mas del 60 % de las células diferenciadas de las MDSC monociticas
(Youn y col., 2008). Sin embargo, IL-6 cuya actividad es pleiotrdpica y constituye un
desencadenante importante para la expansion y el reclutamiento de células MDSC,
consideradas los principales coordinadores del microambiente tumoral
inmunosupresor solo se ve suprimida tras la administracion de Lipchronic®. Asi, la
supresion de IL-6 junto con IL-17 parece revelar la alteracién de procesos asociados a
la homeostasis lipidica. Esta hipdtesis esta basada en el efecto lipolitico de IL-6,
mientras que IL-17 estd asociada, entre otros, a la produccién de metabolitos del
colesterol y acidos grasos. La administracion de DEN afecta solamente la produccion
de IL-17 y no la respuesta de IL-6. La inflamaciéon se considera una respuesta
protectora del organismo, mediada y controlada por el sistema inmunitario a través
de una red compleja que implica distintas células y moléculas, con el objeto de
prevenir o controlar el dafio organico. Entre los procesos de control, el metabolismo
de colesterol se ha identificado y estd siendo reconocido como un ‘interruptor’
molecular sobre la respuesta inmunitaria y la capacidad de los organismos para
eliminar células tumorales, manteniendo la homeostasis y la salud (Cardoso y
Perucha, 2021). En conjunto, los resultados ponen de manifiesto la importancia de la
poblacién linfoide innata en el condicionamiento y gestidn lipidica (Mao y col., 2018;
Sasaki y col.,, 2019). Es importante sefialar que se ha definido la maduracién
secuencial de la inmunidad innata y adaptativa como un mecanismo critico en el
condicionamiento de la homeostasis lipidica, siendo las ILCs de origen intestinal
aquellas con mayor impacto en la absorcién lipidica dietética (Sasaki y col., 2019).
Estos resultados sugieren que a pesar de activar macréfagos con capacidad

de infiltracidon en sangre periférica, éstos no generan un perfil de hiperinflamacién

en el tejido, lo que conlleva un efecto proinflamatorio mas controlado.
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Modelo Rag2™-

En la Figura 40 se aprecia el efecto supresor de Lipchronic sobre la
produccion de TNF-a e IL-6, mientras que se incrementa significativamente la
produccion de IL-17, la cual, se acompafia de la IL-2 e IL-21. Estos datos nos permiten
avalar el efecto positivo de Lipchronic en el control de los procesos inflamatorios, asi
como validar la funcidn critica de las ILCs en la transmision de sefales moleculares a
la poblacién mieloide permitiendo el desarrollo de procesos inflamatorios de

caracter resolutivo (Castro-Dopico y col., 2020).
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Figura 40. Analisis del perfil proinflamatorio por ELISA en ratones Rag2”.
Producién de diferentes citoquinas en células extraidas de tejido pulmonar de ratones Rag2”. Los
asteriscos *, **, *** indican valores de p <0.05, 0.01 y 0.005, respectivamente.
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4.2.4 Influencia de Lipchronic® en el fenotipo de la poblacidn mieloide intrapulmonar

Modelo Rag2/IL-27/-

Para correlacionar los efectos periféricos con los tisulares, se llevé a cabo el
fenotipado de la poblacién mieloide infiltrada en el tejido pulmonar (Figura 41). El
analisis por citometria de flujo confirmd el efecto favorable de la administracidon de
Lipchronic® aumentando, de modo significativo, la proporcion de la poblacion
CD68'F4/80" infiltrada en el pulmdn en comparacion con el efecto derivado de la
administracion de DEN. Estos fenotipos se pudieron asociar con una menor
expresion del receptor inmune innato tipo ‘Toll' (TLR)-4 en los animales
administrados con Lipchronic®. Este efecto puede tener consecuencias importantes
en el desarrollo de cancer dado que la sefializacién de TLR4 promueve el escape
inmunitario de las células de cancer de pulmén al inducir citoquinas
inmunosupresoras y resistencia a la apoptosis (He y col.,, 2007). Ademas, la alta
expresion de TLR4 en tejidos de cancer de pulmédn, se correlaciond positivamente
con la expresion de PD-L1 en tejidos de cancer de pulmoén, y predijo un mal

pronostico de los pacientes con CPCNP (Wangy col., 2017).
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Figura 41. Analisis por citometria de flujo tras marcaje con CD68, F4/80 y TLR4 en ratones Rag2”/'IL2"7".
Poblacionesn CD68*F4/80" y CD68*F4/80*TLR4* en células extraidas de tejidos pulmonares de ratones
Rag2”1L27". Los asteriscos *, **, *** indican valores de p <0.05, 0.01 y 0.005, respectivamente.
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Modelo Rag2™-

Por el contrario, en el modelo preclinico Rag2”- se encontraron porcentajes
de macrofagos CD68*F4/80" muy bajos respecto al parental. En la Figura 42 vemos
como los animales tratados con DEN presentan un aumento en esta poblacidn, pero
en combinacidon con la administracion de Lipchronic® se produce el efecto contrario.
En cualquier caso, los niveles son muy préoximos a los valores control, donde las
variaciones comentadas anteriormente se dan en valores por debajo del 0.25 %.
Ademds, cuando tenemos en cuenta los positivos para TLR4 dentro de estos
macrofagos, encontramos el mismo comportamiento, sin diferencias significativas

entre ellas, y con tendencia a disminuir su expresioén.

Estos resultados muestran un efecto controlado sobre la poblacidn

macrofagica en el tejido pulmonar (CD68*F4/80" y CD68*F4/80*TLR4").
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Figura 42. Analisis por citometria de flujo tras marcaje con CD68, F4/80 y TLR4 en ratones Rag2™”".
Poblacionesn CD68*F4/80" y CD68*F4/80*TLR4* en células extraidas de tejidos pulmonares de ratones
Rag2”1L27". Los asteriscos *, **, *** indican valores de p <0.05, 0.01 y 0.005, respectivamente.

Para concluir este segundo capitulo de resultados donde se muestra in vivo el
potencial inmunomodular que tiene Lipchronic en las primeras etapas inflamatorias
que, posteriormente, pueden dar lugar a cancer de pulmén, se puede hipotetizar
que las ILCs pulmonares parecen jugar un papel importante ‘gestionando’ las sefiales
moleculares que promueven o bloquean la infiltracion de células mieloides en el

tejido pulmonar. Hasta ahora, los estudios preclinicos y clinicos sugieren que la
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reprogramacion de macréfagos tumorales es preferible a estrategias que los
inactivan o que inhiben su reclutamiento (Lopez-Yrigoyen y col., 2021), al tener un
enfoque terapéutico superior por dejar las respuestas inmunitarias comprometidas.
Ademads, los ensayos clinicos, encuentran un estado "funcionalmente agotado" que
podria atribuirse a la alta expresién de PD-L1/PD-1. La reprogramacion de
macroéfagos de M2 a M1 puede aumentar la expresién de PD-L1, haciendo que tanto
la reprogramacion de macréfagos o el bloqueo de PD-L1 / PD-1 por si solos, menos
eficaces en el tratamiento de la mayoria de los canceres (Caiy col., 2021), por lo que
la combinacion de estas estrategias podria ser una estrategia novedosa y eficaz.
Ademads, el bloqueo de PD-L1 / PD-1 resulta en la activacién del potencial
antitumoral de TAMs (Locati y col., 2020). En este sentido, uno de los aspectos mas
importantes sera investigar la eficacia clinica terapéutica en combinacion con

anticuerpos PD-L1 / PD-1.
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4.3 Efecto de Lipchronic® en pacientes de cancer de pulmon no microcitico

Histéricamente, los pacientes con CPCNP avanzado han sido tratados con
quimioterapia citotdxica a base de platino, y aun en la actualidad, sigue siendo un
componente importante de la terapia sistémica para la mayoria de los pacientes
(Arbour y Riely, 2019). Pero no fue hasta finales de la década de los 2000, cuando la
terapia dirigida aparecid como opcidon terapéutica si los tumores albergaban una
mutacién especifica (Arbour y Riely, 2019; Santos y Schmidt, 2020). En 2015, se
aprobd el primer agente de inmunoterapia, Nivolumab, un inhibidor de punto de
control. La inhibicidn de los puntos de control es solo una de las multiples formas en
qgue podemos modular el sistema inmunolégico y ejercer una respuesta inmunitaria

contra las células cancerosas (Santos y Schmidt, 2020).

La inmunoterapia ha revolucionado la atencién del cancer de pulmén en
entornos avanzados y puede considerarse un hito terapéutico (Vansteenkiste y col.,
2019). Los ensayos clinicos llevados a cabo en los ultimos afios, han movido
gradualmente la inmunoterapia desde la configuracién de segunda linea a la de
primera linea en pacientes con CPCNP avanzado y/o metastasico (Broderick, 2020;
Reck y col., 2020; Santos y Schmidt, 2020), incrementando el interés en extender su
uso a etapas mas tempranas, en estadio I-lll. Sin embargo, algunos pacientes no
responden en absoluto en la terapia inicial (resistencia primaria) y otros pacientes
responden inicialmente pero recaen después de un periodo de tiempo (resistencia

adquirida) (Sharmay col., 2017).

Las enfermedades infecciosas representan un tema relevante en los
pacientes con cancer de pulmodn. Las infecciones bacterianas y virales pueden influir
en el prondstico de los pacientes, tanto afectando directamente al sistema
inmunolégico como afectando indirectamente el resultado de los tratamientos

contra el cancer, principalmente la inmunoterapia (Belluomini y col., 2020).

Los pacientes con cancer de pulmén se identifican como un grupo de riesgo
particularmente alto de infeccidon por SARS-CoV-2 y de presentar resultados graves

incluso mortalidad (Belluominiy col., 2020; Gupta y col., 2020).
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4.3.1 Lipchronic® modula la expresion génica de células mononucleares periféricas de
pacientes con cancer de pulmon no microcitico

Debido a la pandemia de la COVID-19, se realizé una modificacién del
objetivo primario del estudio en humanos para evaluar el efecto de Lipchronic® en la
prevencion de infecciones, incluyendo COVID-19, en pacientes oncolégicos. Ademas
de este objetivo primario, se valoran otros objetivos secundarios relacionados con
COVID-19, con otras infecciones, y con la eficacia antitumoral y el perfil metabdlico.
Los pacientes que participan en el ensayo se incluyen en el grupo de estudio o
control de manera aleatoria, siempre y cuando cumplan con los criterios de
inclusion. En total, el periodo de intervencién terapéutica del estudio serd de 16
semanas, durante el cual los pacientes deberan tomar una capsula diaria de
Lipchronic® o placebo, segin randomizacion. De este ensayo clinico en marcha, se ha
realizado un andlisis preliminar con los primeros pacientes con cancer de pulmén no
microcitico que han completado la intervenciéon, para evaluar el efecto de
Lipchronic® en este tipo tumoral objeto de estudio y asi poder verificar su potencial
mecanismo de acciéon en humanos.

En este estudio piloto se analizaron muestras de sangre periférica de ocho
pacientes con CPCNP (Tabla 18). La configuracién del ensayo clinico piloto fue un
estudio piloto de doce semanas, doble ciego, aleatorizado y paralelo con dos brazos
de estudio: SFRE formulado con capsulas de alquilgliceroles (CR) (PCT / ES2017 /
070263) y capsulas de control (CC).
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Tabla 18. Caracteristicas de los pacientes seleccionados para el ensayo piloto.

GRUPO

cC

cC

cC

cC

CR

CR

CR

CR

ID PACIENTE

011

017

033

061

039

043

050

058

MORFOLOGIA

ADECARCINOMA

ADENOCARCINOMA

ADENOESCAMOSO

ADENOCARCINOMA

EPIDERMOIDE

ADENOCARCINOMA

ADENOCARCINOMA

EPIDERMOIDE

EXTENSION

METASTASICO

METASTASICO

METASTASICO

REGIONAL

METASTASICO

METASTASICO

METASTASICO

METASTASICO

TRATAMIENTO

INMUNOTERAPIA

QUIMIO-INMUNOTERAPIA

INMUNOTERAPIA

INMUNOTERAPIA

QUIMIO-INMUNOTERAPIA

QUIMIO-INMUNOTERAPIA

ANTI-DIANA

INMUNOTERAPIA

Se ha comparado la evolucion de la expresidon génica en sangre periférica

desde la visita inicial (V1) a la visita 4 (nueve semanas de intervencion) y a la visita 6

(dieciséis semanas de intervencion). En la Figura 43 se observa como los dos

tratamientos presentan tendencias temporales muy diferentes, mostrando el grupo

CR una fuerte disminucion de la expresién génica con el tiempo en NLRP3, MAPK y

SREBF1, mientras que el grupo control mostré un aumento de NLRP3 y una ligera

disminucién de SREBF1. Mas especificamente, el analisis en términos de la expresidon

génica relativa de las visitas 4 y V6 en relacidn con la visita 1 indicé que NLRP3,

MAPK, SREBF1 presentaban una evolucién hacia la disminucion en el tiempo en el

grupo CR, mientras que en el caso del grupo CC de control la evolucién en el tiempo

de la expresiéon de estos genes aumento.
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Figura 43. Analisis de la expresion génica de sangre periférica.

(A) Patrones de expresion génica (BICt) a lo largo del tiempo (V1 (linea de base), V4 (nueve semanas de
intervencion) y V6 (dieciséis semanas de intervencidn), para los genes significativos en los dos grupos: CR
(tratamiento SFRE) y CC (control). Los diagramas de caja se muestran para cada visita y grupo, junto con los
puntos de datos reales. Las tendencias de linea se agregan en verde para facilitar la visualizacién de las
tendencias. Los valores p correspondientes (después de la correccién de mdltiples pruebas) son: 0.044, 0.04 y
0.047, para NLRP3, MAPK1 y SREBF1, respectivamente. (B) Graficos de violin que muestran el cambio de
pliegue (RQ = 2 A -BRICt) de V4 y V6 en comparacién con V1 de los genes estadisticamente significativos. Los
diagramas de caja son también se muestra junto con los puntos de datos reales.

El analisis de modelo mixto de expresién génica para la evolucién de la
expresion génica a lo largo del tiempo para los dos grupos, tratamiento (CR) vs
control (CC), mostré interacciones visita x tratamiento estadisticamente significativas

después de multiples correcciones de prueba para NLRP3, MAPK, SREBF1. Otros
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genes, como JAK1, LDHA, PATFR, CXCR1, GPD2 e IRS1 mostraron interacciones
estadisticamente significativas, aunque la significancia se perdid después de la
correccion de multiples pruebas. La evolucion temporal diferencial observada para
NLRP3, MAPK, SREBF1 es de inhibicidn de la expresién génica en el caso del grupo CR

y de leve exacerbacién en el caso del grupo CC.

Como ya se discutid en el primer capitulo, SREBF1 coordina y regula la
sintesis de lipidos, principalmente colesterol y acidos grasos. Este resultado es muy
destacable ya que traslada el efecto en el metabolismo de lipidos de SFRE analizado
in vitro sobre lineas tumorales de pulmdn al producido por el producto vehiculizado
Lipchronic® sobre pacientes a nivel sistémico, pudiendo esperar una reduccion en la

progresion de la enfermedad para los pacientes del grupo CR.

El inflamasoma NLRP3 ha atraido la atencién como un objetivo farmacoldgico
potencial ya que puede considerarse como un regulador de la inflamacién (Swanson
y col., 2019). Se expresa predominantemente en macrdofagosy es un componente
del sistema inmunoldgico innato que funciona como un receptor de reconocimiento
de patrones (Kelley y col., 2019); sin embargo, la homeostasis que mantiene se
puede perder en condiciones patoldgicas cronicas. Tras la activacion de NLRP3, Ia
activacion de caspasa-1 conduce a la maduracion y secrecion de interleucinas, entre
otras, IL-1B, que en el cadncer recluta células supresoras derivadas de mieloides
(MDSC) y macroéfagos asociados a tumores, que impiden el desarrollo y la funcion de
las células NK (Sayan y Mossman, 2016; Kopalli y col., 2018). La IL-1B, que puede ser
dependiente del inflamasoma, es un mediador critico promoviendo la iniciacién,
progresion y metastasis del cancer de pulmén (Sarkar y col., 2021). La
inmunoterapia, a pesar de su gran éxito en cdncer de pulmdn, presenta
inmunotoxicidad. La tormenta de citoquinas es un efecto secundario que puede ser
fatal al conducir a una insuficiencia organica sistémica. Esta tormenta es producida
por inflamasomas, por lo que atacarlas en combinacién con tratamientos de
inmunoterapia existentes podria ayudarnos a abrogar esta toxicidad fatal y mejorar
la tasa de supervivencia de los pacientes (Sarkar y col., 2021). Ademas, se han
identificado multiples mecanismos de resistencia intrinsecos del tumor, entre los

que se incluye la sefializacién a través de la via MAPK (Sharma y col., 2017).
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Existe un vinculo biosintético entre la sintesis de acidos grasos y colesterol
con la activacion de macrdfagos. Los cristales de colesterol activan NLRP3 por lo que
limitar este vinculo puede tener un potencial terapéutico importante (Carroll y col.,
2018). En concreto, una activacion exacerbada del inflamasoma NLRP3, debida a una
deficiencia en la lipdlisis, promueve la progresién del cancer de pulmdn en ratones
(Liang y col., 2020). Hallazgos recientes en ratones demuestran que la activacién
mediada por AMPK del inflamasoma NLRP3 por una dieta alta en colesterol es

responsable de su efecto proinflamatorio y promotor del cancer (Duy col., 2016).

Por ultimo, y en relacién al objetivo primario del ensayo clinico en la
prevencion de infecciones, entre ellas Covid-19, hay que destacar la participacion
documentada de NLRP3 en la gravedad de MERS-CoV y SARS-CoV, y la eficacia
aparente de las terapias anti-NLRP3 en ensayos clinicos de SARS CoV y SARS-CoV-2 y
en animales los modelos indican fuertemente que NLRP3 es un mediador central de

COVID-19 severo (Freeman y Swartz, 2020).

Lipchronic® favorece variaciones de la poblacion mieloide en sangre periférica de

pacientes con cancer de pulmén no microcitico

La bibliografia cientifica apunta a la probabilidad de que la inmunoterapia
frente al CPCNP vea reducida su efectividad debido principalmente a, i) no siempre
tiene lugar una respuesta inmunoldgica mediada por antigenos, o ii) en caso que
ocurra una respuesta inmunoldgica mediada por antigenos, existen diversos factores
inmunosupresores en el microambiente tumoral (por ejemplo, entre otros, células T
reguladoras — Tregs — macrofagos M2 y/o neutréfilos) que influencian negativamente
y de modo significativo la efectividad del tratamiento. Asi, en el estudio OnCOVInf
(NCT05080920) se cuantificaron las variaciones de distintas poblaciones celulares de
leucocitos en pacientes de cancer de pulmdn no microcitico que reciben Lipchronic®
(CR) o placebo (CC) (Figura 44).

Los resultados obtenidos ponen de relevancia variaciones contrapuestas en la
poblacidn leucocitaria de sangre periférica entre ambos grupos de tratamiento e
independientemente del periodo de tratamiento (Figura 44A). Es importante sefalar

que la administracién de Lipchronic® favorece una variacion positiva de la poblacion
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mieloide, mientras que se cuantifica una tendencia decreciente en los pacientes que
reciben placebo (Figura 44B). El efecto de Lipchronic® se mantiene durante las
dieciséis semanas de intervencion. Esta variacién positiva de la poblacién mieloide es
concordante con el efecto observado durante los estudios de tolerabilidad vy

seguridad del producto en sujetos sanos (Gémez de Cedrdn y col., 2019).
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Figura 44. Analisis de la variacion de poblaciones celulares de la ‘serie blanca’ en sangre periférica.
Cambios en los recuentos celulares a lo largo del tiempo respecto a la visita inicial (V1), V4 (nueve
semanas de intervencidn) y V6 (dieciséis semanas de intervencion).

De modo similar a los cambios en la poblacién mieloide, la administracion de
Lipchronic® favorece variaciones positivas de la poblacion linfocitaria (Figura 44C),
las cuales, se mantienen durante el periodo de estudio. Al estudiar los cambios en
sangre periférica de las poblaciones linfocitarias CD4*, se cuantificaron variaciones
positivas sélo durante las primeras nueve semanas de intervencion (Figura 44D). En
el contexto del cdncer de pulmén es relevante sefialar que durante su expansion
tiene lugar un aumento de la poblacidn de células Treg que se acompafia por una
disminucién en las células Thl (Teixidé y Rosell, 2017). En el grupo de pacientes
administrados con Lipchronic® se aprecia una tendencia similar a disminuir el
recuento de células Tregs €n relacidon con el grupo que solo recibe la inmunoterapia
clinica (Figura 44E). Atendiendo a este comportamiento podemos hipotetizar que no

se producen interferencias negativas del producto con la inmunoterapia clinica. Por
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otro lado, el aumento de la poblacién de células B (Figura 44G) podria sugerir un
efecto inmunomodulador potencialmente favorable dada la capacidad de
presentacién antigénica de éstas, asi como su posible interaccidn con las células CD4
foliculares para iniciar su activacién y proliferacién que lleva a la diferenciacién
terminal de las células plasmaticas productoras de inmunoglobulinas (Murray y col.,
2013). La interaccion de las células By T, a su vez, inicia la activacion de las células T
CD4 foliculares y su funcién efectora. Por otro lado, el posible efecto positivo de esta
poblacidn de células B en el control del inflamasoma (NRLP3) podriamos asumir que
es minoritario dado que ocurre a través de su interaccidon con las células Treg, las
cuales, se ven disminuidas en ambos grupos de tratamiento (Figura 44E). Estos
cambios van asociados de variaciones negativas en poblaciones de células T
efectoras CD8* (Figura 44F). Sin embargo, es loable destacar que la administracion
de Lipchronic® disminuyela poblacion de neutréfilos (Figura 44H), los cuales,
dominan el panorama inmunitario del CPCNP por lo que se ha sefialado la necesidad
de combinar estrategias inmunoterapicas que combinen inhibidores de los puntos
de control inmunitario con la deplecion de neutrdfilos en el tratamiento del CPCNP
(Kargl y col., 2017).

En conjunto, los resultados de este tercer y ultimo capitulo, parecen sugerir
un mayor control de la respuesta inmune innata en aquellos pacientes que reciben
Lipchronic®. Ademads, nos permiten hipotetizar que las variaciones en la expresion
génica son debidas mayoritariamente a estos cambios positivos en la poblacion
monocitica. Es importante sefialar que las variaciones génicas cuantificadas pueden
ser concordantes con la respuesta de expresiéon génica descrita en la poblacién

macrofagica mediante los estudios ‘multi-6micos’ (Figura 35, pagina 119-120).
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V  CONCLUSIONES

1. SFRE inhibie la proliferacion de células de cancer de pulmdén no microcitico con
un potencial efecto antitumoral mediado, en parte, por su efecto en la inhibiciéon

del metabolismo lipidico.

2. La inhibicion de la viabilidad de células de cancer de pulmdn no microcitico por
SFRE se produce de manera sinérgica con los principales tratamientos
farmacoldgicos utilizados en la practica clinica. Este efecto sugiere el potencial
uso de SFRE como complemento en el tratamiento de los pacientes con cancer

de pulmdn no microcitico.

3. SFRE modula el metabolismo mitocondrial de macréfagos humanizados,
generando una polarizacién fenotipica y funcional hacia el fenotipo "cldisco” M1,

los cuales presentan un potencial efecto antitumoral.

4. Lipchronic® presenta un mayor efecto en la inhibicion de la viabilidad celular de
lineas de cdncer de pulmdn no microcitico en comparacién con SFRE y ejerce un
efecto inmunomodulador superior a SFRE aislado, sobre la polarizacién de

macrofagos humanizados hacia el fenotipo “clasico” M1.

5. Lipchronic® aumenta el espectro de subpolbaciones macrofdgicas inducibles con

fenotipo ‘clasico” M1 con potencial efecto antitumoral.

6. Lipchronic® aumenta las subpoblaciones macrofagicas inducibles y su respuesta
en el control de los procesos inflamatorios en modelos muridos de inflamacion
pulmonar. Ademas de revelar un papel critico para las células linfoides innatas
(ILCs) en la modulacion de macréfagos a través de Lipchronic®.

7. Lipchronic® inhibe la expresion de genes proinflamatorios (SREBF1, NLRP3 y
AMPK) en células mononucleares aisladas de sangre periférica de pacientes con
cancer de pulmén no microcitico. Este efecto puede asociarse a variaciones
positivas de la poblacion monocitica, lo cual sugiere un potencial beneficio en el
control de los procesos de sefializacidon innata.

8. En conjunto, Lipchronic® inhibe rutas de seanalizacidon implicadas en procesos

inflamatorios y en la progresion tumoral, y parece influenciar de modo positivo
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el potencial inmunoldégico para el control de infecciones en pacientes de cancer
de pulmdén no microcitico, sugieriendo el interés de su uso como suplemento

nutricional de precisién para este tipo de pacientes.
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Anexos

VIl ANEXOS

1-Produccion cientifica-industrial

2018

Capitulo 10: Hoja de Romero: “Alimentos vegetales autdctonos Ibero-Americanos

subtutilizados”, Bouzas. A, Tabernero. M, Ramirez de Molina. A, Reglero. G. ISBN: 978-1-

938038-10-5.

2019 Direccon y Gestion de Proyectos (25h) — Nascor Formacién SLU.

2019 Global Food Venture — Summer School (10dias) — EIT Food.

2020 Marketing y Ventas (60h) — Centro de Seguimiento Formativo SLU.

2020 Gomez de Cedrdon. M, Navarro Del Hierro. J, Reguero. M, Wagner. S, Bouzas.

A, Quijada-Freire. A, Reglero. G, Martin. D, Ramirez de Molina. A “Saponin-Rich Extracts and

Their Acid Hydrolysates Differentially Target Colorectal Cancer Metabolism in the Frame of

Precision Nutrition”, Cancers 2020; 12 (11): 3399.

2020

2021

2021

Research Team in Clinical Trial “OnCOVInf” (NCT05080920).
Speaker in “RIS Summer School in Targeted Nutrition” (EIT Food) about allergy to nuts.

Experimental teaching activity (6h) in “Master in Food Systems: personalized

functional foods” about Personal Nutrition and Chronic Diseases. Organizing and carrying out

practices in the analysis of the bioenergetic profile using Seahorse technology.

2021

Bouzas. A, Gémez de Cedrdon. M, Reglero. G, Ramirez de Molina. A, Laparra. JM.
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2-Lista de Oligos y Sondas Tagman

SREBF1 F-CCGCCGCGCCTTGAC; R-AGCATAGGGTGGGTCAAATAGG

FASN F-TATGAAGCCATCGTGGACGG; R-GAAGAAGGAGAGCCGGTTGG
SCD-1 F-TGCCCACCACAAGTTTTCAG; R-CATCAGCAAGCCAGGTTTGT
HMGCR F-TGATTGACCTTTCCAGAGCAAG; R-CTAAAATTGCCATTCCACGAGC
APOA1 F-CCCTGGGATCGAGTGAAGGA; R-CTGGGACACATAGTCTCTGCC
ABCA1 F-ACCCACCCTATGAACAACATGA; R-GAGTCGGGTAACGGAAACAGG
LDLR F-CAGATATCATCAACGAAGC; R-CCTCTCACACCAGTTCACTCC
AGPAT1 F-CCCCCACCATTCCTACCGC; R-CATGCCCCTGGCCACAAATC

ACSL1 F-TTGGGAAGGATTCTGGTCTG; R-TGCCATTTCCTCTG GCTTT

ACSL3 F-GGCGTAGCGGTTTTGACAC; R- CCAGTCCTTCCCAACAACGA

ACSL4 F-GGCACAACAGAAAGGGGTAG; R-GGTTCCTCAGCTCCTTCCTT
CASP9 F-CAGGCCCCATATGATCGAGG; R-TCGACAACTTTGCTGCTTGC

CHOP F- GGAGAACCAGGAAACGGAAAC; R-TCTCCTTCATGCGCTGCTTT
DHFR F-GCTGCTGTCATGGTTGGTTC; R-GAGGTTGTGGTCATTCTCTGGA
GARFT F-CTGGAAAAGGGGTGATTGTTGC; R-TCAGTGAAACACAGACACGAC
B2M F-GATGAGTATGCCTGCCTGCCGTGT; R-TGCGGCATCTTCAAACCTCC
Tagman probes: TYMS - Hs00426591_m1; TK1 - Hs01062125_m1; B2M Hs00187842_m1

3-Lista de anticuerpos

anti-CD11b FITC (BD Biosciences, Cat. No: 553310)
anti-CD33 (F4/80) APC (BD Biosciences, Cat. No: 551378)
anti-CD44 \/450 (BD Biosciences, Cat. No: 561292)
anti-CD68 FITC (BD Biosciences, Cat. No: 562117)
anti-CD284 (TLR4) PE (BD Biosciences, Cat. No: 564215)
anti-CD206 PE (BD Biosciences, Cat. No: 555954)

anti-CX3CR1 BV786 (BD Biosciences, Cat. No: 744489)
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anti-CD274 (PD-L1) FITC (BD Biosciences, Cat. No: 558065)

4-Panel de genes del ensayo clinico

Anexos

Ruta Gen Nombre del gen
ADIPOQ Adiponectina
Araquidonato 5-
ALOX5
lipooxigenasa
ARG1 Arginasa 1
Proteina morfogénica
BMP2
Osea 2
Ligando de
CCL2 quimioquina 2
(Motivo C-C)
Ligando de
CCL5 quimioquina 5
(Motivo C-C)
Inflamaciodn y sistema Receptor de
inmune CCR5 quimioquina 5
(Motivo C-C)
Cumulo de
CD274
diferenciacién 274
Factor estimulante de
colonias de
CSF2
granulocitos y
macrofagos
Receptor de
CXCR1 quimioquina 1
(Motivo C-X-C)
IFNG Interferény
IL10 Interlequina 10
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Respuesta al Estrés

IL1B Interleuquina 1B
IL6 Interleuquina 6
JAK1 QuinasaJanus 1
JAK3 Quinasa Janus 3
Factor inhibidor de a
LIF
leucemia
Proteina quinasa 1
MAPK1 activada por
mitégeno
Factor nuclear 1 del
potenciador del gen
NFKB1
del polipétido ligero
Kappa en células B
Familia NLR, dominio
NLRP3
de pirina 3
Muerte celular
PDCD1
programada 1
Receptor del factor
PTAFR activador de
plaguetas
Transductor de senal
STAT3 y activador de la
transcripcién 3
Factor de crecimiento
TGFB1
transformante 1
TLR3 Receptor 3 tipo Toll
TLR4 Receptor 4 tipo Toll
Factor de necrosis
TNF
tumoral
CPT1A Carnitina
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Oxidativo palmitoiltransferasa
1A
Glutatidn peroxidasa
GPX1
1
NFE2 como factor de
NFE2L2
transcripcién bZIP 2
NOS2 Oxido nitrico sintasa 2
NOX5 NADPH oxidasa 5
Superoxido dismutasa
SOD1
1
FOX03 Caja de horquilla 03
FOXP3 Caja de horquilla P3
Lactato
IRS1
deshidrogenasa A
Sustrato receptor de
LDHA
insulina 1
Glicerol-3-fosfato
GPD2
deshidrogenasa 2
Glucosa-6-fosfato
G6PD
deshidrogenasa
Metabolismo lipidico -
FASN Acido graso sintasa
y Homeostasis de la
CHKA Colina quinasa a
Glucosa
Cumulo de
CD36
diferenciacién 36
Receptor y activado
PPARG por proliferador de
peroxisomas
Prostaglandina-
PTGS2 endoperdxido sintasa
2
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Portador de soluto

SLC2A4
familia 2 miembro 4
Factor de
transcripcién de
SREBF1 union al elemento

regulador de

esteroles 1
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4-Protocolo Ensayo Clinico

ESTUDIO PILOTO ALEATORIZADO, DOBLE CIEGO, CONTROLADO CON
PLACEBO, PARA LA EVALUACION DE UN SUPLEMENTO NUTRICIONAL
POTENCIADOR DE SISTEMA INMUNE (ROSMALIP) EN LA PREVENCION DE
INFECCIONES DURANTE LA PANDEMIA DE COVID-19 EN PACIENTES
ONCOLOGICOS QUE RECIBEN TRATAMIENTO ANTITUMORAL (OnCOVInf).

PROTOCOLO CLINICO

Hospital Universitario Infanta
Sofialnstituto de Investigacién IMDEA-

Alimentacion
Fecha: 27-05-2020
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TITULO

ESTUDIO PILOTO ALEATORIZADO, DOBLE CIEGO, CONTROLADO CON PLACEBO, PARA LA
EVALUACION DE UN SUPLEMENTO NUTRICIONAL POTENCIADOR DEL SISTEMA INMUNE
(ROSMALIP) EN LA PREVENCION DE INFECCIONES DURANTE LA PANDEMIA DE COVID-19
EN PACIENTES ONCOLOGICOS QUE RECIBEN TRATAMIENTO ANTITUMORAL (OnCOVInf)

TIPO DE ESTUDIO

Estudio piloto doble ciego, aleatorizado con placebo cuyo objetivo es analizar la eficacia de ROSMALIP en
pacientes oncoldgicos en tratamiento activo en la prevencién de infecciones durante la pandemia de COVID-
19.

PROMOTORES
Fundacion para la Investigacidn e Innovacién Biomédica de Hospitales Infanta Sofia-Henares

Instituto de Investigacién IMDEA-Alimentacion

INVESTIGADORES PRINCIPALES

Enrigue Casado Saenz. Oncologia Médica. Hospital Universitario Infanta Sofia. Paseo de Europa, 34, 28702 San
Sebastian de los Reyes, Madrid.

Ana Ramirez de Molina. Oncologia Molecular y Gendmica Nutricional del Cancer. Instituto IMDEA
Alimentacion. Crta. Cantoblanco 8, 28049, Madrid.

CENTROS Y UNIDADES/SECCIONES PARTICIPANTES DEL ESTUDIO

Hospital Infanta Sofia:

Servicio de Oncologia Médica
Laboratorio de Oncologia de Precision

Instituto de Investigacion IMDEA-Alimentacidn:

Unidad de Oncologia Molecular y Gendmica Nutricional del Cancer

Unidad de Nutricién y Ensayos Clinicos. Plataforma GENYAL
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DATOS DE LOS INVESTIGADORES

Hospital Universitario Infanta Sofia

Enrique Casado, Jefe de Servicio de Oncologia Médica
e-mail: enrique.casado@salud.madrid.org

Especialistas en Oncologia Médica HUIS:

Cristina Aguayo Zamora, e-mail: caguayo.hulp@salud.madrid.org

César Gomez Raposo, e-mail: cgomezr@salud.madrid.org

Ana Maria Jiménez Gordo, e-mail: ajgordo@salud.madrid.org

Miriam Lépez Gomez, e-mail: mmerinos.hulp@salud.madrid.org

Maria Merino Salvador,e-mail: mmerinos.hulp@salud.madrid.org

Carmen Sandoval Garcia, e-mail: carmen.sandoval@salud.madrid.org

Maria Sereno Moyano, e-mail: maria.sereno@salud.madrid.org

Sandra Falagan Martinez, e-mail: sandra.falagan@salud.madrid.org

Francisco Zambrana Tévar, e-mail: francisco.zambrana@salud.madrid.org

Especialista en Anatomia Patoldgica HUIS

Marta Mufioz Fernandez de Legaria, e-mail: marta.munoz@salud.madrid.org

Laboratorio de Oncologia de Precision (POL, HUIS):

Juan Moreno Rubio, bidlogo, coordinador POL: e-mail: jmorenorubio@hotmail.com

Nutricionista oncoldgica HUIS:

Marta Villarino Sanz, e-mail: marta.villarino@salud.madrid.org

Enfermeras de Oncologia HUIS:

Ana Maria Garcia Matanzo, equipo cancer de mama y ginecoldgico, e-mail: aisabel.garcia@salud.madrid.org

Elena Jiménez Calvo, equipo cancer gastrointestinal, e-mail: elena.jimenez@salud.madrid.org

Yolanda Martin Jiménez, equipo cancer toracico, e-mail: yolanda.martin@salud.madrid.org

Cristina Martin Dominguez, coordinadora gestoras Oncologia, e-mail: e-mail: cristina.martin@salud.madrid.org
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Anexos

ANTECEDENTES

Las infecciones son una causa muy importante de retrasos y suspension de los tratamientos oncolégicos. Si
bien en los tumores sélidos la neutropenia prolongada es infrecuente, multiples factores aumentan el riesgo
de infeccidn. Estos factores incluyen la obstruccién de visceras huecas, la alteracidon de barreras anatémicas
como la piel y las mucosas, los tratamientos como la quimioterapia, radioterapia, procedimientos invasivos
diagndsticos y terapéuticos, o dispositivos implantables como catéteres o prétesis. Asi, son frecuentes las
infecciones de la piel, las bacteriemias, las infecciones intestinales, hepatobiliares, urinarias, neumonias, etc.

Tales infecciones suponen un riesgo por si mismas y por el impacto en la reduccién de intensidad de dosis y
adhesioén a protocolos. Ello se ha asociado a peor prondstico en tumores como el cdncer de mama, colorrectal
o de pulmodn, entre otros(1-3).

Infecciones como la del virus de la gripe u otras respiratorios pueden ser minimizadas a través de la vacunacion
y otras medidas generales, pero siguen ocasionando un gran impacto en el curso de los tratamientos
oncoldgicos. En un estudio prospectivo que incluyd 450 pacientes con tumores sélidos, un 10% de los pacientes
hubo de aplazar su tratamiento por causa infecciosa intercurrente(4). Por otra parte, los brotes de nuevas o
estacionales enfermedades infecciosas suponen una amenaza que puede alcanzar grandes dimensiones.

El brote de enfermedad por coronavirus SARS-Cov-2 (COVID-19) afecta en el momento presente a la practica
totalidad de paises, con mds de cuatro millones de personas infectadas y casi 300.000 muertes, desafiando
gravemente los sistemas sanitarios. No parece existir inmunidad previa, y no se dispone de vacunas ni de
terapias de eficacia contrastada. Su elevada contagiosidad por contacto y via aérea ha facilitado la explosiva
diseminacion de la enfermedad. En esta emergencia los pacientes oncoldgicos pueden sufrir con mayor
frecuencia y gravedad la enfermedad. Por un lado la inmunosupresion y la elevada frecuentacién del medio
hospitalario pueden facilitar la infeccidn viral. Por otro, existe una especial vulnerabilidad, derivada de las
frecuentes comorbilidades y del alto riesgo de contagio que conlleva la repetida exposicién al medio
hospitalario, por razén de pruebas y tratamientos. Un analisis de 1590 pacientes con enfermedad por COVID-
19 en China en el que se documentaron 18 pacientes con historia de cancer, sugirié un mayor riesgo y un peor
prondstico para los mismos(5). En una serie de 28 pacientes oncoldgicos infectados en la ciudad de Wuhan la
mortalidad fue del 29%(3). Un impacto algo menor, similar a poblacién general, se ha comunicado en un
analisis de 137 pacientes oncoldgicos hospitalizados del H. Gustave Roussy, diagndsticados de COVID-19, con
un 15% de mortalidad(6).

Desde el punto de vista clinico, en COVID-19 tras una primera semana de sintomas asociados a replicacién
viral, en la segunda semana un grupo de pacientes presenta rapido deterioro, principalmente con fiebre, tos y
disnea, sufriendo neumonias intersticiales e insuficiencia respiratoria de vertiginosa evolucién. Esto sucede en
el contexto de un cuadro inflamatorio y protrombético secundario a una tormenta de citoquinas, que se ha
relacionado por sus analogias con los sindromes de activacién macrofagica y linfohistiocitosis hemofagociticas.
Asi, en la progresion de la enfermedad a estadios avanzados la afectacidon sistémica es habitual, con
tromboembolismos pulmonares, afectacion cardiaca, renal, neuroldgica, etc. En definitiva, la infeccién viral es
el fendmeno primario, pero la causa de las complicaciones es la respuesta aberrante de mediadores
inflamatorios e inmunes que se desencadena en un grupo de pacientes.

Los individuos mayores de 65 afios con hipertension, diabetes, obesidad, otras enfermedades
cardiovasculares, enfermedad renal, cdncer y patologia pulmonar previa -condiciones que son frecuentes en
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pacientes ancianos-, tienen un mayor riesgo de sufrir enfermedad grave(7). El motivo es que el receptor de
virus se expresa dominantemente en el endotelio y en los neumocitos tipo 2. Menos claro, pero de gran
interés, es porqué un grupo significativo de pacientes jovenes y sin patologia previa padecen también las
formas mas graves de la enfermedad.

Una vez el SARS-CoV2 entra en la célula, la inmunidad es un determinante de la severidad de la patogénesis.
La activacion de células T de la mucosa desencadena la tormenta de citoquinas, requiriéndose en segunda
instancia la inmunidad adaptativa para eliminar el virus. En los pacientes con cancer la frecuente linfopenia
dificultaria la respuesta inmune. El estado de CTLs y células NK exhausto que se observa en COVID-19 se ha
asociado a aumento de marcadores como PDL-1, que pueden facilitar la progresién viral(8).

De acuerdo a esta patogenia de COVID-19, las principales estrategias terapéuticas incluyen el empleo de
antivirales, de probable mayor utilidad en las fases tempranas de la enfermedad, y terapias anti-inflamatorias
de diversa indole para controlar la tormenta de citoquinas en la segunda fase. Las estrategias para aumentar
la respuesta inmune (IFN gamma, bloqueo de citoquinas, plasma de convalecientes, etc.) resultan de gran
interés. Debe destacarse que apenas existe evidencia de estudios aleatorizados sobre que demuestre la
eficacia de los tratamientos, y que la mayoria de farmacos que se estan utilizando e investigando, como
remdesivir, hidroxicloroquina, tocilizumab, corticoides, etc, no estan desprovistos de toxicidad.

Es evidente, que en este escenario son muy deseables tratamientos que potencien el sistema inmune, con la
menor toxicidad posible, que pudieran ser utilizados en poblacién infectada sintomatica y asintomatica, asi
como en la profilaxis de los posibles contactos. Esto es asi particularmente en poblacién fragil y
polimedicada, como son los enfermos oncoldgicos en tratamiento antitumoral, inmunodeprimidos y ya
expuestos con frecuencia a multiples toxicidades farmacoldgicas.

En un reciente estudio se ha mapeado la respuesta inmune frente a COVID-19, demostrando que una
respuesta inmune fortalecida en diferentes tipos de células favorece la recuperacién clinica, de forma similar
a lo que pasa con la gripe(9). Por otro lado, los lipidos desempefian numerosas funciones celulares
indispensables y participan en multiples etapas del ciclo de replicacién de los virus. Un estudio reciente(10)
ha demostrado que la remodelacion metabdlica de los lipidos del huésped esta significativamente asociada
con la propagacidn del coronavirus patégeno humano, sugiriendo que la regulacion del metabolismo lipidico
puede constituir una diana terapéutica para las infecciones de coronavirus.

En los ultimos afios ha crecido el interés el desarrollo de estrategias multidisciplinarias y complementarias
contra enfermedades asociadas a alteraciones metabdlicas, incluido el cancer, asi como en la estimulacion de
la respuesta del sistema inmunoldgico y su funcionalidad para mejorar el bienestar y la respuesta al
tratamiento. Es bien conocido que tanto factores genéticos como ambientales modulan la respuesta del
sistema inmunoldgico y el metabolismo, habiéndose iniciado estrategias nutricionales de precision con
actividad terapéutica.

ROSMALIP es un producto bioactivo desarrollado en el ambito de la nutricién de precisién para el paciente
oncoldgico por el grupo de investigacion constituido por IMDEA Alimentacién, la Universidad Auténoma de
Madrid y el Hospital Universitario Infanta Sofia. Su formulacién estd basada en un extracto supercritico de
romero rico en diterpenos fendlicos, vehiculizado con un bioactivo lipidico basado en alquilglicerol (AKG)
(PCT/ ES2017 / 070263). Un extenso nimero de estudios in vitro asi como en modelos animales realizados
por el grupo ha permitido determinar la composicion mas activa dentro del rango de composiciones
establecido por la EFSA (agencia europea de seguridad alimentaria)(11-13) para su uso alimentario,
identificando su mecanismo molecular de accién(14-16), en los que se ha demostrado que los diterpenos de
acido carndsico y
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carnosol de esta combinacion ejercen una inhibicién sobre el metabolismo lipidico, reducen la activacién de
Akt/mTOR/p70S6K, a la vez que disminuyen la expresién de TK1 y TS, sugiriendo un efecto inhibitorio del
crecimiento tumoral(14,15,17).

En el efecto antitumoral de lineas celulares de cdncer de colon y de pdncreas se describe actividad en los
niveles de concentracion de entre 90 a 120 mg / ml, equivalente a 30-40 mcg / ml de carnosol + acido
carndsico. De acuerdo al NOAEL (No Adverse Effect Level) para los extractos de romero -180 a 400 mg de
extracto / kg de peso corporal / dia-, la dosis en los estudios clinicos del grupo se calculé teniendo en cuenta
el nivel inferior del rango (180 mg/kg/dia) y dividiendo por un factor de seguridad de 200, sobre un peso
calculado de 50 Kg de peso. Con ello se alcanza un aporte de 45 mg/extracto/dia, cuya biodisponibilidad se
vera duplicada por la inclusion del vehiculo lipidico (alquilgliceroles) en la formulacién, y por tanto en dosis
avaladas por la EFSA para su uso alimentario(11-13,18).

Su seguridad y tolerabilidad en humanos, asi como su efecto bioldgico ha sido evaluado en un estudio clinico
con voluntarios sanos, mostrando efectos directos en la estimulacidon de la respuesta inmune innata, efecto
antiinflamatorio, ademas de verificar su actividad inhibitoria sobre rutas implicadas en el proceso
tumorogénico(19). En ROSMALIP, los diterpenos fendlicos del extracto de romero estan vehiculizados un
lipido bioactivo basado en alquilgliceroes (AKG), conocidos por su efecto estimulador de la hematopoyesis y
su regulacién de la respuesta del sistema inmunolégico(20). Este ensayo clinico demostré que en ROSMALIP
se produce un efecto sinérgico entre ambos componentes, produciéndose una activacién de la respuesta
inmunoldgica innata hacia efectores maduros, observandose un aumento en monocitos y linfocitos T
citotdxicos. Ademas, la respuesta ex vivo después de la estimulacién con LPS de las células de sangre
periférica (PBMCs) de los voluntarios que habian tomado el compuesto sugirié una activacion de la respuesta
innata con un perfil diferencial de citoquinas. Se observé ademds en PBMCs inhibicién de genes implicados
en la progresién tumoral (CHOKA, BMP2) y estrés oxidativo (NRFL2).

De acuerdo a estos resultados, ROSMALIP esta actualmente siendo evaluado como suplemento nutricional
con actividad terapéutica en ensayos clinicos en pacientes oncoldgicos en el Hospital Infanta Sofia de Madrid,
en cancer colorrectal no metastasico (primer ensayo piloto que comenzd en 2019), y en cdncer de mama (ya
aprobado por el CEIC y en fase de reclutamiento).

JUSTIFICACION

Los pacientes con cancer en tratamiento antitumoral se encuentran, por su inmunosupresion, comorbilidad,
toxicidades y exposicién hospitalaria, en riesgo elevado de desarrollo de infecciones, y en la situacién actual,
de contagio y complicaciones por COVID-19. Es de gran interés encontrar tratamientos que puedan prevenir
infecciones y con la menor toxicidad posible. Rosmalip® es un suplemento nutricional desarrollado en el
ambito de la nutricién molecular, integrado por un extracto supercritico de romero en concentraciones
autorizadas por la EFSA -con efectos antitumorales in vitro e in vivo independientes de su efecto antioxidante
y antiinflamatorio-, vehiculizado en un portador lipidico de uso alimentario, que ha mostrado en fase preclinica
y clinica potenciar la inmunidad innata sin toxicidad asociada. Siendo un producto de facil sintesis, sus efectos
sobre la inmunidad, inflamacién y tumor podrian ser de utilidad para prevenir y atenuar infecciones, incluida
la infeccion y fase inflamatoria de COVID-19.

201



Anexos

TIPO DE ESTUDIO Y DISENO DEL MISMO

Fase de Desarrollo

Estudio aleatorizado doble ciego controlado con placebo

Tipo de control v Diseiio

Se trata de un estudio piloto doble ciego, aleatorizado con placebo cuyo objetivo es analizar la eficacia del
suplemento nutricional ROSMALIP en la prevencién de infecciones, incluyendo enfermedad COVID-19, en
pacientes oncoldgicos en tratamiento antitumoral activo.

Duracion del estudio

La duracién del estudio serd de 12 meses. Los pacientes recibiran ROSMALIP/placebo de forma diaria
durante 16 semanas y se realizard seguimiento de los mismos 12 semanas tras la Ultima toma. Se realizard
andlisis intermedio a los 4 meses.

OBJETIVOS

Objetivo Principal:

Evaluar el efecto de Rosmalip en pacientes con tumores sélidos que reciben tratamiento oncoldgico en el
numero de infecciones, incluyendo COVID-19.

Objetivos Secundarios:

o Relacionados con COVID-19
=  COVID-19 confirmado y COVID-19 probable
= Numero de dias hasta el aclaramiento viral (PCR)
= Numero de pacientes hospitalizados e ingresados en UCI
= Severidad de COVID-19 e intensidad de sintomas.
= Mortalidad por cualquier causa
= Tiempo hasta la eliminacién del virus (PCR a dias +3 y +7)
= Evolucidn linfocitaria y de marcadores inflamatorios (dimero D, LDH, PCR)
= Evaluar si determinadas variantes genéticas que predisponen a un estado inflamatorio o
a un metabolismo alterado se asocian a una mayor susceptibilidad (biomarcador de
prondstico) a desarrollar COVID-19 GRAVE.
= Seroconversion.
o Relacionados con otras infecciones:
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Evaluar otras infecciones no COVID-19.
Numero de ingresos hospitalarios e ingresados en UCI
Mortalidad por cualquier causa

Numero de cultivos microbiolégicos positivos
Estancia media de los ingresos por infeccidn.

o Relacionados con la eficacia antitumoral y perfil metabdlico:

Supervivencia libre de progresion, supervivencia global a 1 afio.
Tasa de respuestas objetivas y de control de la enfermedad.
Evolucién de marcadores tumorales, inflamatorios y metabdlicos.

Numero global de retrasos del tratamiento y debido a infecciones.

Reducciones de dosis del tratamiento oncoldgico.
Evolucidn de perfil lipidico, metabdlico y nutricional
Evolucion de calidad de vida (cuestionario SF-36 de salud espariol)

METODO DE ALEATORIZACION

Se realizard una aleatorizacion simple mediante el programa R software en un ratio 1:1 a uno de los

dos grupo,Rosmalip o placebo. Sera efectuada externamente al Hospital en IMDEA-Nut, a través de

software especifico,asignando P aleatoriamente y de forma automatica los grupos de tratamiento a

los numeros de aleatorizacion, y preparando el tratamiento que haya correspondido (Placebo o

Rosmalip) al nimero asignado. A cada sujetoque entre en el estudio le correspondera un nimero de

participante que le hara pertenecer a uno de los dos grupos de estudio o control. Los datos de

aleatorizacion seran estrictamente confidenciales; sdlo tendran acceso a ellos las personas

autorizadas, hasta el momento del desenmascaramiento. Una vez que se haya completado el

estudio, verificado el archivo de datos y determinado cualquier violacién del protocolo, se abrirdn

los cédigos para proceder al analisis de los datos.

SELECCION DE LOS SUJETOS

Criterios de inclusion

e Pacientes de ambos sexos con edad entre 18 y 85 afios, con diagndstico de tumor sélido en tratamiento

antitumoral

activo  (incluyendo quimioterapia, tratamientos anti-diana,

inmunoterapia,

hormonoterapia), ya sea para enfermedad diseminada o perioperatorio de la enfermedad localizada.
e No antecedente de haber pasado COVID-19 (confirmada o probable: PCR positiva/criterio clinico con

IgM+/neumonia con linfopenia y aumento de dimero con procalcitonina negativa).

e Adecuado nivel de comprensidon del estudio clinico.

e Estar de acuerdo en participar voluntariamente en el estudio y que den su consentimiento informado

por escrito.
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Criterios de exclusion

e Sujetos que rechacen consumir el producto en estudio o tengan alergia al pescado.
e Sujetos que consuman complementos vitaminicos, de antioxidantes y que no acepten dejar de
consumirlos desde una semana antes y durante el tratamiento.

e Disfagia de cualquier origen que ajuicio del investigador pudiera dificultar la ingestion del tratamiento.

e Bilirrubina >1.5 veces el limite alto de la normalidad (LAN)

e ALTyAST 2.5 veces LAN

e (Creatinina sérica > 1.5 veces LAN y/o aclaramiento de creatinina < 50 ml/minDisfunciéon organica
severa de acuerdo a sintomas y signos, estudios de laboratorio o rapida progresidn de la enfermedad
(expectativa de vida menor de 4 meses).

e Presencia de cualquiera de las siguientes condiciones:
- HTA no controlada (cifras de TA 150 / 95 mmHg a pesar del tratamiento optimo)
- Insuficiencia cardiaca de clase NYHA Il o por encima
- Antes o después de 6 meses de by-pass coronario
- Fibrilaciéon auricular con frecuencia cardiaca> 100 Ipm
- Cardiopatia isquémica inestable

e Enfermedades previas severas que a juicio del investigador impedirian la inclusién en el estudio (por
ejemplo antecedentes de reseccidn mayor duodenal, que afectarian la absorcién del portador lipidico
del producto en estudio).

e -Colelitiasis, obstruccion de la via biliar y colangitis

e Estar recibiendo actualmente tratamiento investigacional en un ensayo clinico o estudio que no se
considere compatible con este ensayo.

e Inmunodeficiencias y enfermedades inflamatorias como infeccién por VIH, colagenosis, enfermedad
inflamatoria intestinal.

e Demenciay trastornos psiquiatricos graves.

e Embarazo y lactancia, o plan de los mismos durante el estudio. Para las mujeres en edad fértil se
requiere una prueba de embarazo negativa y deben utilizarse medidas anticonceptivas adecuadas
(requisitos ya previos para el tratamiento oncoldgico).

Numero de sujetos

Se trata de un ensayo exploratorio en el que el nUmero de sujetos a incluir dependera del nimero de pacientes
en tratamiento en el servicio. De forma esperable, aproximadamente 500 pacientes podrian cumplir los
criterios de inclusidn. Se incluirdn un minimo de 200 pacientes.

Estimando que, un 10% de los tumores sélidos requieren de forma acumulada aplazamiento por infecciones
en un periodo de 4 meses(4), y que —de acuerdo a datos de nuestro Servicio en los primeros dos meses de la
pandemia, mas de un 10% desarrollaran la infeccién sintomatica o asintomatica, se estima un nimero superior
a 100 eventos.
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Criterios de retirada y analisis de los mismos

Dado el cardcter voluntario de la participacién en el estudio, las pacientes podran abandonar el mismo sin que
sea necesario especificar las razones que tienen para hacerlo y sin sufrir ninguna desventaja personal, tal y
como se recoge en la “Hoja de informacidn al sujeto participante”. Asi mismo, el investigador segun su criterio
(por ej.: violacion de los criterios de seleccidn, etc.), puede retirar a un sujeto del estudio, lo que quedara
debidamente reflejado en el apartado correspondiente de su Cuaderno de Recogida de Datos (CRD) y recogido
y analizado en el informe final.

En aquellos casos en que a criterio médico la participacién pudiese indicar un riesgo para las pacientes, las
mismas seran retiradas del mismo.

Pérdidas pre-randomizacion

Se consideraran pérdidas pre-randomizacidon aquellas que ocurran en las participantes tras su ingreso en el
ensayo previo al comienzo de la pauta a seguir, entendiéndose por éstas tanto las retiradas por parte del
investigador por cualquier causa como los abandonos por parte del paciente.

DESCRIPCION DE LA TERAPEUTICA DEL ESTUDIO

Intervencion terapéutica del estudio

Los pacientes participantes del estudio seran aleatorizados en 2 grupos de tratamiento que recibiran de forma
aleatoria: placebo o un suplemento alimenticio (Rosmalip) compuesto de antioxidantes naturales vy
aquilgliceroles de higado de tiburdn, durante un periodo de 16 semanas:

e Grupo 1: Los participantes consumirdn una cdpsula diaria del extracto supercritico de romero
(Rosmalip) por la mafiana, preferiblemente en el desayuno. La dosis se administra como una dosis fija
de 1 capsula diaria (45 mg ESR-150 mg AKG) por dia sin ajuste por peso corporal o indice de masa
corporal. Se iniciara el procedimiento en la primera visita (V0) y finalizara en la visita 6 (V6).

e Grupo 2: Los participantes consumiran una capsula placebo diaria, preferiblemente en el desayuno.

Los pacientes que presenten infecciones intercurrentes, incluyendo COVID-19, seguirdn tratamiento segun
practica clinica habitual, y ademds seguirdn tomando tratamiento con Rosmalip o placebo segun
randomizacién.
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Criterios de modificacion de pauta

Rosmalip es un suplemento alimentario en concentraciones autorizadas por la EFSA(11-13), por lo que no se
esperan toxicidades. No obstante, si por el motivo que fuere el investigador sospechase algln efecto
adverso, se suspendera el tratamiento de forma definitiva la administracion, quedando las circunstancias
registradas en el CRD.

De acuerdo al NOAEL (No Adverse Effect Level) para los extractos de romero -180 a 400 mg de extracto / kg de
peso corporal / dia-, la dosis en este estudio (y en los estudios clinicos del grupo) se calculé teniendo en cuenta
el nivel inferior del rango (180 mg/kg/dia) y dividiendo por un factor de seguridad de 200, sobre un peso
calculado de 50 Kg de peso. Con ello se alcanza un aporte de 45 mg/extracto/dia, -cuya biodisponibilidad se
vera duplicada por la inclusion del vehiculo lipidico (alquilgliceroles) en la formulacién, siendo por tanto un
dosis en rango autorizado por la EFSA para su uso alimentario.

La administracién de extractos supercriticos de romero en portadores lipidicos por encima del NOAEL en ratas,
asocié Unicamente como efecto subcrdnico un ligero y reversible aumento del peso hepatico, sin alteracion
significativa de transaminasas. La EFSA consideré que la observada induccién enzimatica microsomal
adaptativa no representa una consideracion de toxicidad. A pesar de ello, en el presente estudio son criterio
de exclusion y motivo de suspender definitivamente el tratamiento:

-La elevacion de transaminasas o bilirrubina por encima de 1.5 su valor normal

-La colelitiasis, obstruccién de la via biliar y colangitis

Tratamientos previos y concomitantes

Todo el tratamiento médico y farmacoldgico que las pacientes reciban antes y durante el periodo de
seguimiento debera ser registrado en el CRD.

Tratamientos permitidos

Las pacientes continuaran con todos los tratamientos y cuidados que su enfermedad requiera, aunque los
mismos deberdn ser correctamente registrados en el CRD y tenidos en cuenta en el andlisis de datos. En caso
de precisar tratamiento con quinolonas —se ha sugerido una posible accién antagdnica in vitro con
ciprofloxacino(21) - se suspendera el tratamiento con las capsulas.

Evaluacion del cumplimiento

Siguiendo el plan de aleatorizacion, el tratamiento correspondiente se proporcionara al paciente para 16
semanas (112 cépsulas), y quedarad registrado en el CRD.

Puesto que el consumo de Rosmalip lo realizara el propio paciente, el control del cumplimiento se realizara
mediante una Hoja-Diario que tendran que rellenar anotando los incumplimientos en el consumo (anexo |).
Las Hojas-Diario seran entregadas al Investigador en cada visita para realizar un seguimiento de la adhesion a
la pauta. Adicionalmente a los pacientes se les pedird que en cada visita traigan las pastillas que no han
consumido, y se realizara un contaje de las mismas. La relacién de suplementos entregados y suplementos
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no consumidos servira para verificar los datos rellenados en las Hojas-Diario y tendra como fin dltimo
controlar la adherencia de los pacientes.

DESARROLLO DEL ESTUDIO Y EVALUACION DE LA RESPUESTA

Desarrollo del estudio y riesgo COVID-19

El estudio se ajustard a practica clinica, de modo que todas las visitas se ajustaran a los dias de tratamiento y
las extracciones a las necesarias para la administracion de los tratamientos. En caso de ingreso también se
ajustarad a prdctica clinica.

Tras la visita de seleccidn las siguientes seis visitas serdn cada tres o cuatro semanas coincidiendo
extracciones y citas con los ciclos de quimioterapia. Se realizara una ultima visita tres meses después de
haber finalizado el tratamiento.

Fase de seleccion

VO (-15 dias)

-Los pacientes que cumplan con los criterios de inclusidn seran informados sobre la posibilidad de participar

en este ensayo clinico por parte del Servicio de Oncologia Médica.

- Informacién a pacientes verbal y por escrito sobre el estudio, sobre el analisis de muestras sanguineas y de
tumor, debiendo firmar el consentimiento informado (Cl) (anexos Il y 1l1).

-Se les asignard fecha para la primera visita (V1), que coincidira con el primer dia de tratamiento.

- Se les indicara cual serd el procedimiento para la realizacidn de las analiticas de inicio en la V1 (que coincidira
con la analitica previa al tratamiento para evitar molestias a las participantes), y se les entregara los
cuestionarios de consumo de Rosmalip/Placebo (anexo 1), sintomas COVID-19 (anexo IV) y SF-36 de calidad de
vida (anexo V).

Ease experimental

Visitas comunes (todos los pacientes)

Tras la seleccidn cada paciente realizara 6 visitas de tratamiento (V1 — V6), que coincidirdn con dias en los que
las pacientes tengan que acudir al hospital para someterse al tratamiento, de forma que las visitas se
distanciaran entre si tres o cuatro semanas, dependiendo del esquema terapéutico oncolégico del paciente, y
una ultima (V-7) tres meses después coincidiendo con alguna visita de tratamiento o revision.

Vi

-Se verificard el cumplimiento de los criterios de inclusién y que hayan firmado el Cl, y se procedera a solicitar
a IMDEA-Nut la aleatorizacidn con la que adjudicar el nimero correspondiente con el que ser distribuido en
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los grupos experimentales.

-Se recogeran datos de:

e Historia clinica
e Constantes vitales (PA, FC).
e Antropometria: BIA (MM%, MG%), peso, talla, IMC, circunferencia de la cintura.

-Se les realizara una analitica de inicio que coincidird con la analitica previa al tratamiento para evitar molestias
a las participantes, en la que se extraerd sangre para:

e Analisis para rutina clinica (incluyendo hemograma, creatinina, sodio, potasio, bilirrubina total y
transaminasas), marcadores tumorales segin tumor, dimero D, PCR y LDH, perfil lipidico (colesterol,
HDL,LDL, triglicéridos), metabolismo férrico (ferritina, transferrina, saturacién transferrina),
poblaciones linfocitarias.

e Analisis de DNA (tubo con EDTA, 8-10 ml), para factores moleculares prondstico

e Analisis para RNA (tubo con RNA-later, 2-3 ml): para farmacodinamica, perfil metabdlico, citoquinas.

e Andlisis para serologia SARS CoV2

-Se recogera el cuestionario cumplimentado sobre sintomas COVID-19 y calidad de vida (anexos IV y V).

-Se les explicara la pauta a seguir de acuerdo a la asignacién del tratamiento (G1 o G2), y se le suministrara de
forma ciega el suplemento o el placebo seglin randomizacién.

-Se entregardn las fechas de la siguiente visita y la documentacion que deberd traerse completa para la
siguiente visita:

e Cuestionario sobre el consumo de Rosmalip/Placebo (anexo I)
e Cuestionario sobre sintomas COVID-19 (anexo V)

e Cuestionario de calidad de vida SF-36 (anexo V)

e Cuestionario nutricional (anexo VIII).

-La extraccién de sangre se llevara a cabo en el HUIS, donde se realizaran las determinaciones de rutina.
Ademas, en el Laboratorio de Oncologia de Precisidn (POL) se procesara y se almacenaran alicuotas de sangre
gue posteriormente se trasladaran a IMDEA-A para la determinacién de biomarcadores moleculares.

V2-V6

-Se realizara control de frecuencia cardiaca, presion arterial,

-Anamnesis de toxicidad asociada a los tratamientos oncoldgicos segln rutina clinica, incluyendo posible
disfagia que dificultase la ingesta de Rosmalip/Placebo.

-Recogida de cuestionarios de consumo de Rosmalip/Placebo, sintomas COVID-19 y entrega de los siguientes.

-La eficacia de los tratamientos antitumorales se evaluara cuando corresponda segun criterio y guias clinicas,
con los procedimientos propios de cada tipo tumoral y circunstancias del paciente.
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-En V4 y V6 ademas, se entregara cuestionario de calidad de vida (anexo V), y se extraera, andlisis para rutina
clinica (incluyendo hemograma, creatinina, sodio, potasio, bilirrubina total y transaminasas), marcadores
tumorales segun tumor, dimero D, PCR y LDH, perfil lipidico (colesterol, HDL,LDL, triglicéridos), metabolismo
férrico (ferritina, transferrina, saturacién transferrina), poblaciones linfocitarias, y tubo con RNA-later para
farmacodinamica, perfil metabdlico, y citoquinas; también se realizara estudio antropométrico.

V7

-Tendra lugar tres meses después de haber finalizado el tratamiento. En la misma se recogerdn los
cuestionarios de calidad de vida, sintomas COVID-19, se tomardn constantes vitales y estudio antropométrico.
-Ademads se extraera analisis para estudio de seroconversion COVID-19 y todos los mismos analisis que en V4
y V6: rutina clinica (incluyendo hemograma, creatinina, sodio, potasio, bilirrubina total y transaminasas),
marcadores tumorales seglin tumor, dimero D, PCR y LDH, perfil lipidico (colesterol, HDL,LDL, triglicéridos),
metabolismo férrico (ferritina, transferrina, saturacién transferrina), poblaciones linfocitarias, y tubo con RNA-
later para farmacodinamica, perfil metabdlico, y citoquinas

-De forma simultanea a la realizacion de las visitas, las pacientes continuardn con todos los tratamientos y
seguimientos oncoldgicos y médicos habituales.

-Los cuestionarios cumplimentados por los pacientes se gestionaran en la aplicacién informatica que IMDEA
tiene disefada para estos estudios, inscrita en el Registro de Proteccién de datos.
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Cronograma del estudio, visitas comunes (todos los pacientes)

vis 0

V1 Vi VE Vi V5 V6 V7

sem 1 sem3-4 | sem67 | sem9-10 | sem12-13 [ sem 16 final

Seleccion y entrada del estudio

Criterio de inclusionexclusion

Consentimiento Informado

Entrega del material a completar

Aleatorizacion

Historia Clinica

Presion Arterial y Frecuencia cardiaca

Estudio Antropometrico

Analitica segiin practica clinica para
tratamiento

Dimera, PCR, LDH

Marcadores tumorales, perfil lipidico y
metabolisma férrico

Serologia

Andlitica factores prondstico COVID-19

Andlsis farmacodindmica/poblaciones
linforitarias

IAnamnesis toxicidad tratamientos
oncoldgicos

Cuestionario sobre sintomas COVID-19 y
registro eventos trombdticos

Cuestionario de calidad de vida

Cuestionario sobre consumo de Rosmalip

Cuestionario nutricional

Indicacion de pauta a seguir sobre la ingesta
del producto

Revisar el material completado par el
patiente

Evaluacion de respuesta

Segdn proceds asistencialments par criteria clinico

Estudio tumaoral (farmacodindmica y
respuesta patoldgica)

Cuando exista excedente del diagnastica y consentimienta, segin rutina clinica
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Visitas en caso de hospitalizacion por COVID-19 confirmado, probable, o sospechoso

-El dia del ingreso se realizara la PCR para SARS-CoV2, que se repetira en los dias +3, +7, +12 y +30, salvo que
en el dia previo sefialado ya hubiera resultado negativa.

-Al ingreso y en los mismo dias se evaluara si existen criterios de gravedad(7,22), se recogera cuestionario de
sintomas COVID-19, se documentard si existen eventos trombdticos venosos o arteriales, y se realizard
anamnesis de toxicidad. Se realizaran analisis segun practica clinica, incluyendo dimero D, PCR y LDH.

-El dia del ingreso se extraerd, junto al andlisis de rutina tubo de sangre para estudio de factores moleculares
prondstico de COVID-19; ademas ese mismo dia se realizara estudio antropométrico, que se repetird el dia +
12y +30.

-De forma simultanea a la realizacion de las visitas, las pacientes continuardn con todos los tratamientos y
seguimientos oncoldgicos y médicos habituales.

-Los cuestionarios cumplimentados por los pacientes se gestionardn en la aplicacion informatica que IMDEA
tiene disefada para estos estudios, inscrita en el Registro de Proteccién de datos.

Cronograma del estudio, visitas ingreso por COVID-19 confirmado, probable, o sospechoso

Diaingreso | DiA+3 | DiA+7 | DiA+12 | DiA+30
SALVO SALVO SALVO SALVO
NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO | NEGATIVO
PCR PREVIO | PREVIO | PREVIO | PREVIO
Gravedad

Cuestionario sobre sintomas COVID-19 y
registro eventos trombaoticos

Anamnesis toxicidad

Presion Arterial y Frecuencia cardiaca

IEstudiD Antropomeétrico

Analitica seglin practica clinica para
tratamiento

Dimero D, PCR, LDH, procalcitonina
Analitica factores prondstico COVID-19
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Cmceor,:zi:;:i;ctzon © Fase de seleccién Andlisis sanguineos
informado O Fase experimental
s 1 | I | | I
[
| 1 1 y
vol ! i i i i i
g g @@ @/ 8 0
V1 V2 V3 V4 V5 Ve V7
AIleatolriza,ci(.')n Vi TA, frec. cardi’aca V2,V3;V5 TA, frec. cardi’aca v 4,V6;V7
Historia clinica Antropometria Antropometria
TA, frec. cardiaca Anamnesis toxicidad Cuestionarios:
Antropometria Cuestionarios: Consumo Rosmalip (salvo V7)
Cuestionarios: Consumo Rosmalip Sintomas COVID-19
Sintomas COVID-19 Sintomas COVID-19 Calidad de vida SF-36
Calidad de vida SF-36 Analisis Analisis
Nutricional Hemograma+bqca rutina Hemog.+bqca rutina
Andlisis DD-PCR-LDH DD-PCR-LDH/pLip/mFe
Hemog.+hqca rutina Marcadores tumorales segtn clinica Marcadores tt.
DD-PCR-LDH/pLip/mFe Serologia SARS CoV2
Marcadores tt. Farmacodinamica/pobhl.
Farmacodinamica/pohl. linfocitarias
linfocitarias
Serologia SARS CoV2

Fact. pred. moleculares

Evaluacién de respuesta/muestras tumorales sequn practica clinica

v

VARIABLES DE EVALUACION

Variable principal

-La variable principal de valoracion sera:

Numero de infecciones durante el tratamiento con Rosmalip, incluyendo infecciones por SARS CoV2.

-La identificacidon de infecciones se realizard de modo agregado durante el periodo comprendido entre el dia

+7 de inicio del tratamiento y la finalizacion del mismo.

-Se adoptan las categorias de infeccion de la Conferencia de Consenso del Foro Internacional de Sepsis. Dadas

las incertidumbres del diagndstico de infeccidn cada tipo de infeccion se evalia como “confirmado”,

“probable”, o “posible”. Para los propdsitos de este estudio todas las categorias se consideraran positivas. Las

categorias de infeccion (1-12), se definen en el anexo VI.
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Otras Variables

-Numero de infecciones COVID-19 confirmadas y niUmero de probables.
Para la definicién de COVID-19 se considerara:

-Caso sospechoso de infecciéon por SARS-CoV2 a cualquier persona con cuadro clinico de infeccion
respiratoria aguda de aparicion subita de cualquier gravedad que cursa, entre otros con fiebre, tos o
disnea. Otros sintomas pueden considerarse también sospechosos, como odinofagia, anosmia,
ageusia, dolores musculares, diarrea, dolor tordcico o cefaleas entre otros, segln criterio clinico.

7.1 -Caso confirmado:

e PCR positiva, con 6 sin clinica.
e Criterio clinico, con PCR negativa y resultado positivo a IgM por serologia (no tests rapidos)

-Caso probable: neumonia con linfopenia y aumento dimero D, con procalcitonina y PCR SARS-CoV2
negativas.

-NUumero de dias hasta el aclaramiento viral: calculado entre la primera PCR positiva y negativa.

-Numero e intensidad de sintomas COVID-19. Se evaluaran de acuerdo al registro del anexo IV, en el que se
recogen aquellos observados en una serie americana de 1482 pacientes con COVID-19 confirmado(7), ademas
de eventos trombdticos venosos y arteriales.

-Severidad COVID-19. Se evaluara de acuerdo a criterios NIH (23):

e Asintomatico o presintomatico: test + sin sintomas

e Leve: signos o sintomas sin disnea ni alteracién radioldgica

e Moderada: enfermedad respiratoria baja radioldgica con saturacién de 02 basal >93%

e Severa: saturacidon de 02<93%/>30 r.p.m/ Pa02/FiO2 <300/infiltrados pulmonares >50%
e (Critica: fallo respiratorio, shock séptico y/o fallo multiorganico

-Numero de pacientes ingresados en cuidados intensivos.

-Evolucién en el tiempo de linfocitos totales y de los marcadores inflamatorios dimero D, LDH y PCR.
-Seroconversion al final del tratamiento (ELISA).

-NUumero y tipo de infecciones no COVID-19 (segun clasificacidon anexo VI).

-Numero de ingresos hospitalarios motivados por infeccion.

-Estancia media de ingresos hospitalarios motivados por infeccion. Se obtiene dividiendo el total de dias de
hospitalizacion de los egresados (altas + fallecidos) por el total de egresados durante el tratamiento.
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-Los datos de eficacia tumoral, clinicos, radiolégicos y de marcadores, se recogeran de acuerdo a rutina clinica
y tumor, de modo que las pruebas de re-evaluacién se realizaran los que procedan y cuando corresponda
segun indicacidn guias y protocolos asistenciales del Servicio de Oncologia del HUIS.

-La supervivencia libre de progresién (SLP) se calculara desde la fecha de aleatorizacidn a la fecha de progresion
(criterios RECIST/IrRECIST) o muerte de cualquier causa, lo que antes acontezca.

-Tasa de respuestas objetivas: la proporcién de pacientes con respuesta completa o respuesta parcial segin
criterios RECIST/IrRECIST.

-Tasa de control de la enfermedad: |a proporcidn de pacientes con respuesta completa, parcial o enfermedad
estable, de acuerdo a criterios RECIST/IrRECIST.

-Evolucion de marcadores tumorales segun contexto y practica clinica, desde aleatorizacién a final del
tratamiento.

-Numero total de retrasos del tratamiento debido a infecciones.

-Cambios en relacidn a la calidad de vida al inicio y tras finalizar el tratamiento, de acuerdo al cuestionario SF-
36 (anexo V).

-Consumo del suplemento nutricional en estudio.

-Efecto de biomarcadores genéticos sobre la susceptibilidad a desarrollar sintomatologia grave por COVID-19
(genotipado de genes metabdlicos, expresidn génica, microRNAs, metabolitos) en las muestras en suero.

-Evolucién bioldgica del tumor en la biopsia inicial y el tumor operado —solo cuando por rutina clinica sea
factible y haya excedente del diagndstico, como pudiera ser en algunos tumores de recto y de mama tratados
con intencién neoadyuvante-, evaluando respuesta patoldgica (grado de regresion tumoral) y expresién de
metabolismo lipidico, TK1, TS y activacidn de Akt/mTOR/p70S6K; ademas estos pardmetros se evalularan en
sangre periférica.

-Efecto sobre diferentes marcadores de inflamacién (PCRu, IL1B, IL10, TNFa, PAI 1, VCAM1, ICAM],
adiponectina) y agregacién plaquetaria (recuento de plaquetas y tromboxano B2, prostaglandina E2) y
diferentes marcadores de oxidacién (LDLox y FRAP).

-Evolucién plasmatica de marcadores moleculares del metabolismo y estudio de su relacién sobre los
componentes de sindrome metabdlico, variables antropométricas y de composicion corporal (peso corporal,
IMC, circunferencia de la cintura, MG%, MM).

-Andlisis de correlacion de la expresion de diferentes marcadores moleculares del metabolismo en la pieza
tumoral y muestras en suero.
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