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RESUMEN

El adenocarcinoma ductal de pancreas es una enfermedad huérfana y de muy mal pronéstico, incluso
cuando se diagnostica precozmente. La tasa de supervivencia después de 5 afios es inferior al 5% y no
ha cambiado en los Ultimos 30 afios a pesar de los tremendos esfuerzos en las etapas preclinicay clinica.
En los ultimos afios, el uso de enfoques basados en nanotecnologia se ha aplicado para la deteccién y
tratamiento de multiples enfermedades. En este contexto, el consorcio NoCanTher ha estado trabajando
para escalar bajo condiciones GMP (Good Manufacturing Practices) e ISO una nanoformulacién basada en
nanoparticulas magnéticas para una terapia combinada contra esta enfermedad. Asi mismo, ha sido nece-
saria la produccién del equipo de hipertermia y la consecucién de los estudios regulatorios de toxicidad in
vitro e in vivo. Todos los lotes fueron fabricados en salas blancas GMP e ISO 13485 (1) y cumplieron con las
especificaciones definidas. Todos los ensayos, tanto in vitro como in vivo, arrojaron buenos resultados en
cuanto a la seguridad de las nanoparticulas. Gracias al Proyecto Nocanther, se ha podido comenzar con
un ensayo clinico de seguridad con un tratamiento totalmente innovador para tratar el adenocarcinoma
de péncreas con nanoparticulas magnéticas e hipertermia.
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APPLICATION OF MAGNETIC NANOPARTICLES AND HYPERTHERMIA
FOR THE TREATMENT OF PANCREATIC CANCER

ABSTRACT

Pancreatic ductal adenocarcinoma is an orphan disease with a very poor prognosis, even when diagnosed

early. The survivalrate after 5 years is less than 5% and has not changed in the last 30 years despite tre-

mendous efforts in the preclinical and clinical stages. In recent years, the use of nanotechnology-based

approaches has been applied for the detection and treatment of multiple diseases. In this context, the

NoCanTher consortium has been working to scale up under GMP (Good Manufacturing Practices) and ISO

conditions and evaluate a nanoformulation based on magnetic nanoparticles for a combination therapy

against this disease. All batches were manufactured in GMP and ISO 13485 clean rooms and met the

defined specifications. All the tests, both in vitro and in vivo, gave good results regarding the safety of

the nanoparticles. Thanks to the Nocanther Project, it has been possible to start a clinical safety trial

with a totally innovative treatment to treat pancreatic adenocarcinoma with magnetic nanoparticles

and hyperthermia.

Keywords: Pancreatic cancer, Magnetic Nanoparticles, Hyperthermia, Nanoparticle Production.

INTRODUCCION

El adenocarcinoma ductal de es la séptima causa
de muerte por cdncer. Actualmente, la Unica opcién
potencialmente curativa es la resecciéon quirtrgica,
pero sélo se puede aplicar a tumores localizados de
etapa temprana, que constituyen menos del 20% de
los casos en el momento del diagndstico y tiene una
morbimortalidad elevada.

Por ello es urgente el desarrollo de tratamientos
efectivos para esta enfermedad, y dado que los enfo-
ques estdndar no han proporcionado ninguna mejora
significativa, el uso de nuevas estrategias terapéuticas
podria ser la solucién para este caso particular. En este
marco, la nanotecnologia proporciona una novedosa y
original solucién mediante la hipertermia magnética,
que se basa en el uso de nanoparticulas magnéticas pa-
ra inducir de forma remota un aumento de temperatura
en los tejidos y érganos tumorales cuando se aplica un
campo magnético de radiofrecuencia. En particular,
se estdn investigando activamente las nanoparticulas
de 6xido de hierro como terapia combinada a través
de tratamientos de hipertermia magnética.
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El objetivo principal del proyecto Nocanther es el
desarrollo de nanoparticulas magnéticas y trasladarlas
hasta el desarrollo clinico temprano para el cdncer de
pancreas.

Para lograr este objetivo se han definido los si-
guientes objetivos secundarios:

e Alcanzar un escalado nanoterapettico en
condiciones certificadas desde la sintesis en
el laboratorio hasta su implementacién en
ensayos clinicos.

e Disenar e implementar diferentes estudios pre-
clinicos in vitro e in vivo que permitan obtener
datos preliminares de seguridad y eficacia de
las nanoparticulas desarrolladas.

e Desarrollar la documentacién pertinente
(incluyendo en dossier de dispositivo médico en
investigacion) para la aprobacién por parte de
los comités de ética y las agencias reguladoras
(AEMPS) de un ensayo clinico de seguridad.
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METODOLOGIA

Para alcanzar los objetivos (2) establecidos en el pro-

yecto (3) ha sido necesaria la produccién regulatoria

de las nanoparticulas magnéticas (4,5), la produccién

del equipo de hipertermia (6,7), asi como la consecu-

cion de

los estudios regulatorios de toxicidad in vitro

e in vivo (8).

Produccién y escalado de Nanoparticulas Mag-

néticas:

a)

Ruta Regulatoria: La ruta regulatoria llevada
a cabo ha tenido como objetivo la solicitud de
Marcado CE de conformidad con las Regula-
ciones de Dispositivos Médicos (UE) 2017/745
(9) del Parlamento Europeo.

TABLA 1. NORMAS APLICADAS ESCALADO NANOPARTICULAS

MAGNETICAS

Embalaje. Embalaje de distribucién. Simbolos

SN0 réficos para el manejo y almacenamiento de
780:2015 & P 10Y
paquetes.
53‘;?%008 In_formfa(_:ién sum!nistrada por el fabricante de
+A12013 dispositivos médicos.
EN 1SO-10993- E}/aluamor))blologlca de dispositivos médicos-Parte
. 1: Evaluaciény prueba dentro de un procesode
1:2010 na .
gestion de riesgos
Esterilizacién de productos sanitarios. Radiacién
ENISO 11137- Parte 1. Requisitos para el desarrollo, validacién y
1:2015 control de rutina de un proceso de esterilizacién de
dispositivos médicos.
ENISO Dispositivos médicos. Sistemas de gestién de la
13485:2016  calidad. Requisitos para fines regulatorios.
ENISO Investigacién clinica de dispositivos médicos para
14155:2012  seres humanos-Buena préctica clinica
ENISO Dispositivos médicos. Aplicacién de la gestién de
14971:2012  riesgos a los dispositivos médicos.
Dispositivos médicos. Simbolos que se utilizarédn
ENISO 15223- con las etiquetas de los dispositivos médicos, el
1:2016 etiquetado y la informacién que se suministrara.
Requerimientos generales.
?,5253663601' Equipo eléctrico médico. Requisitos generales de
A.12:2014 seguridad basica y funcionamiento esencial.
BS EN 62366- Dispositivos médicos. Aplicacién de la ingenierfa
1:2015 de usabilidad a los dispositivos médicos.

b) Gestion del Riesgo (10): Se ha realizado un

andlisis de riesgos para poder valorar los
riesgos en las diferentes etapas del Proyecto
NoCanTher. Para ello, se ha establecido un plan
de evaluacién y monitoreo para minimizar los
riesgos tanto en la etapa de produccién como
en la etapa clinica.

El Plan de Andlisis de Riesgos realizado se define

a continuacién:
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FIGURA 1. Proceso de andlisis de riesgos.

c¢) Escalado y producciéon de Nanoparticulas

Magnéticas (): La optimizacién y validacién
de la fabricacién de las nanoparticulas mag-
néticas cumple con la Directiva de Dispo-
sitivos Médicos 93/42/EEC cumpliendo con
los siguientes objetivos: Optimizacién de la
fabricacion, validacién de técnicas analiticas,
validacién de las técnicas de caracterizacion,
elaboracién de procedimientos normalizados
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de trabajo, auditoria ISO 13485, evaluacion de
deficiencias, emisién de Certificado ISO13485,
disefio y aprobacién de acondicionamientos
primarios y secundarios elaboraciéon del PMF

TABLA 2. ESPECIFICACIONES DE LOS LOTES DE NANOPARTICULAS

CoNTROL DE CALIDAD FINAL DEL PRODUCTO

Apariencia. Método visual

Liquido con coloracién marrén
claro a marrén oscuro sin
precipitacién de particulas

(Product Master File), fabricacion de los lotes visible.
bajo condiciones ISO y realizacion de estudios pH. pH-metro 475
de estabilidad (los resultados cumplieron con » )
. . . Tamafio agregado de particulas.
las especificaciones dentro de los primeros Nanosight NS300 90-180nm
. dios d dici SPAN = (D90-D10)/D50 <1,2
seis meses para estudios de condiciones ace- Nanosight NS300
leradas y veinticuatro meses para estudios de : .
Potencial Zeta. Zetasizer nano [-20 a+20 mV]
largo plazo).
Contenido en hierro. AAS 250 mg/ml
Para la fabricacién de las nanoparticulas, los lotes Endotoxinas. D Kinetic method < 1,6 EU/mg
han sido fabricados (12,13) en salas blancas GMP e SAR (Tasa de Absorcién > 10 W/g

ISO 13485 (14). Especifica)

Andlisis Termogravimétrico (TGA) 2 10% coating

Estudios Normativos de Toxicidad In Vitro (18,19)

a) Estudio de irritacién cutdnea mediante una
prueba in vitro con el modelo Epiderm®.

b) Estudio de citotoxicidad en la linea celular
PANC-1: El objetivo de este estudio fue evaluar
el efecto del elemento de prueba (MNP), sobre
la viabilidad celular en la linea celular de un
tumor epitelial pancredtico humano PANC-1.

c¢) Pruebas de Hemocompatibilidad (I)-Hem0lisis
y Aglutinacién: Este estudio abarcé dos prue-
bas de hemocompatibilidad, disefiadas segtn lo
indicado en la norma UNE-EN ISO 10993-4 (20).

d) Prueba de Hemocompatibilidad (II)- Hemoglo-
bina libre: El presente estudio complementa el
estudio incluido en el GLPs DDUNAV 007/19
y afilade una prueba de hemodlisis, disenada
segtn lo indica la norma UNE-EN ISO 10993- 4.

FIGURA 2. viales de lotes sintetizados para los ensayos
normativos toxicolégicos y de estabilidad.

Todos los lotes certificados han sido caracterizados
para verificar las propiedades de las nanoparticulas
(15-17).

Estudios Normativos de Toxicidad In Vivo
Serealiz6 el diseno experimental in vivo necesario y la

creacién de un sistema de gestién de calidad de acuerdo
con las mejores practicas con respecto a los principios
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de las 3R (reemplazo, reduccién y refinamiento) de
animales in-vivo en las pruebas reglamentarias de me-
dicamentos (de acuerdo con las directivas CE2001/82/
EC (21), 2001/83/EC (22) y de acuerdo también con
la Directiva 2010/63/EU (23). El disefio experimental
in vivo serd por lo tanto acreditado a las normas I1SO
con el fin de proporcionar estdndares de calidad en
el trabajo realizado (por ejemplo, ISO 15189 (24) y/o
ISO 9001 (25).

a) Estudios intravenosos NOAEL en ratas (I):
resultados del rango de dosis. Como parte de
la evaluacién preclinica de la toxicidad, el
proposito de este estudio fue definir la dosis
mdaxima a utilizar en estudios.

b) Estudios intravenosos NOAEL en ratas (II)-
clinicos y ex vivo: Este protocolo incluye la
evaluacion de la toxicidad después de su admi-
nistracién por via intravenosa inica en ratas.

c¢) Estudios intravenosos NOAEL en ratas (III)-
polarizacién de macréfagos: En el grupo final
de experimentos realizados como parte del
estudio intravenoso NOAEL en ratas, se han
llevado a cabo mediciones de los niveles de IL12
en suero con y sin administraciéon de las MNP.

d) Evaluaciéon del potencial de sensibilizaciéon
de la piel mediante el ensayo de los ganglios
linfdticos locales (LLNA:DA): Segin norma
UNE-EN ISO 10993-10.

e) Estudio dereactividad intracutdnea en conejos:
Este protocolo incluyé un estudio de reactivi-
dad intracutdnea (intradérmica) en conejos,
disenado segun lo indica la norma UNE EN ISO
10993-10..f (26) Andlisis de toxicologia tisular
ex vivo: Este estudio se realizé mediante el
andlisis microscdpico de diferentes érganos
(higado, rinén, bazo, pulmén y ganglios lin-
faticos) de 6 ratones (3 tratados con NOCO001
+ Hipertermia y 3 en grupo de control) con
tumores subcutaneos de células cancerosas
MiaPaCa2.

RESULTADOS
Los resultados obtenidos han sido los siguientes:

Produccion y escalado de Nanoparticulas Magnéticas:
Todos los lotes certificados han sido caracterizados
para verificar las propiedades de las nanoparticulas,
cumpliendo con las especificaciones establecidas asi
como con ISO 13485.

Estudios Normativos de Toxicidad In Vitro (27-30):

a) Estudio de irritacién cutdnea mediante una
prueba in vitro con el modelo Epiderm®: La
viabilidad media de los tres tejidos individuales
para las NOC, una vez aplicada la correccién,
fue del 90,42% (superior al 50%). Por lo tanto,
de acuerdo con la directriz de la OCDE, el obje-
to de ensayo se clasificé como NO IRRITANTE.

b) Estudio de citotoxicidad en la linea celular
PANC-1: Los resultados de viabilidad celular
para los diferentes ensayos (NOCa 3; 1, 0,3y
0,1 mg/mL) fueron de 99100%, 90% y 89%,
respectivamente. Estos datos suponen una
disminucién en la viabilidad con respecto al
excipiente (CN) de un 1%, 0%, 10% y 11%. Apli-
cando el criterio de que una sustancia se con-
sidera citotéxica cuando hay una disminucién
en la viabilidad superior al 30%, el producto
NOC en estas condiciones de prueba, a una
concentracion igual o inferior a 3 mg de hierro/
ml, puede calificarse de NO CITOTOXICO.%.

120

100

80
60
40
20
0 T T T T
0,3 1,0 0,3 0,1 CN

FIGURA 3. Viabilidad celular (%) de los tratamientos. El grafico representa
los valores de viabilidad celular del producto de prueba frente a su excipiente.
Diluciones de NOC (3; 1; 0,3 y 0,1 mg/mL), versus control negativo (CN).
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c)

d)

Pruebas de Hemocompatibilidad (I)-Hem0lisis
y Aglutinacién: Se calculé el porcentaje de
hemdlisis de cada concentracién de NOC ana-
lizada (NOC no diluido y con diluciones 1:2 y
1:4 en PBS). Los resultados obtenidos fueron de
0,0, 0,2, y 0,3, respectivamente, concluyendo
que el elemento NOC NO presenta actividad
hemolitica in vitro en ninguna de las concen-
traciones probadas.

Prueba de Hemocompatibilidad (II)- Hemog-
lobina libre.

Al aplicar el estdndar por el cual una sustancia se

considera hemolitica a una determinada concentracion

cuando el porcentaje de hemélisis obtenido es superior

al 2%, podemos concluir que el elemento NOC NO

presenta actividad hemolitica in vitro en ninguna de

las concentraciones probadas.

Estudios Normativos de Toxicidad In Vivo:

a)

Estudios intravenosos NOAEL en ratas (I): En
la primera fase la administracién de las NOC
a dosis Unicas de hasta 1000 mg/kg por via
intravenosa en ratas no produjo mortalidad en
ninguno de los animales, por lo que se estimé
que el DL50 era mayor de 1000 mg/kg del peso
corporal (Programa estadistico AOT425). Del
mismo modo, ninguna de las dosis probadas
de 175, 550 y 1000 mg/kg, comprometié la
vida de los animales, o produjo signos de
toxicidad relacionados con la administracién
del producto.

En la segunda fase, la administracién de las
NOC a una dosis tinica de 1000 mg/kg produjo
la mortalidad del 20% de las hembras; mientras
que las dosis mds bajas probadas de 550 y 175
mg/kg no pusieron en peligro la vida de los
animales.

En base a los resultados obtenidos, se ha esta-
blecido el rango de dosis entre 550 y 1000 mg/
kg como rango para probar la dosis mdxima en
estudios de toxicidad normativos posteriores.

Volumen 25 ¢ No. 3 « Julio-Septiembre de 2022

b) Estudios intravenosos NOAEL en ratas (II)-cli-

c)

nicos y ex vivo: Todos los hallazgos detectados
en los animales que recibieron la dosis més alta
(900 mg/kg), desde las alteraciones analiticas
hasta el oscurecimiento de los 6rganos anima-
les y abdominales, asi como los depdsitos de
tejido, son consistentes con la existencia de
una sobrecarga de hierro.

Siguiendo las pautas de la Administracién de
Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos
para estimar dosis equivalentes humanas
(intravenosas) de modelos animales, incluso
la dosis mds baja aqui utilizada, que es de 100
mg/kg en una rata, corresponde a 16,2 mg/kg
en un humano. La dosis prevista del agente
NTT es menor a la citada, aproximadamente
de 0,5 mg/kg en un adulto de 70 kg, y en
cualquier caso estad previsto su uso mediante
inyeccion intersticial, no intravenosa. Por lo
tanto, podemos llegar a la conclusién de que,
a los niveles de dosis humanos previstos, el
agente NTT NO ES TOXICO.

Estudios intravenosos NOAEL en ratas (III)-
polarizacién de macroéfagos: Los datos recopi-
lados dan evidencia de que las MNP pueden
estar involucradas de manera beneficiosa en
la polarizacién de los macrdéfagos en estado
proinflamatorio M1, la cual sabemos que ayuda
a la supresién del tumor. Esto es debido a que la
IL-12 estd asociada a la inhibicién de la angio-
génesis, con lo cual realiza una funcién de
apoyo en las terapias antitumorales. Ademds,
se ha demostrado que la aplicacién de calor en
las nanoparticulas de hierro promueve todavia
mds la polarizacién de los macréfagos a M1,
siendo asi la combinacién de nanoparticulas
de hierro junto con el calor un buen candidato
terapéutico contra el cdncer.

Por lo tanto, aunque no es posible llegar a
una conclusiéon definitiva sin realizar mas
estudios, los indicios apuntan a que en el
método termoterapéutico puede haber un efecto
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d)

e)

140

ANTITUMORAL BENEFICIOSO gracias a la
polarizacién de los macréfagos (figura 4).
Evaluacion del potencial de sensibilizacién
de la piel mediante el ensayo de los ganglios
linfaticos locales (LLNA:DA): El valor del
indice de sensibilizacién (SI) calculado para el
grupo de control positivo (C+) fue de 4,1. En
funcién del modelo de prediccién sefialado en
la pauta 442A de la OCDE, el C+ se clasificé
como un sensibilizador positivo debido a su
valor superior a 2,5.

Por lo tanto, considerando que no hay una
relacién dosis-respuesta entre las tres concen-
traciones probadas y el SI obtenido, asi como la
falta de eritema, edema o cualquier otra reac-
cién inflamatoria en las zonas de aplicacién,
el elemento de prueba (NOC) fue clasificado
como NO SENSIBILIZANTE.

Estudio de reactividad intracutdnea en conejos:
Tomando como base los valores de eritema
y edema después de 24, 48 y 72 horas en las
dreas tratadas con las NOC o con el control
negativo, se calculé la puntuacién de irritaciéon
intracutdnea para cada animal y cada zona.
Luego se calculé la puntuacién media para
cada zona (tratamiento y control negativo),
obteniendo valores de 0,0 y 0,2 respectivamen-
te. Finalmente, al restar los valores calculados,

C. Concentracién de IL12 (pg/mL)
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f)

un
N
o

se determind que la puntuacién de irritaciéon
intracutdnea final para el elemento de prueba
era de -0,2 (<1,0).

En vista de los resultados obtenidos, es posible
concluir que, en las condiciones de prueba, el
elemento de prueba (NOC) no causd irritacién
intracutdnea y por tanto se pudo clasificar
como NO IRRITANTE.

Andlisis de toxicologia tisular ex vivo: Al
comparar las imdgenes histolégicas del grupo
tratado con las del grupo de control, la diferen-
cia mds notable es la presencia de abundantes
macréfagos cargados de particulas de hierroy
depdsitos en las células de Kupffer en los higa-
dos de los animales del grupo tratado. Ademds,
en algunos casos se observé una degeneracién
globoide en los hepatocitos lobulares, lo que
podria atribuirse a la sobrecarga de hierro
que conlleva la infusién de las nanoparticu-
las magnéticas. A pesar de su significado,
tales caracteristicas no son infrecuentes en el
higado y no estdn asociadas con una fisiologia
hepética adversa.

En el resto de los 6rganos analizados (pulmén,
rifén, bazo y ganglios linféticos), los cambios
histolégicos observados simplemente mostra-
ron una relacién con el proceso tumoral o con
el procesamiento histolégico de las muestras,

C. Concentracién de IL12 (pg/mL)
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FIGURA 4. Efecto en los niveles séricos de IL-12 después de la administracion del NOC. Para cada grupo de estudio, los promedios de los niveles séricos
de IL-12 (pg/mL) frente al tiempo de prueba (antes de la administracién, dia 1 y dia 14 del estudio) estén representados por un gréfico de columnas

Revista Médica Sanitas 7



Rev.Medica.Sanitas 25 (3): 1-10, 2022

mds bien que efectos que puedan atribuirse
a las MNP. Por lo tanto, consideramos que la
aplicacién intratumoral de las MNP y el AMF
a las dosis probadas es SEGURA y BIEN TOLE-
RADA en los tejidos fuera del tumor.

DISCUSION

La aplicacién de la nanotecnologia a la medicina ya
ha supuesto un avance significativo en el tratamiento
de una serie de enfermedades. Sin embargo, adn se
requiere un mayor desarrollo de la nanoterapia con
caracteristicas nuevas o mejoradas para abordar las
necesidades médicas no satisfechas y permitir la im-
plementacién de la medicina personalizada (31).
Actualmente, las prioridades en el campo de la
nanoterapia son dirigir mds esfuerzos de investiga-
cion hacia el desarrollo de productos competitivos y
garantizar un entorno regulatorio bien disefiado (32).
La clave del éxito es un enfoque interdisciplinario y
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