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Resumen

Introduction: The transcendental role of murine models is exemplified by advances in
understanding one of the most lethal tumors with the worst prognosis, pancreatic cancer.

Objective: To describe the key aspects that allow the development and selection of
murine models in biomedical research applied to pancreatic cancer.

Method: Scientific information was accessed through Scielo, Lilacs, Ebsco, Medline, by
introducing the descriptors pancreatic ductal adenocarcinoma; murine models in
pancreatic cancer and murine models. Articles in Spanish and English referring to the
topic were selected.

Conclusions: Preclinical studies in murine models have laid the foundations for
understanding the different routes and molecular mechanisms involved in the genesis
and progression of the disease, later contrasted in studies in humans, which, being
different organisms, justifies that laboratory results are not exactly reproducible in
humans.

Palabras clave: adenocarcinoma ductal pancreatico; modelos murinos en el cancer de
pancreas; modelos murinos

Introduccion

El cancer de pancreas (CDP) es el decimosegundo cancer mas frecuente, con 495 773
casos a nivel mundial en el 2020, mientras que constituye la séptima causa mas alta de
mortalidad por cancer en el mundo con 466 003 en el mismo afo, en ambos sexos y en
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todas las edades, segun datos estadisticos mostrados por el Observatorio Mundial de
Cancer. Las tasas de incidencia varian significativamente entre regiones, es mas alta en
Asia donde se reportd en el 2020 el 47,1 % de los casos, y solo el 3,4 % en Africa, al
igual que las tasas de mortalidad.! El CDP ocupa el cuarto lugar en frecuencia como
causa de muerte en Estados Unidos. 2 En el 2016 en Cuba constituyd la décima vy la
séptima causa de mortalidad por cancer en hombres y mujeres mayores de 60 afos
respectivamente, para un total de 670 defunciones.?

El tipo histoldgico mas frecuente es el adenocarcinoma ductal (ACDP) localizado en la
cabeza.* Uno de los primeros eventos genéticos implicados en la patogénesis de ACDP
es una mutacion en el punto de activaciéon del oncogén KRAS, que se encuentra en mas
del 90% de los casos.”

Con vistas a conseguir un diagnostico precoz se esta avanzando mucho en la
investigacion de los perfiles genéticos del Cancer de pancreas, en los cuales se han
observado con valor predictivo determinados Polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs)
mediantes Estudio de asociacion del genoma completo (GWAS), ejemplos de ellos,
referidos con sus nimeros Rs, como: Rs6971499, Rs9581943, Rs16986825, Rs1561927,
Rs2736098 y Rs7190459. Sin embargo la capacidad de poder hacer extensiva esta
tecnologia aun es limitada por sus altos costos.® Las aberraciones genéticas posteriores
incluyen la inactivacion de genes supresores de tumores, que incluyen CDKN2A, TP53 y
SMAD4, c-Myc o Hedgehog, y contribuyen a la evolucién histoldégica de las lesiones
precursoras. Las lesiones mucino productoras comparten mutaciones similares, incluidas
mutaciones puntuales en el oncogén de KRAS y mutaciones de inactivacion en p53 y
pl16.7:8

Los modelos in vivo de cancer de pancreas en animales pequefios fiables y clinicamente
relevantes son un requisito previo indispensable para comprender mejor los procesos
fisiopatoldgicos subyacentes que impulsan la carcinogénesis pancreatica y la progresion
del cancer. Para que sean clinicamente relevantes, por un lado, dichos modelos animales
deben imitar las caracteristicas fenotipicas de la enfermedad humana lo mas fielmente
posible y, por otro lado, los patrones subyacentes de alteraciones genéticas idealmente
también deberian reflejar los observados en homologos humanos. Los modelos murinos
de cancer de pancreas han recorrido un largo camino para abordar muchos de estos
requisitos clave, pero aun existen ciertas deficiencias.® Por lo que se propone como
objetivo describir los aspectos claves que permiten el desarrollo y seleccién de modelos
murinos en investigaciones biomédicas aplicadas al cancer de pancreas.

Método

Se accedié a informacion cientifica a través de las bases de datos disponibles mediante
Infomed, tales como Medline, Scielo, Lilacs, Ebsco, entre otras, ademas de la amplia
red de Revistas Cubanas de Salud, mediante de descriptores tales: adenocarcinoma
ductal pancreatico; modelos murinos en el cancer de pancreas; modelos murinos y sus
respectivas traducciones al inglés, selecciondndose un total de 73 articulos en idioma
espanol e inglés referentes al tema, en base a su actualidad y trascendencia asi como lo
innovador del disefio de experimentacién, utilizandose como métodos:

e Revision documental: la cual permitié obtener una gran informacién sobre el
tema de estudio, adquirida a través del acceso a las diferentes bases de datos de
salud nacionales e internacionales disponibles a través de Infomed.

e Analitico-sintético: Después de una minuciosa revisidon, se crearon fichas
bibliograficas, se analizé toda la informacion recolectada y se sintetizé de manera
tal que permitié resumirla en las paginas de este trabajo.
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Desarrollo

Antecedentes historicos del uso de modelos pancreaticos en las investigaciones
del cancer de pancreas.

Un paso importante en la historia de los modelos de ratéon humanizados fue la generacién
de una cepa de ratdén inmunodeficiente, que permitid el injerto de células humanas. El
trasplante de células humanas o tejidos tumorales en ratones desnudos atimicos
comenzdé en la década de 1960, pero pasaron casi 20 afos antes de que los ratones
CB17-Prkdcscid estuvieron disponibles.1?

Los primeros intentos de modelar el cancer de pancreas comenzaron en la década de
1980 cuando se desarrollaron tecnologias para generar ratones transgénicos portadores
de oncogenes. Estos primeros modelos utilizaron el promotor de elastasa o el promotor
de insulina de rata (RIP) para impulsar la expresion del oncogén viral SV40 en células
acinares y células del pancreas de ratdén, respectivamente. Los ratones RIP-Tag
desarrollaron insulinomas y los ratones Elastase-SV40 desarrollaron carcinomas de
células acinares. Los ratones Elastasa-SV40 también desarrollaron tumores de células
de los islotes e hiperplasia de células de somatostatina, pero no desarrollaron PanIN o
PDAC.!

Otros intentos de producir modelos de ratén transgénico también utilizaron el promotor
de elastasa para sobreexpresar oncogenes humanos en el pancreas de raton. En 1987,
Quaife et al. H-ras normal y mutante sobreexpresado usando el promotor de elastasa.
Los ratones que expresaban H-ras normal desarrollaron hiperplasia y displasia de células
acinares, mientras que la mayoria de los ratones que expresaban H-ras mutante
murieron como recién nacidos; los que sobrevivieron fueron mosaico para H-ras y
murieron de tumores pancreaticos entre 1,5 y 14 meses. La sobreexpresion de TGF-_
en células acinares no indujo tumores pancreaticos, sin embargo, los ratones
desarrollaron lesiones que se asemejan a la metaplasia acinar-ductal y fibrosis
pancreatica, y fue uno de los primeros modelos de ratdn en sugerir un origen de células
acinares para PDAC.!!

En 1991, Sand-gren et al. publicd un modelo de ratén transgénico elastasa-cmyc. Estos
ratones desarrollaron tumores con una histologia mixta acinar / ductal entre los 2 y 7
meses de edad, sin embargo, las caracteristicas ductales no se observaron hasta las
etapas posteriores del desarrollo del tumor y no se observaron PanIN en este modelo. !

En 2003, Grippo et al. sobreexpresé una mutacion activadora comun de Kras en las
células acinares pancreaticas. Los ratones supervivientes desarrollaron hiperplasia de
células acinares multifocal y, con menos frecuencia, la formaciéon de complejos tubulares.
En ratones mas viejos, también se observaron metaplasia acinar a ductal y lesiones
tempranas de PanIN. Si bien no se desarrollaron tumores en estos ratones, este modelo
demostrd que la activacion de Kras en las células acinares podria resultar en el desarrollo
de precursores de PDAC y sugiri6 que pueden ser necesarios eventos genéticos
adicionales para la tumorigénesis pancreatica. !

Modelos de ratén disefiados genéticamente (GEMM).

El desarrollo de modelos de ratéon de cancer de pancreas ha progresado desde los
esfuerzos iniciales que utilizaban la expresion transgénica simple de oncogenes hasta
sistemas sofisticados mas recientes que empleaban la tecnologia Cre-Lox para generar
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ratones mutantes compuestos con activacién o inactivacion especifica de genes
especificamente implicados en el linaje del PDAC humano. La mayoria de los GEMM se
basan en la activacion del oncogén Kras, que se puede encontrar en > 95% en el PDAC
humano!? seguido por la inactivacién de los genes supresores de tumores CDKN2A
(INK4A / ARF), TP53 y SMAD4. Sin embargo, la sola inactivacion de cada uno de estos
genes en el pancreas de ratén no da como resultado ningun fenotipo y debe combinarse
con Kras mutante para inducir PDAC. !

Los modelos de ratén genéticamente modificados (GEMM) tienen el potencial de
recapitular fielmente muchas de las caracteristicas clinicas clave observadas en los
canceres de pancreas humanos, como el desarrollo de tumores primarios
intrapancreaticos de crecimiento invasivo y de rapida evolucién, diseminacion
metastdsica temprana a los ganglios linfaticos regionales vy sitios de érganos distantes,
ascitis maligna y caquexia tumoral. Ademas, dado que se trata de modelos singénicos
que llevan un sistema inmunoldgico intacto, también permiten estudios sobre vigilancia
inmunoldgica o enfoques inmunoterapéuticos como el uso de inhibidores de puntos de
control. Ademas, el GEMM actual imita fielmente todo el espectro de carcinogénesis
pancreatica a través de lesiones precursoras premalignas, a saber, mPanIN, MCN o
IPMN, incorporando ejemplos de aberraciones tipicas tempranas (por ejemplo, Kras) y
tardias (por ejemplo, p53). De interés, el sistema murino parece requerir menos
alteraciones del conductor para desarrollar un fenotipo tumoral completamente invasivo
y metastdsico, con solo dos o tres alteraciones oncogénicas requeridas para la
transformacion maligna. Esto se opone a los tejidos humanos, donde el nimero de
alteraciones genéticas requerido para la transformacion maligna es supuestamente
considerablemente mas alto, con canceres de pancreas humanos con frecuencia llevan
alrededor de 50 o mas alteraciones oncogénicas. °

Modelos Kras

Un gran avance en el desarrollo de GEMM de PDAC se produjo con la llegada del ratén
LSL-KrasG12D. Este raton alberga un alelo Kras mutante knockin que contiene una
transicion de glicina a acido aspartico en el codon 12, aguas arriba del cual reside un
casete STOP condicional flanqueado por sitios LoxP, que evita la expresion del alelo
mutante. Cuando se combina con una recombinasa Cre especifica de tejido, el casete
STOP se escinde dando como resultado la activacion constitutiva de Kras a niveles
fisiolégicos. Esta mutacion representa la mutacién activadora de Kras mas comun
observada en PDAC humano, una de las semejanzas mas sorprendentes.!! 12

Esto se logré cruzando ratones con un alelo Kras activado condicional (LSL-KrasG12D)
con cualquiera de las dos cepas ampliamente utilizadas que expresan Cre recombinasa
bacteriana en linajes progenitores pancreaticos (transgénicos Pdx1- Cre o Ptfla / p48Cre
cepas knock-in). 1t 12,13

Estos GEMM forman la lesion precancerosa denominada neoplasia intraepitelial
pancreatica (PanIN) con 100% de penetrancia y desarrollan PDAC que se asemeja a la
enfermedad humana, a una edad avanzada (> 12 meses), lo que sugiere que se
requieren alternancias adicionales antes de que progrese la malignidad. Las lesiones en
estos ratones expresaron marcadores similares al PDAC humano, incluido el objetivo de
sefializacién Notch Hes1, COX2 y MMP7. 11, 12

Este modelo demostrd que la activacion de Kras es suficiente para inducir precursores
de PDAC vy, en algunos casos, progresar a PDAC invasivo y metastasico y desde entonces
se ha convertido en la columna vertebral para el desarrollo de muchos otros modelos de
PDAC en ratén. Una de las limitaciones del LSL-KrasG12D; El modelo Pdx1-Cre (también
conocido como KC) es que la activacion de Kras esta dirigida al pancreas embrionario, y
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personas mayores a través de mutaciones estocasticas en el pancreas adulto. Guerra y
col. desarrollé un modelo que permitia el control temporal de la activacién de Kras en el
pancreas mediante un sistema Tet-off. Similar al modelo KC, cuando Kras se activd en
el pancreas en desarrollo en E16.5, Kras + / LSL-G12VGeo; Los ratones Elas-tTA /
tetOCre desarrollaron de acinar a metaplasia ductal progresando a PanIN de alto grado
a los 12 meses de edad, una proporcion de los cuales pasé a formar PDAC después de
una larga latencia. Sin embargo, la activacién de Kras en ratones de 10 dias retrasé
significativamente la formacién de PanIN y redujo la incidencia de PDAC. Es importante
destacar que la activacion de Kras en ratones adultos no tuvo ningun efecto en las células
acinares, lo que indica que las células acinares maduras son resistentes a la
transformacién por Kras oncogénico. El PDAC invasivo podria inducirse en estos ratones
cuando se tratan con caeruleina para inducir pancreatitis cronica, lo que indica que la
pancreatitis aumenta el conjunto de células susceptibles de transformacion por
KrasG12V, precursores potencialmente acinares. Ademas, este modelo apoya el vinculo
entre la pancreatitis y un mayor riesgo de desarrollar PDAC, y proporciona un modelo
valioso para investigar el papel de la inflamaciéon inducida por pancreatitis en la
tumorigénesis. Si bien estos modelos han demostrado que dirigir Kras mutante al
pancreas del raton es suficiente para inducir PDAC en ratones, la penetrancia incompleta
y la latencia prolongada observadas en estos modelos sugirieron que eventos genéticos
adicionales podrian aumentar la incidencia de tumores en ratones y acelerar la
progresion tumoral. Desde la generacién de estos modelos PDAC inducidos por Kras, se
han desarrollado muchos otros modelos que combinan mutaciones de Kras con otros
genes que supuestamente son impulsores de PDAC, como en genes supresores de
tumores como p53 y p16 que cominmente acompanan a PDAC humano, se desarrollaron
GEMM adicional con mutacién concomitante de p53 y p16 / p19. 112

En un estudio se utilizaron ratones modificados genéticamente KPC (KRas-S--G120/+;
p53LtSLR172H/+. pdxCre) con el objetivo de detectar tempranamente el cancer de pancreas
mediante técnicas de imagen y la sefializacién de la repuesta al dafio del ADN, los cuales
se alojaron en jaulas ventiladas individualmente en grupos de hasta 5 por jaula del
mismo sexo en una instalaciéon con un ciclo artificial dia-noche y acceso libre a agua y
alimentos. Se realizaron imagenes de yH2AX 24 h después de la administracion
intravenosa de 111In-anti-yH2AX-TAT (5 MBq, 5 pg). Para investigar el efecto de la
inflamacion pancredtica sobre la captacién de 111In-anti-yH2AX-TAT, en un estudio
separado se administrd ceruleina a ratones BALB / ¢ (n = 4 por grupo) a través de una
serie de inyecciones intraperitoneales de 6 horas para inducir pancreatitis aguda. Se
administré 111In-anti-yH2AX-TAT por via intravenosa 150 min después de la ultima
inyeccion de ceruleina, y se realizaron imagenes de SPECT / CT 24 h después. Los
ratones fueron sacrificados mediante dislocacidn cervical; se extrajeron érganos, tejidos
y sangre seleccionados; y se calculd el porcentaje de dosis inyectada por gramo (% DI
/ g) de cada muestra. El tejido pancreatico se congeld instantdneamente con hielo seco
y se almacend a -80 ° C hasta que se requiriera para su posterior procesamiento.
Demostrando que este modelo de ratdn modificado genéticamente reproduce la
hiperactivacién de la maquinaria DDR observada en PanIN y PDAC humanos, medida por
inmunotincion yH2AX y se observd poca o ninguna tincién de yH2AX en tejido acinar
normal, en las lesiones precursoras anteriores (PanIN-1) o en areas de infiltracién de
linfocitos marcada, y observamos poca tincion de yH2AX en lesiones de PanIN-2 y en
regiones de PDAC. Sin embargo, hubo una marcada tincidon de yH2AX en todas las areas
de las lesiones precursoras de alto grado (PanIN-3).14

En un segundo estudio que evaluaba el papel de la metformina en la supresiéon en el
inicio y la progresién del cancer en modelos genéticos de cancer de pancreas en ratones
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Se adquirieron ratones Pdx1-Cre, ratones LSL-KrasG12D y ratones Trp53fl / fl. La cria
de LSL-KrasG12D; los ratones transgénicos Pdx1-Cre (KC) se lograron cruzando ratones
LSL-KrasG12D con ratones Pdx1-Cre. LSL-KrasG12D / +; Trp53fl / +; se obtuvieron
ratones Pdx1-Cre (KPC) cruzando en primer lugar ratones Trp53fl / fl con ratones Pdx1-
Cre para generar Trp53fl / fl; descendencia de Pdx1-Cre. Trp53fl / fl; luego se cruzaron
ratones Pdx1-Cre con ratones LSL-KrasG12D para generar animales KPC. Todos los
ratones se alojaron en condiciones libres de patdgenos y con acceso libre al agua y
comida. Ademas, para inducir la pancreatitis cronica, se administré diariamente
ceruleina mediante inyeccién intraperitoneal (0,1 ml de una soluciéon de 50 mg / ml en
solucion salina) 5 dias a la semana. Los ratones se trataron durante 4 semanas
consecutivas y se dejaron recuperar durante 1 semana antes de recolectar el tejido.!>

Estos autores pudieron comprobar que los modelos de ratén disefiados genéticamente
tienen el potencial de simular las caracteristicas histopatoldgicas de la neoplasia
pancreatica invasiva y no invasiva y, por lo tanto, facilitar el desarrollo de estrategias
preventivas y terapéuticas para PDAC, asi como el progreso de nuevas pruebas para la
deteccién temprana de neoplasias pancreaticas. También, encontraron que en las
lesiones tempranas de mPanIN, las lesiones se presentaban como lesiones epiteliales
planas compuestas por células columnares con nucleos de localizacion basal y mucina
supranuclear. En mPanIN tardio, el epitelio plano se convirtié en estructuras papilares
acompanadas de anomalias nucleares, incluida la pérdida de polaridad y el apinamiento
nuclear. El PDAC en los ratones modificados genéticamente se presenté como un caos
de la arquitectura y las células cancerosas intercaladas en abundante estroma. Se realizd
tincién con tricrdmico de Masson para observar la reaccién desmoplastica durante la
progresion de PDAC. Encontramos que la tincidn tricromica de Masson se detectd en
lesiones precursoras tempranas como ADM y mPanIN1, y se exacerbd cuando las
lesiones progresaron a mPanlIN tardio y PDAC invasivo. De acuerdo con el tricroémico de
Masson, se detecto tincion de a-SMA y mostrd una tendencia creciente desde la mPanIN
temprana a la PDAC invasiva. Estos resultados reforzaron la semejanza del inicio y la
progresion del cancer de pancreas en ratones y pacientes humanos modificados
genéticamente.!®

Xenoinjertos vs. Injertos ortépicos en la creacion de modelos murinos de PDAC
Xenoinjertos

La mayoria de los modelos de xenoinjerto hasta la fecha utilizan células de céncer de
pancreas cultivadas, que normalmente pueden generarse mediante la implantacion
subcutanea quirudrgica de trozos de tejido tumoral en ratones inmunodeprimidos,
generalmente en la espalda o los flancos. %12

Sin embargo, aunque los ratones desnudos se han utilizado durante mas de 50 afios y
fue el primer modelo animal para el injerto de tumores, los ratones NOG, NSG y BRG
aceptan mas las células humanas trasplantes (incluso de células cancerosas), por lo que
se utilizan ampliamente en la investigacion del cancer.®

Estas muestras de tejido tumoral se pueden obtener a partir de muestras de tumores
primarios recién resecados, o se pueden generar a partir de tumores de xenoinjerto
recolectados previamente, que se toman alicuotas en pequefios bloques de tejido con
longitudes laterales de generalmente aproximadamente 1 mm que luego se reimplantan
en serie por via subcutanea. Alternativamente, las suspensiones de células tumorales,
obtenidas de muestras de tejido picado o de lineas de células cancerosas cultivadas in
vitro, pueden inyectarse directamente por via subcutanea. Se descubrié que la adicién
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de matrigel mejora sustancialmente la eficiencia general de este procedimiento, lo que
conduce a tasas mas altas de toma de tumores. °

Varias cepas de ratones inmunodeprimidos se han utilizado como huéspedes, mas
comunmente ratones desnudos atimicos, que carecen de una respuesta inmune de
células T funcional, o ratones inmunodeficientes combinados graves (SCID), con una
respuesta inmune defectuosa basada en células T de banda. Debido a la vigilancia
inmunitaria deficiente, las células cancerosas humanas neoplasicas pueden sobrevivir y
proliferar en estos ratones, mientras que las células estromales no neoplasicas del
microambiente tumoral son reemplazadas gradualmente por contrapartes murinas, por
lo que son altamente enriquecedoras para el compartimento de células neoplasicas. Este
efecto puede ser particularmente Util para estudios traslacionales ya que el cancer de
pancreas humano se caracteriza tipicamente por una reaccién desmoplasica extensa, y
las células neoplasicas reales a menudo representan solo una pequefia fraccion de menos
del 10% del tejido tumoral. Por lo tanto, se ha ampliado y enriquecido este
compartimento de células neoplasicas mediante xenotrasplantes utilizado con éxito para
expandir tejido para estudios traslacionales, como el cribado de alteraciones genéticas
y genes expresados de forma aberrante o para evaluar la respuesta a una intervencion
terapéutica. ®

El grado de inmunosupresidon aparentemente juega un papel importante en la limitacion
de la supervivencia de las células neoplasicas; por ejemplo, se observd que incluso las
lesiones precursoras de neoplasias mucinosas papilares intraductales premalignas
(IPMN) pueden cultivarse como xenoinjertos en ratones NOD / SCID / IL2Rgamma
(nulos) gravemente inmunodeprimidos, mientras que esto generalmente no tiene éxito
en ratones desnudos atimicos simples. Es de destacar que se ha descubierto que la
histologia tumoral y los perfiles gendmicos de las células cancerosas estan muy
conservados y reflejan fielmente los tejidos tumorales parentales incluso durante varios
ciclos de trasplantes in vivo en serie. ®

Aungue tal sistema permite el estudio de eventos genéticos aislados in vivo, no logra
replicar la heterogeneidad genética inter e intratumoral y la complejidad del
microambiente tumoral. Para abordar este Gltimo problema, se desarrollaron modelos
de xenoinjertos ortotdpicos (en latin: “lugar correcto”) para que las células tumorales
puedan implantarse en el érgano en el que se origind el cancer. La heterogeneidad
genética y la complejidad del PDAC humano se aborddé ain mas mediante el uso de
tejido derivado del paciente. 2

Xenoinjertos derivados de pacientes (PDX)

Los PDX se basan en la transferencia de una pequefia porcidon guardada como stock
primario de tejido tumoral primario directamente del paciente a un ratdn
inmunodeficiente. Los modelos PDX se mantienen pasando las células directamente de
un ratén a otro una vez que la carga tumoral se vuelve demasiado alta. Estos modelos
utilizan fragmentos tumorales directamente del tumor primario y mantiene la estructura
completa del tumor parental humano durante los pases iniciales, y como tal es un modelo
excelente para evaluar regimenes de farmacos quimioterapéuticos personalizados en
una fase preclinica. Suelen generarse mediante la implantacion subcutédnea u ortotopica
directa de trozos de tejido recién resecados de tumores primarios o lesiones
metastdasicas, respectivamente, en ratones inmunodeprimidos, evitando la necesidad de
una propagacion intermedia ex vivo, %1112

El establecimiento de los tumores primarios del xenoinjerto inicial ocurre tipicamente
con una latencia relativamente larga que varia de unas pocas semanas a varios meses,
y las tasas de toma de tumores varian mucho de alrededor del 10% a casi el 100% entre
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los diferentes informes, dependiendo de los respectivos procedimientos y protocolos
seguidos. Una vez establecidos, los tumores de xenoinjerto pueden recolectarse y
reimplantarse en serie en nuevas cohortes de ratones, expandiendo asi la cantidad de
tejido disponible para estudios traslacionales o caracterizacion gendémica. Ahora se ha
descrito bien que tales xenoinjertos tienen la capacidad de mantener fielmente la
fidelidad gendmica, las caracteristicas histopatolédgicas y la capacidad de respuesta a la
intervencion terapéutica durante varias rondas de pases in vivo. Expresion de tumores
especificos.?

Los PDX se han utilizado ampliamente para la investigacién y caracterizacion de
numerosos agentes terapéuticos anticancerosos, asi como para el estudio de la biologia
tumoral, las interacciones tumor-huésped, el microambiente tumoral, la eficacia
preclinica y la quimiorresistencia. Todo ello justificado por ventajas tales como una
evaluacion rapida de "primer paso" de la eficacia del farmaco; junto a la retencién de
las caracteristicas del tumor (genotipo, fenotipo, estroma) durante el pase, y que estos
xenoinjertos representan fielmente el tumor original del paciente del que se derivaron.
Ademas de la facilidad de medir el crecimiento tumoral y de lo econdmico que resulta.
Esto ha sido abordado recientemente por varios estudios, que colectivamente
demostraron la estabilidad gendmica de genes clave relacionados con el cancer de
pancreas hasta al menos la tercera generacion de expansion (3 pases). 1112

Es de destacar que algunos estudios también han informado de que las tasas de
respuesta de la PDX a varios farmacos contra el cancer en uso clinico son similares a la
tasa de respuesta global registrada para los ensayos clinicos en monoterapia con estos
farmacos. Con esta evidencia que confirma fuertemente la estabilidad gendmica y
arquitectdénica de los tumores, el modelo PDX ha vuelto a favorecer recientemente para
impulsar los descubrimientos en biomarcadores que predicen la respuesta terapéutica a
terapias nuevas y establecidas, permiten estudios sobre los mecanismos moleculares de
la quimiorresistencia y también facilitan la prueba de estrategias de medicina
personalizada mediante la administracion de tratamientos objetivo basados en la firma
gendmica / molecular de cada tumor / paciente individual.?

Por otro lado, una de las principales deficiencias de los modelos PDX es la falta de un
sistema inmunoldgico intacto, ya que los ratones inmunodeprimidos deben usarse como
huéspedes, lo que dificulta enormemente su relevancia para su uso en estudios
traslacionales que examinan conceptos inmunoterapéuticos. A pesar de las limitaciones,
estos modelos han identificado agentes clinicamente eficaces y siguen siendo una
herramienta principal en la investigacion del cancer. 212

Actualmente se estan realizando varios esfuerzos para desarrollar modelos de
xenoinjertos humanizados que imiten completamente la respuesta inmune nativa y en
los que las interacciones especificas entre el tumor humano y las células inmunes se
puedan estudiar de manera clinica manera relevante. Por ejemplo, Wulf-Goldenberg et
al. describié recientemente un modelo en el que células sanguineas de cordén umbilical
humano CD34 + se implantan intrahepaticamente en ratones NOD / SCID-IL 2R-
gamma-null (NSG). Curiosamente, los autores pudieron demostrar un injerto exitoso de
linfocitos T CD4 + y CD8 + humanos, asi como de células B. Actualmente, varios grupos
estan evaluando varios protocolos, que comprenden diferentes fuentes de células CD34
+, modos de aplicacién y cepas de ratén con diferentes antecedentes genéticos. Los
linfocitos B de estos ratones permanecen inmaduros, y estos ratones carecen de
respuestas inmunitarias adaptativas ya que sus células T no son educadas por el timo
murino. Otro enfoque es el trasplante intravenoso de células mononucleares de sangre
periférica humana, que contienen células T CD4 + y CD8 +, linfocitos B y células asesinas
naturales, en ratones inmunodeprimidos. % 11
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Otra de las desventajas que limitan su uso es que las lineas celulares inmortalizadas son
homogéneas, por lo que no recapitulan la heterogeneidad evidente entre los pacientes
con cancer de pancreas; el microambiente tumoral no refleja la situacién clinica debido
a la ausencia de estroma humano; los tumores no reflejan la histopatologia del tumor
primario; el crecimiento del tumor se produce lejos del origen del tejido del tumor; los
regimenes farmacologicos observados que son curativos en estos modelos a menudo no
reflejan la respuesta clinica en la enfermedad humana; y los tumores rara vez hacen
metastasis, debido a su localizacion subcutanea. 12

Los enfoques de secuenciacién recientes (exoma completo y secuenciacién del genoma
completo) han identificado la heterogeneidad gendmica sustancial que caracteriza al
cancer de pancreas. Con los modelos de xenoinjertos basados en lineas celulares, esta
heterogeneidad no se tiene en cuenta y, por lo tanto, estos modelos sobreestiman
sustancialmente los efectos antitumorales de una estrategia terapéutica determinada.
La incapacidad de estos modelos de xenoinjerto convencionales para predecir de forma
fiable la eficacia clinica es una de las razones citadas con mas frecuencia para la alta
tasa de fracaso de las nuevas terapias contra el cancer en los ensayos clinicos.!

Debido a la heterogeneidad del cancer de pancreas, la firma molecular del tumor de un
individuo es muy compleja y puede implicar aberraciones en numerosas vias de
sefalizacién. Como tal, el uso de mdultiples agentes terapéuticos dirigidos a estos
mecanismos puede administrarse y evaluarse en paralelo entre si y compararse con el
estandar de atenciéon, gemcitabina. Ademds, el modelo PDX ayudard en el
descubrimiento de biomarcadores de la capacidad de respuesta terapéutica, facilitara las
investigaciones sobre los mecanismos de resistencia terapéutica, lo que sigue siendo un
desafio insuperable en el campo de la investigacion del cancer de pancreas. !

Xenoinjertos derivados de pacientes por debajo de la capsula renal

Los modelos PDX se injertan tipicamente por via subcutanea, sin embargo, otro modelo
de xenoinjerto heterotdpico utilizado para la implantacion de fragmentos de tejido
derivados directamente del tumor primario es el modelo de capsula subrenal (SRC). El
sitio de SRC ofrece la ventaja particular de una perfusion de érganos muy alta y un
desarrollo potencialmente rapido de la microvasculatura del injerto, mientras que las
tasas de injerto de xenoinjertos de SRC son altas con> 95% informado en estudios de
canceres de ovario, pulmén, rifidn y prostata. Ademas, el modelo de xenoinjerto SRC
permite la retencién de la heterogeneidad del tumor original, incluyendo de manera
importante el abundante estroma asociado a tumores humanos, que es esencial para la
intercomunicacion y las interacciones tumor-huésped que impulsan la tumorigénesis.!!

En cuanto a los xenoinjertos derivados de pacientes subcutaneos, el modelo SRC permite
la expansion rapida del tejido tumoral que fenotipicamente y genotipicamente se
asemeja al tumor primario; una caracteristica importante para la evaluacién preclinica
de terapias novedosas. Los xenoinjertos SRC también son un modelo muy util para cribar
la eficacia in vivo de agentes terapéuticos seleccionados en un entorno preclinico. Por
ejemplo, Carter et al utilizaron el modelo SRC para implantar tejido fresco de tumores
de mama positivos para HER2, para evaluar la eficacia de un panel de anticuerpos anti-
HER2 para decidir qué anticuerpo murino deberia humanizarse en el futuro. desarrollo
clinico, en particular trastuzumab.!

Para algunos tumores con bajas tasas de injerto, el trasplante debajo de la capsula renal
altamente vascularizada puede mejorar las tasas de injerto (pulmon, ovario, prostata)
y reducir el tiempo de injerto. Curiosamente, utilizando la misma via de trasplante, se
puede lograr un crecimiento tumoral y un comportamiento metastdsico diferentes,
incluso utilizando lineas de células tumorales adaptadas in vitro. Por ejemplo, el
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trasplante intrahepatico de BT474, originalmente aislado de un paciente con crecimiento
de cancer de mama sdlido, dio como /resultado ratones con crecimiento de tumor soélido
asociado con el higado y metastasis poco comun. Por el contrario, las células SK-BR-3,
aisladas de un derrame pulmonar, desencadenaron ascitis y metastasis fuertes en varios
organos, incluido el cerebro.!!

En el contexto del cancer de pancreas, Xue et al establecieron xenoinjertos SRC con un
injerto exitoso de > 90%, y los tejidos posteriores al injerto demostraron una
concordancia histopatoldgica > 90% con el tumor original. Ademas, de los pacientes con
cancer de pancreas que donaron tejido al estudio, cuyos tumores respondieron a
gemcitabina en los xenoinjertos de SRC, no habian desarrollado recurrencia durante el
periodo de estudio, mientras que aquellos que desarrollaron enfermedad metastasica
temprana no respondieron a gemcitabina en el SRC modelo. Aunque todavia esta en su
relativa infancia en los estudios preclinicos de cancer de pancreas, el xenoinjerto de
capsula subrrenal derivado del paciente representa un excelente modelo alternativo para
el estudio de enfoques de medicina personalizada.!!

Al igual que con el modelo PDX subcutaneo, el xenoinjerto SRC tiene |la desventaja de la
necesidad de ratones inmunodeficientes para el crecimiento y expansion del tumor, asi
como el crecimiento del tumor fuera del tejido de origen. El xenoinjerto SRC también es
técnicamente mas desafiante e invasivo que el modelo PDX y el monitoreo de la cinética
del tumor requiere el uso de costosas modalidades de imagenes de bajo rendimiento.!!

Xenoinjertos ortépicos

Los tumores se pueden injertar de forma heterotdpica u ortotdpica. Los xenoinjertos de
PDAC implantados por via subcutanea no suelen hacer metastasis y el microambiente
del crecimiento intrapancredatico neopldsico no esta bien representado. Por lo tanto,
estos aspectos clave del PDAC humano no se pueden estudiar utilizando xenoinjertos
subcutaneos. Estas deficiencias pueden superarse, al menos en parte, mediante la
implantacidn intrapancreatica ortotdpica.?!’

Los modelos ortotopicos implican la implantacion directa en el pancreas de ratones
inmunodeficientes. Tales PDX se generan directamente a partir de muestras tumorales
de pacientes sin un intermediario de linea celular. PDX conserva la heterogeneidad
genética y, debido a la manipulacion ex vivo limitada, recapitula mejor el aspecto
histologico y el compartimento del estroma del tumor original del paciente, incluso en
multiples pases en ratones, por lo que su uso es recomendado por el Instituto Nacional
del Cancer de los EEUU. 12:16

Aunque este método es técnicamente mas desafiante y requiere mas tiempo, imita con
mayor precision el PDAC humano. La mayoria de los autores abogan por el uso de
modelos PDX con un nimero de pases bajo (<10) para preservar la integridad genética
del tumor parental. *?

A pesar de las diferencias anatdémicas dadas con el pancreas humano ubicado en el
retroperitoneo, mientras que los pancreas murinos se encuentran dentro de la cavidad
peritoneal, los procesos de crecimiento localmente invasivo de tumores primarios de
xenoinjerto y diseminacidon metastasica al higado y otros sitios de 6rganos distantes
estan bien. recapitulado. Utilizando tales modelos de xenoinjertos ortotdpicos, la
diseminacion tumoral metastasica puede estudiarse in vivo mediante bioluminiscencia o
mediante la introduccion de marcadores fluorescentes, en combinacidon con técnicas de
imagen mas avanzadas como la ecografia de pequefios animales, la tomografia por
emision de positrones-TC o la resonancia magnética.®
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modelos de xenoinjerto ortotdpico de cancer de pancreas estan muy influenciados por
los procedimientos y protocolos reales que se siguen al generar estos modelos. Las
células tumorales suspendidas se pueden inyectar directamente por via intrapancreatica,
con la adicion de matrigel que mejora el injerto local. Por lo general, se logran resultados
mas sélidos cuando se implantan quirdrgicamente trozos de tumor en alicuotas en el
pancreas murino, lo que aumenta la tasa de absorcion del tumor a cerca del 100%,
limita las variaciones interindividuales en el tamafo del tumor primario después del
establecimiento y reduce el riesgo de fuga peritoneal. ®

Por ejemplo, en un estudio realizado con el objetivo de evaluar el efecto y seguridad de
la administracion de Gemcitabina mediante administracion intraraterial directa se
adquirieron ratones desnudos atimicos (nu/nu) machos y hembras inmunodeprimidos a
las 6 semanas de edad y los alojaron en condiciones estandar (12 h: 12 h de luz: ciclos
de oscuridad, temperatura a 21,8 ° C y humedad al 50%) con libre acceso a alimentos
y agua. Las células cancerigenas AsPC1 se cultivaron de una paciente con ACDP en medio
RPMI 1640 suplementado con suero bovino fetal al 10% y penicilina y estreptomicina al
1% para posterior incubacion en atmoésfera humidificada a 37 © C y 5% de CO2, con
cambio de medio de cultivo cada 3 dias. Inicialmente, los modelos de xenoinjerto de
cancer de pancreas se crearon utilizando células AsPC1 1,5 M que se colocaron en 100
ul de matrigel y luego se inyectaron por via subcutdnea en el costado de ratones
desnudos de 6 semanas de edad. Después de tres semanas, los tumores de xenoinjerto
alcanzaron un tamafio de 10 mm, momento en el que se extrajeron de cada animal y se
cortaron en pequefios bloques (2 x 2 x 2 mm3). Luego, cada bloque tumoral se implanté
en el pancreas de un nuevo grupo de ratones desnudos, como se describid
anteriormente. Se realizd una incision cutanea vertical de 10 mm en el lado izquierdo de
la parte superior del abdomen de un ratén desnudo receptor. A continuacién, se abrié
con cuidado el peritoneo y se expuso el pancreas. Posteriormente, se implantd con
cuidado un solo bloque de tumor en el cuerpo del pancreas. A continuacion, se volvid a
colocar el pancreas en la cavidad abdominal y se cerrd la pared abdominal con una
sutura absorbible 5-0 y grapas quirurgicas. Después de la cirugia, los animales (n = 6
para cada grupo de tratamiento) se observaron en una almohadilla térmica durante 30
minutos antes de regresar a su jaula. Mas tarde de la implantacién del tumor ortotrépico,
se controld el crecimiento del tumor usando un escaner de ultrasonido cada 3 dias. Una
vez que los tumores ortotopicos alcanzaron los 6 mm, que por lo general fue 2-3
semanas después de la implantacién del tumor, los animales se asignaron al azar en 3
grupos de estudio. Cada animal recibié tratamientos al comienzo de la semana 1 y 2.
Los volumenes tumorales se calcularon basandose en sus medidas de altura, ancho y
longitud que se tomaron cada 3 dias usando ultrasonido.!®

En un segundo estudio se utilizaron ratones macho C57BL / 6] y C57BL / 6N de seisa 7
semanas de edad (20 ~ 25 g de peso corporal, CLEA Japdén, Osaka, Japdn). Los ratones
fueron criados internamente y destetados a los 21 dias de edad, y aproximadamente 7
semanas después, fueron sometidos a la implantacion de un tumor ortotdpico. Un total
de 120 ratones se alojaron en una instalacion de barrera en condiciones especificas libres
de patégenos a una temperatura controlada de 23 + 2 °© C con 55 + 10% de humedad
y ciclos de 12 h de luz / 12 h de luz oscura. Los animales se mantuvieron con una dieta
estandar esterilizada y agua. Se implantaron ortotopicamente células variantes de
Panc02 (2 x 105 células) en ratones (4 ~ 7 ratones por grupo). Para ello, las células se
implantaron con Matrigel a baja temperatura al 50% en el parénquima de las colas
pancreaticas de ratones anestesiados con medetomidina (0,3 mg / kg) / midazolam (4,0
mg / kg) / butorfanol (5,0 mg / kg). El pancreas y el bazo se exteriorizaron a través de
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una laparotomia, y las células se inyectaron usando una aguja de calibre 30 unida a una
jeringa de insulina.?

N

En ambos casos la herida quirdrgica se controld diariamente para detectar cualquier
signo de infeccion de la herida, sangrado o dehiscencia de la herida u otras
complicaciones posteriores al procedimiento (es decir, cambios en su peso,
comportamiento, patrones de alimentacion, postura y nivel de actividad), si era
necesario, los ratones recibieron la administracion subcutanea de analgésicos para
minimizar el dolor y la angustia. Las grapas se retiraron en el dia 7-10 postoperatorio
con extraccion quirurgica estéril de grapas. Al final de los estudios, los ratones fueron
sacrificados mediante la inhalacién continua de CO2 durante al menos 15 minutos
después del paro respiratorio siguiendo un protocolo aprobado por IACUC en el que se
describian los criterios de valoracién del estudio humanitario. En este estudio, los ratones
fueron sacrificados antes de que se hiciera evidente una angustia obvia, la falta de
deambulacion o una pérdida de peso> 10%. Los tumores se extirparon y se pesaron, 1812

Modelos animales quimicamente inducidos.

Antes del desarrollo exitoso de modelos transgénicos y GEM, el estudio de PDAC se
basaba en gran medida en modelos animales inducidos por la exposicién a sustancias
quimicas cancerigenas. Si bien se ha descubierto que los ratones son generalmente mas
resistentes a la carcinogénesis inducida quimicamente, las ratas y los hamsteres se han
utilizado ampliamente para tales estudios. %12

Dos de los modelos mas notables y ampliamente investigados son los martillos dorados
sirios inyectados intraperitonealmente con NORTE-nitroso-bis (2-oxopropil) amina y
ratas inyectadas con azaserina. Mas recientemente, se utilizé dimetilbenzantraceno
(DMBA) para inducir PDAC en ratones. Aunque estos modelos inicialmente
proporcionaron resultados prometedores de desarrollo de adenocarcinoma, el desarrollo
de novo de tumores sin progresion aparente de lesiones preneopldsicas conocidas y la
formacion de tumores extrapancreaticos, en particular carcinoma hepatocelular, limitan
en gran medida su valor preclinico. 2

El carcinégeno alquilante de ADN azaserina se ha utilizado para inducir la carcinogénesis
pancreatica en ratas. Es de destacar que, en modelos inducidos por azaserina, el cancer
de pancreas parece originarse a partir de la transformacién maligna de las células
acinares, y no se encontré que los canceres de pancreas fueran provocados por
mutaciones oncogénicas de Kras. El tratamiento local con 7,12-dimetilbenz [a]
antraceno (DMBA) mediante la implantacién quirirgica de cristales de DMBA condujo al
desarrollo de adenocarcinomas localmente invasivos y sistémicamente metastasicos en
el pancreas de rata en el 50-80% de los casos con una latencia media de 6,5 meses.
Tampoco se ha encontrado que los canceres de pancreas inducidos por DMBA alberguen
mutaciones de Kras oncogénicas, lo que limita su relevancia clinica y su idoneidad para
estudios traslacionales con respecto a la enfermedad humana afin.?

Una serie de estudios recientes mas sofisticados comenzaron a combinar el uso de
modelos murinos avanzados modificados genéticamente con estimulos quimicos, en un
intento de mejorar alin mas la relevancia clinica de los datos experimentales obtenidos.
De interés, en un elegante estudio reciente, Fendrich y colaboradores compararon el
efecto de la inhibiciéon genética y farmacoldgica de Snail sobre la metaplasia acinar-
ductal y la formacion de mPanIN en LsL-Kras G12D genéticamente modificado; LsL-
Snailflox / flox; Ratones Pdx1-Cre, asi como en el marco de una lesion pancreatica
inducida por la administraciéon de ceruleina. Del mismo modo, He et al. recientemente
pudieron demostrar de manera convincente que el factor 5 similar a Krippel (KLF5)
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podria desempefiar un papel en la metaplasia acinar-ductal (ADM) vy
KRASmediateformation de PanINs. Especificamente, los autores observaron que Ptfla-
CreERTM; Los ratones LSL-KrasG12D desarrollaron una ADM mas pronunciada después
de la administracién intraperitoneal de cerudleo que Ptfla-CreERTM; LSL-KrasG12D;
KIf5fl / fl y que el knockout de KIf5 condujo a la sobreexpresion del supresor de tumores
NDRG2 ya una proliferaciéon reducida. El uso combinatorio de pancreatitis inducida
quimicamente en ratones modificados genéticamente representa, por tanto, otro campo
importante, que probablemente ganard mas traccién en la investigacion traslacional de
PDAC en un futuro proximo.®

Conclusiones:

Los estudios preclinicos en modelos murinos, han sentado las bases para la comprensién
de las distintas rutas y mecanismos moleculares involucrados en la génesis y progresion
de la enfermedad, contrastado luego en estudios en humanos, que, al tratarse de
organismos diferentes justifica que los resultados del laboratorio no sean en exactitud
reproducibles en humanos.

A pesar de las limitaciones en la homogeneidad de las lineas inmortalizadas, y la
ausencia de un sistema inmune intacto, el PDX ha permitido obtener importantes datos
correlacionables con los resultados de los estudios clinicos que le precedieron, aspectos
claves de la terapéutica en la accion y efecto global de los quimioterapicos.

A pesar de los multiples modelos estandarizados existentes, con relevantes ventajas en
las investigaciones biomédicas, el desarrollo de métodos mixtos gana mucha atencién,
por la fiabilidad de los posibles resultados obtenidos, partiendo de la premisa de que la
propia trasferencia de alteraciones genéticas per se no desarrolla tumores, y la
estimulacién con carcindgenos quimicos, puede ayudar a un mejor entendimiento de la
génesis en el mundo real de esta entidad tan compleja y mortal.
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