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AREA: TECNOLOGIA E INNOVACION SANITARIA
L. GRUPO: INVESTIGACION EN NUEVAS TERAPIAS
LABORATORIO: NUEVAS TERAPIAS: TERAPIA CELULARY GENOMETASTASIS

LINEAS DE INVESTIGACION PRECLINICASY CLINICAS

AREA DE TECNOLOGIA
E INNOVACION TECNOLOGICA .
GENOMETASTASIS TERAPIA CELULAR
2- Proy. FIS (ISCIII) 2- Proy. FIS (ISCIII)
2- proy. Financ. Empresas 3- Proy. Financ. Empresas
|- Red nacional (ISCIII)
|- Red Autonémica (CAM)

7- Ensayos Clinicos
96- Usos Compasivos
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PERSONAL IMPLICADO EN EL ESTUDIO

Servicio Cirugia: Laboratorio:
Damian Garcia Olmo Mariano Garcia Arranz
Hector Guadalajara M? Luz Vega Clemente

Pedro Villarejo
Javier Barambio
Felipe Vélez
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INTRODUCCION

- Microambiente tumoral = Resistencia
- Estroma tumoral: Barrera fisica.
- Metastasis peritoneales: 1 colageno

- Penetracion HIPEC: 2-5mm

EENeT 0\ ° /[o\°/o\ §

- A q Universidad Auténoma | §
| REUNION ANUAL DE AREASY GRUPOS DEL IIS-FJD UAM iNaaid
Diciembre del 2021 Fundacion Jiménez Diaz

o W'quironsalud




FASE | CALCULO DE DOSIS, TEMPERATURA Y TIEMPO DE EXPOSICION.

. 350 U/ml supuso dosis letal: Muerte en una hora por hemorragia
digestiva masiva.

*  Ladosis 6ptima fue de 37 U/ml durante 15 minutos a 37,52C. No se
detectd colagenasa en sangre periférica a esta dosis.

*  Unadosis de <70 U/ml no induce dafio tisular severo.

15 min 37 U /mL Collagenase
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BOWEL WALL TUMOR STROMA

FASE I: MODELO CARCINOMATOSIS

Inyeccion de células tumorales en ratas singénicas BD-IX: tasa carcinomatosis 80%.

Medimos:

- Mortalidad

- Pérdida de peso

- Reduccion del tumor

- Histologia de drganos peritoneales
- Aparicion de adherencias

Grupos

- A (Grupo control): Sin tratamiento
- B: Colagenasa

- C: Mitomicina

- D: Colagenasa + Mitomicina

- Toxicidad mediante ELISA en sangre

Group C

RESULTADOS
- Mayor reduccion tumoral en los grupos tratados con colagenasa

(p<0,05).
- Menor aparicion de adherencias en los grupos tratados con , :

colagenasa (p<0,05). N % ¢ erouwo
- Grupo C mostré mayor toxicidad i

HE
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CONCLUSIONES FASE |

La colagenasa intraperitoneal no es toxica y actUa sobre los implantes peritoneales.

La colagenasa a concentracién y tiempo controlado no traspasa al torrente sanguineo

El tratamiento secuencial con colagenasa favorece la respuesta a la mitomicina.

La respuesta es debido:

Destruccion del colageno y remodelacion de la matriz extracelular

Disminucion del gradiente de presion transcapilar, facilitando la difusion de farmacos

Incrementando la respuesta tumoral de la quimioterapia intraperitoneal
en nuestro modelo experimental.
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TRAS FASE | ;QUE?

el * Good study. It seems safe and effective. But you have to present us:
S

Phase | a espafiala de Es H

S ] ‘“’I e el * A larger mammal Toxicity study(pig?)

Phase i . productos sanitarice

' i *A CE market collegenase

prassil .. .

- i *A clinical trial proposal

FDA Review & Aproval

‘Postmarking Testing

H 8 10 12 14 18
Year

*We are working in:
* We have carried out a toxicity study in 8 piglets with 2 doses of collagenase.We analyze:
Collagenase in blood, histology, biochemistry and Interleukins
* We now use GID collagenase.Which is CE marked and is its use allowed in humans?
* We are looking for a sponsor for a clinical trial that we have designed
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FASE |1

ESTUDIO TOXICIDAD ANIMAL SUPERIOR.
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cerditos

Papel de las células
troncales mesenquimales
procedentes del tejido
adipose de cerdo en un
modelo animal de sepsis
abdominal
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FASE Il PRUEBAS.

ANALITICA: ,

CUANTIFICACION DE COLAGENASA
Leucocitos (103yl)  Linfocitos (103yL) HUMANA EN PLASMA DE CERDO PARAMETROS DE SUPERVISION EN BIENESTAR ANIMAL
Hematies (106yL)  Monocitos (103yL) 1.-ASPECTO FIiSICO DEL ANIMAL
Hemoglobina (g/dL) Segmentados (103yL) ELISA MMP-1 1) Ninguno
Hematocrito (%) Eosindfilos (103yL) ELISA MMP-2 2) Pelo “erizado”, opaco y/o sucio
VCM sangre (fl) Baséfilos (103yL) 3) Uno o mas de los siguientes signos: secreciones mucosas y/o
HCM (pg) % linfocitos sanguinolentas por cualquier abertura, diarrea, 6rganos
CHCM (g/dL) % monocitos hipertrofiados detectables (ganglios, bazo, higado)
RDW (%) % segmentados 4) Uno o mas de los siguientes signos: distension abdominal de
Plaquetas (103 yL) % eosindfilos cualquier origen, presencia de ascitis que suponga un aumento
VPM (fl) % baséfilos 3 superior al 10% del peso corporal inicial, disnea(particularmente si
Tiempo protombina (sg) HISTOLOGIA. va acompaiiada de descarga nasal y/o cianosis), caguexia.
indice Quick (%) 2.- ALTERACIONES EN LA CONDUCTA
INR TTPA (sg) Bazo 1) Ninguna
Fibrindgeno (mg/dL) Higado. 2) Dificultad para moverse con normalidad
Glucosa (mg/dL) Creatinina (mg/dL) Colon. 3) Dificultad de llegar a la comida/bebida. Aislamiento del resto de
Bilirrubina total (mg/dL) Calcio (mg/dL) Intestino Delgado. los animales de la jaula. Disminucion del movimiento
Acido rico (mg/dL) Fésforo (mg/dL) Peritoneo. 4) Intencion de "esconderse” en la viruta, no responde a estimulos,
Filtrado glomerular GPT (UI/L) GGT (UI/L) RiAoN. letargo
Fosfatasa alcalina (Ul/L) LDH (UI/L) Pleura.
Sodio (mmollL) Potasio (mmolL) Yugular. g) DESﬁE‘gZ?Zg‘éﬁO
Indice Hemolisis Colesterol total (mg/dL) N )
triglicéridos (mg/dL) HDL colesterol (mg/dL) 1) Ninguna
Colesterol LDL (mg/dL) Colesterol no-HDL 2)  Leve
(mg/dL) Albimina (g/dL) 3) Severa
Proteina C reactiva (mg/dL)
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FASE |l RESULTADOS |I.

Cirugias.

No se observaron complicaciones durante las cirugias. Todos los animales despiertan bien y su movilidad en el chenil tras la
cirugia es la normal. Obviamente en todos los casos se realizan tratamiento analgésico con tramadol (5mg/Kg) tras la cirugia. Las
imagenes durante los tratamientos muestran la liberacion de tejido peritoneal durante los lavados con colagenasa.

Datos macroscépicos.
No se observan cambios macroscépicos pretratamientos y 24h posterior a estos. No hay formacion de
adherencias ni sangrado en ningln caso, por lo tanto y al no observarse diferencias no se aplica la escala disehada para tal fin.

Tabla de control de los animales
Tras la cirugia y 4h después todos los animales beben agua, movilidad normal y no muestran signos de dolor. Los
resultados del cuestionario de parametros fisicos y de salud de los animales no muestra diferencias significativas.

Estudios bioquimicos y hematoldgicos en sangre (pre tratamiento, post-tratamiento y 24hpost-tratamiento).-

No se han observado ningan valor analitico fuera de los parametros habituales en ningin caso, salvo algunos analitos
de forma puntual y no constantes ni repetidos entre animales. S6lo podemos encontrar como valor que se ha elevado a las 24h del
tratamiento el fibrinégeno, el cual puede deberse a la manipulacién del peritoneo ya que en ningln caso se acompanaba con
alteraciones en otras determinaciones ni variaciones en las ondas del ECG.
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FASE |l RESULTADOS II.

INFORME LIVING CELL (Datos de ELISAS frente 2 MMP1 y MMP2)

G
LivingCells

¥—\_/—_;

CUANTIFICACION DE COLAGENASA HUMANA (MMP1 Y MMP2) EN COMNCLUSIONES
PLASMA DE CERDO
MMP1: Los valores medios de absorbancia y concentracion de cada muestra se detallan en las

siguientes tablas (R=0,9): Por lo tanto,

Rlgamas de cerde analizados,_sunque los datos para las muestras 5 y 11 hav.r que tomarlos con
1] 00165 9| 0018 17 0,02 bla 1 d | 100% | de col fino 1
> 00165 0] 0014 18] o015 precaucion (ver tabla 1) ya que no se puede asegurar al % la ausencia de colagenasa tipo 1.
3| 0018 11 0.062 19| 00165 En el caso de que no se anularan los valores aberrantes (ver tabla 2) para estas dos muestras,
4| 00095 12| 0018 20| 0018 la concentracion de la muestra 5 seria de & pg/ml (Concentracion total tras deshacer la
S 0.056 13| 0.0385 21 0.021 T . _
5 00195 14| 00225 5] 0.0445 dilucian inicial = 24 pg/mil) y la de la muestra 11 de 74,07 pg/ml (Concentracion total = 222,21
7| 00155 15| 0018 B| 00495 pg/ml).
8| 00195 16| 0,033 B| 00555

Respecto a los resultados de la MMP2, aparentemente responden a una reaccion cruzada,

Tabla 1: Absorbancia de las diferentes muestras (B: blanco). Los valores en rojo muestran quiza debida a la altisima similitud en la secuencia de aminodcidos entre la MMP2 humana y

absorbancias por encima del valor blanco. de cerdo (=95%); aunque no se pueden descartar reactividades cruzadas con otras proteinas
MMP2: Los valores medios de absorbancia y concentracion de cada muestra se detallan en las presentt_zs en &l plasma y no descritas. Para poder establecer, ch_ I'_J‘s resul‘tadif:s ab‘l:enl#ns_, Ia
siguientes tablas (R*= 0,9): presencia o no de MMP2 humana en los plasmas de cerdo, 52 pidio al Investigador Principal
_ o .
T 79765 o] 2551 7] 78058 del proyecto la Iv.?venda de tratamientos vs. n? de cerdo y se compararon Estadlstfmr_nen'se los
2 2012 10| 20425 18] 21295 resultados cbtenidos en los plasmas tratados con los no tratados, resultando en distribuciones
3| 24315 11] 20955 19 1,493 no diferentes en la toma de 1 hora tras el tratamiento (p>0.05), lo que indica gue no se ha
; f:z g ﬁ;ﬁ: ?1) 125905 trasferidoc MMP2 humana a la sangre del cerdo durame el tratamiento. El resultade
-
5 1.5605 14 11,318 B 0:075 significative, entre las muestras tratadas y recogidas ? las 24h y las no tratadas, se podria
7] 20525 15 1,329 B 0,067 explicar por la concordancia entre la sobreproduccion de MMP2 que se da en procesos
8] 2241 16] 13385 B| 00735 inflamatorios posquirdrgicos (ver referencias) y la reaccidn cruzada entre la MMP2 humana y
de cerdo. Seria necesario analizar muestras de control quirdrgico (sham) para poder validar
Tabla 3: Absorbancia de las diferentes muestras (B: Blanco) esta hipatesis.
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FASE || RESULTADOS III.

Universidad Facultad de Ciencias de la Salud Tj GRUPO COLAGENASA GRUPO COLAGENASA X2
IIVErsi . . .
Rey Juan Carlos Departamento de Ciencias Basicas de la Salud
B
A
. Madrid, 22 de abril de 2021, z
9}
Informe del andlisis histopatoldgico de las muestras de tejidos porcinos solicitado por el C
Dr. Mariano Garciz Arranz, Laberatorio de Nuevas Terapias del Instituto de Investigacion o
Sanilario Fundacidn Jiménez Diaz (Madrid).
L
Yo, Dra. D* Soledad Garcia Gomez de las Heras, con D.N.I. 51062197N Profesor o
Contratado Doctor del Area de Histologia Humana y to de N
Ciencias Bésicas de la Salud de la Universidad Rey Juan Carlos (Madnd] csrhﬁDu que:
Entre el 28 de agosio de 2020 y el 3 de marzo de 2021 he recibido, procedentes del
laboraterio de Nuevas Terapias de la Fundacién Jiménez Diaz, 42 muestras fijadas en formal al H
4%, numerada del 1 al 7 que contenian intestino delgado, colon, bazo, higado, pleura y rifidn. i
Se me indica que son muestras de cerdo, pero desconozco el tratamiento al cual han sido G
sometidos cada uno de los animales. A
Conservadas a lemperatura ambiente, se encontraban adecuadamente filadas. Se
procesaron siguiende el protocelo habitual de nuestro laboratoric hasta generar los bloques de D
tefide incluido en parafina con las di muestras, iorments se real: 1 cortes 0
senados de 5 micras de grosor y se tifieron mediante hematoxilina-eosina para analizar &l estado
del tejido en las diferentes capas de los drganos.
Habiendo analizado la estructura microscopica de los drganos anteriormente I D
CERTIFICO NE
No he observado dafio histologico alguno en ninguno de los tejidos, todos los organos y
su tejido adyacente mantienen la itectura tisular caracleristica TL
En el anexo se algunas fi fias generadas por nuestro EG
io de los dif cortes 0 anali SA
TD
10
1 N
T oa e

qum;ad Garcia Gémez de las Heras 5
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reivindicaciones v para ser republicada si se reciben
modificactones (Regla 458.2(h

(54) Title: CHEMICAL SCALPEL
(54) Titule: BISTURI QUIMICO
(57) Abstract: The present invention relates to a liquid collag

solution that itions the: i peritoneal twmours

by means of washing with the solution for a determined time period and at a for use as

or adjuvant treatment for cylotoxic drugs in the treatment of solid peritoneal tumouss. The solution of the invention is used for direct
administration or irrigation omo the tumeonr at a concenrmtion and for & time period that causes A reduction of the mesothelial layer
covering the intestinal tract, without damaging inermediate or internal layers

(57) Resumen: La presente invencion se refiere a una solucidn liquida de colagenasa que generai el pre- acondicionamiento de los
tejidos que recubien los tumores peritoncales mediante su lvado con dicha sohucion durante un tiempo y & una concentrazion pre-
determinada para su uso como tralamiento adyuvanie o potenciador de firmacos cilotéicos en of tratamiento de wmores solidos
peritoncales, Dicha solucion s utilizari a lo largo de la prescale amyeacion par su administracion o imigacion dircctamenie sobr cl
TITOT & WA CONCNITAGION ¥ dUrante un tiempo al Que Provedue una disminucion de 1 capa mesotelial que recubre el tracto imestinal
sin afectacion de capas intemedias o incaas.

PCT/CA

REQUEST OF ENTRY INTO NATIONAL PHASE UNDER ARTICLE 22 OR 39 OF THE PATENT
COOPERATION TREATY

Our Reference: 56222473-56CA DBB/jb

IN THE MATTER OF PCT International Application No. PCT/ES2020/070121 filed February 19, 2020 in the

names of FUNDACION INSTITUTO DE INVESTIGACION SANITARIA FUNDACION JIMENEZ DIAZ;

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE MADRID entitied CHEMICAL SCALPEL.

1. The above-referenced applicants, whose complete addresses are Avda. de los Reyes Catdlicos, 2,
28040 Madrid, Spain; C/ Einstein, 3, 28049 Madrid, Spain, hereby request commencement of National
Phase procedures consequenl to the designation of Canada in the above-identified International
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POWER OF ATTORNEY
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Pursuant to the relevant provisions of the Patent Law of the People’s Republic of China.

WA, e RIS B & LR AE
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Dwe, citizen/legal entity of _ES  hereby authorize ADVANCE CHINA IP LAW OFFICE

(Code: 44224 ) to appoint its patent attorney(s). -~ to act for me/us with

CHEMICAL SCALPEL

the application entitled

< JAPAN
D_AEGU,SA & PARTNERS Patent, Utility Model,
Kitahama Konishi Building Design & Trademark
7-1, Dosho-machi 1-chome, Chuo-ku, =

Osaka-shi, OSAKA 541-0045, JAPAN PPOWER OF ATTORNEY need not be
notarized or legalzed

POWER OF ATTORNEY

Vwe hereby appoint

ID No. 110000796 Saegusa & Partners,

a Patent Corporation of Osaka, Japan, to be my/our lawful representative and carry out any and all of the
following acts, namely

an for

1. Totake all the necessary

(a)[Patent based on 1 1 No. PCT/ES2020/070121

agencla espafiola de
medicamantos y
.' productos sanitarics

INSTITUTO DE
INVESTIGACION
S ANITARIA
FUNDACION JIMENEZ DiAZ

Ensayo clinice de seguridad para evaluar el preacondicionamiente de las
superficies peritoneales con colagenasa intraperitoneal en el tratamiento integral

de la carcionomatosis peritoneal.
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